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RESUMO

HUAMANCAJA, Meliza Maricela Villalva, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa,
Novembro, 2008. Modificacdo quimica para obtencdo de um isolado protéico de
soja com solubilidade semelhante a da caseina humana. Orientador: José Carlos
Gomes. Co-orientadores: Neuza Maria Brunoro Costa e José Benicio Paes Chaves.

A soja é um produto agricola de grande interesse mundia,l gracas a versatilidade
de aplicacdo de seus produtos, propriedades nutricionais, facilidade na producéo, alta
produtividade e baixo custo e ainda sdo reconhecidas propriedades na prevencdo de
algumas doencas. A soja pode ser processada em ingredientes protéicos como 0s
isolados protéicos que sdo ampliamente usados na industria de alimentos por
apresentarem propriedades funcionais desejaveis como solubilidade, e a partir dela
outras como emulsificacdo, capacidade de retencdo de agua, capacidade de gelificacéo.
Fontes alternativas as proteinas de leite tém sido pesquisadas devido a alergia ao leite de
vaca e a intolerancia a lactose, os quais afetam tanto a criancas como a adultos.
Férmulas alimenticias baseadas em proteinas de soja tém sido consideradas como uma
alternativa segura e eficiente para substituicdo de ingredientes lacteos. O presente
trabalho foi desenvolvido para modificar o perfil de solubilidade do isolado protéico de
soja e adequa-lo ao leite materno (caseina humana). Foi observada notavel reducdo da
solubilidade em pH inferiores a 4,5 para o isolado protéico modificado aproximando-se
ao perfil de solubilidade da caseina humana. A importancia da baixa solubilidade das
proteinas em pH acido se deve a formacdo de coagulos no estdbmago de alguns
mamiferos. Os codgulos tém funcdo de armazenamento de proteinas e lipidios os quais
sdo liberados lentamente pela acdo das enzimas pancreaticas. A formagdo imprépria do
coagulo pode causar aumento descontrolado de carga bacteriana e disfuncao intestinal.

A qualidade protéica foi determinada por testes bioldgicos. O isolado protéico
modificado (IPM) apresentou valor de digestibilidade protéica, PER e NPR similares ao
isolado comercial (p>0,05), evidenciando que a metodologia empregada para a
modificacdo do isolado protéico ndo alterou estes indices.



ABSTRACT

HUAMANCAJA, Meliza Maricela Villalva, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa,
November, 2008. Chemist modification to obtain a soy protein isolate with
solubility similar to that of human casein. Adviser: José Carlos Gomes. Co-Advisers:
Neuza Maria Brunoro Costa and José Benicio Paes Chaves.

Soybean is an agricultural product of interest world-wide due to its versatility of
application, nutritionals properties, easiness in the production, high crop yield and low
cost and still its recognized properties in the prevention of some diseases. Soybean can
be processed in protein ingredients as protein isolate which are largely used in the food
industry due to the desirable functional properties as solubility and from it others such
as emulsification, water holding capacity and capacity of geleation. Alternative sources
for milk proteins have been searched to overcome bovine milk allergies and lactose
intolerance which is likely to reach both children and adults. Food formulations based
on soybean proteins show to be safe and efficient in substitution for milk ingredients.
This work was developed to modify the solubility behavior of soybean protein isolate to
adequate it to the human milk pattern. It was observed a large decrease in solubility
bellow pH 4.5 for the modified soybean protein isolate approaching its behavior of that
of human casein. The importance of low solubility of proteins at low pH is because their
coagulation step in the stomach of some mammals. Failure to form an appropriate
coagulum which acts as a storage unit for proteins and lipids and are slowly liberated
for pancreatic enzymes action will cause enormous bacterial growth and intestine
dysfunction. The protein quality was determinate by biological assays. The modified
isolate protein presented digestibility value, PER and NPR similar to commercial isolate
protein (p>0.05), indicating that the methodology use to modified the isolate protein did

not modify these properties.

Xi



CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO QUIMICA DO ISOLADO
PROTEICO MODIFICADO DE SOJA



1. INTRODUCAO

O leite materno humano ¢ fundamental para a saude das criancas nos seis
primeiros meses de vida, por ser um alimento completo, fornecendo componentes para
hidratagdo e fatores de desenvolvimento e protecdo como anticorpos, sendo
microbilogicamente seguro e perfeitamente adaptado ao metabolismo da crianga.
Entretanto, quando a mae estd impossibilitada de amamentar deve recorrer ao leite de
outras maes, o que ¢ trabalhoso e as vezes impossivel, devido a baixa disponibilidade de
leite humano. Recorre-se, assim, a substitutos, dentre eles aos derivados protéicos da
soja ou produtos protéicos que mais se assemelham ao leite materno. As formulas
infantis sdo em geral de custo elevado e inacessivel para a maioria da populagdo de
baixa renda. Dado o elevado custo das formulas, o leite de vaca tornou-se uma

alternativa na alimentag@o dos bebés em varias partes do mundo.

As proteinas do leite de vaca s3o capazes de produzir manifestacdes de
hipersensibilidade em criancas de até trés anos de idade. Essas criancas sdo mais
suscetiveis ao aparecimento da alergia alimentar possivelmente por imaturidade da
mucosa intestinal e do sistema imunoldgico, com conseqiiente prejuizo na absor¢do e
maior desenvolvimento de sensibilidade as macromoléculas absorvidas. Este processo

pode ocorrer também no adulto, por mecanismo bastante parecido (SAMPSON, 1997).

Até mesmo o processo de digestdo parece diferir quando mamiferos sio
alimentados com o leite materno ou de outra espécie. FERREIRA et al. (1988)
observaram a formacdo de codgulos duros no estdomago em leitdes que foram
alimentados com leite de vaca e comportamento diferente quando utilizado leite suino.
A alergia ao leite de vaca ¢ uma das mais comuns em criangas, sendo muito dificil
apresentar um nimero preciso da ocorréncia, estimando-se que cerca de 0,3 a 7,5 % das
criancas apresentam alergia as proteinas do leite bovino (WILSON, 2005). Segundo
CORDLE (2004) as criangas que tém alergia ao leite de vaca podem também, com o
tempo, desenvolver alergia a proteina de soja, uma a cada 10 criangas. No entanto, o
maior problema reside no fato dos processos digestivos serem diferentes para as

proteinas do leite e dos vegetais.



Diante do exposto, idealizou-se desenvolver um produto que apresentasse um perfil
de solubilidade, em fun¢do do pH, similar a caseina humana, esperando assim

similaridade na formagdo de codgulos no sistema gastrointestinal.

A demanda por proteina de origem vegetal vem aumentando nos ultimos anos,
devido, principalmente, aos custos mais baixos e algumas propriedades especificas de
interesse funcional. A aceitacdo de uma proteina, como ingrediente, na induastria de
alimentos, ndo depende apenas das suas qualidades nutricionais, também suas
propriedades funcionais desempenham papel decisivo e a solubilidade ¢ uma das

principais propriedades funcionais dos ingredientes alimenticios (GOMES et al. 1987).

A soja ¢ um produto agricola de grande interesse mundial gracas a facilidade de
produgdo, a versatilidade da aplicagdo de seus produtos na alimentagdo humana e
animal e ao seu valor economico nos mercados nacional e internacional. O Brasil figura
entre os maiores produtores de soja do mundo, sendo a leguminosa cultivada em varias
regides do pais (FILHO et al. 2004).

A relacdo entre o consumo de soja e a saude humana tem sido amplamente
investigada pelas caracteristicas nutricionais desse alimento, quer seja o elevado teor de
proteina de qualidade nutricional adequada, o conteudo significativo de minerais e
fibras, ou ainda, a quantidade reduzida de gordura saturada e a auséncia de colesterol

(MACHADO et al. 2008).

A hipétese deste trabalho foi que polidnions, como o hexametafosfato aplicado em
pH alcalino, durante a extragdo do isolado protéico de soja, ligam-se fortemente as
proteina por meio dos residuos dos aminoacidos basicos, alterando assim sua carga
superficial de positiva para negativa, baixando o pH do ponto isoelétrico o que provoca

diminui¢do na solubilidade da proteina em pH acido, similar ao estomacal.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver o isolado protéico de soja modificado, por
meio da alteracdo da curva de solubilidade da proteina em fun¢do ao pH, de maneira
que esta apresente um perfil de solubilidade similar ao da caseina humana e de alta

qualidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Soja e sua importancia no agronegocio do Brasil

Esta leguminosa originou-se na China, provavelmente nas regides norte e
centrais, entre 4000 e 5000 anos atrds. Durante muitos séculos a soja foi um grao
exclusivo do Oriente ¢ foi apresentada a Europa em 1712 pelo botanico alemao
Engelbert Kaempfer (LIU, 1997).

Nos Estados Unidos a soja ndo ¢ mencionada até o ano 1804, época em que
passou a ser utilizada. Primeiramente, o processamento da soja nesse pais visava apenas
a obten¢do de 6leo, com toda a massa restante destinada a alimentag¢ao de gado leiteiro e
ao uso como fertilizante. Ap6s a segunda guerra mundial, quando foi detectada uma
deficiéncia mundial de proteinas para a alimenta¢ao humana, foi dada atengdo especial a
soja havendo grandes avancos em novas tecnologias para a viabiliza¢do e aceitacdo de

suas proteinas na alimentacdo humana (PEARSON, 1983).

Botanicamente, a soja pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Papilionoidae e o género Glycyne, L. A forma cultivada Glycine Max (L.) Merrill,
cresce anualmente. Sua planta se desenvolve até altura que varia de 0,75 a 1,25m e se
ramifica escassamente ou densamente, dependendo de cultivares e condi¢des de
crescimento.

Morfologicamente, a semente de soja ¢ como a maioria das leguminosas, nao
apresenta praticamente endosperma; consiste de um tegumento e um embrido bastante
desenvolvido. Este ultimo contém dois cotilédones que funcionam como estrutura de
reserva. O tegumento protege o embrido de fungos e infecgdes bacterianas antes e

depois do plantio (MULLER, 1981).

No Brasil, o agronegocio da soja teve sua expansdo na década de 1970, quando
ganhou competitividade e elevou-o a condicdo de um dos maiores produtores e

exportadores mundiais (GOMES, 2001).

As condi¢des climaticas favoraveis do 2006 e a prioridade que os produtores

deram ao plantio de soja permitiram que o Brasil conseguisse uma producao recorde em

4



2007. A produgdo atingiu, em 2007, 58 milhdes de toneladas, resultado que chega a ser
10,6% superior ao do ano anterior. O maior produtor de soja no Brasil foi Mato Grosso,
26,3% do total nacional, seguido de Parana com 20,5% e Rio Grande do Sul com 17,1%

(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2007).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2008), os
rendimentos com as exportacdes de soja e derivados cresceram cerca de 70% nos
primeiros seis meses deste ano (2008), quando comparados ao mesmo periodo do 2007.
Foram US$ 9,03 bilhdes em 2008 ¢ US$ 5,39 bilhdes em 2007. Do total de recursos
obtidos pelo pais com a exportacdo, a soja responde por 10%. O produto também

manteve a lideranga na balanga comercial do agronegocio.

Embora a USDA (2008) tenha estimado uma redugdo de 1,5 milhdes de toneladas na
produgdo de soja no Brasil, a CONAB (2008) anunciou no primeiro semestre de 2008,
que o volume de exportacdes aumentou 4%, saindo de 19,85 milhdes para 20,70

milhoes de toneladas.

2.2 Os componentes da soja

Segundo LIU (1997), a composi¢do da semente da soja depende de muitos
fatores como variedade, época de plantio, local geografico e clima, relatando que a
porcentagem de proteinas na soja varia de 39,5% a 50,2% e a porcentagem de 6leo de
16,3% a 21,6%. Mesmo considerando esta variacdo, a soja ¢ um dos mais competitivos
e valiosos produtos agricolas, devido a sua composi¢ao quimica Sui generis, pois possui
alto teor de proteina e lipidios comparados com outras leguminosas e cereais de
expressdo comercial. Outros componentes valiosos encontrados na soja incluem
fosfolipidios, vitaminas e minerais.

Além disso, a soja contém muitas substancias secundarias como inibidores de
tripsina, fitatos e oligossacarideos. Outras como isoflavonas, sdo registradas pela sua
poderosa habilidade na diminuicdo do risco de ocorréncia do cancer e outras
enfermidades (LIU, 1997). Tipicamente a soja ¢ constituida de 42% de proteina, 35% de

carboidratos, 20% de 6leo e 5% de cinzas, como se mostra na Tabela 1.



Tabela 1- Composigdo do grao de soja e das partes de sua semente.

Composigdo Quimica

Porcentagem do (% de matéria seca)

Total dasemente Proteina Oleo  Carboidrato Cinza
Gréao 100 42 20 35 5,5
Cotilédone 90 43 23 29 5
Tegumento 8 8.8 1 86 4,3
Hipocolito 2 41 11 43 4,4

Fonte: LIU, 1997

2.2.1 As proteinas da soja

A proteina € o componente majoritario presente no grao, aproximadamente 42%
do peso total. A maior parte das proteinas estd armazenada nos cotilédones em forma
de aleuronas. A maioria delas ¢ globulina e tem peso molecular acima de 100.000 Da.
As globulinas da soja tém solubilidade minima em valores de pH entre 3,75 e 5,25 e
maxima em pH variando entre 1,5 e 2,5 e acima de pH 6,3. Além disso, seu ponto

isoelétrico esta situado entre pH 4,2 — 4,6 (PEARSON, 1983).

2.2.1.1 Classificacao de proteinas

a.- Pela funcéo bioldgica

Na soja existem dois tipos de proteinas, metabdlicas e de reserva. As
metabolicas incluem enzimas e proteinas estruturais, e estdo ligadas a atividade celular
normal, incluindo a sintese de outras proteinas. As proteinas de reserva, juntamente com
os depositos de oOleo, sdo formadas durante o desenvolvimento do grao. Apds a
germinagdo do grdo, vao fornecer nitrogénio e estruturas de carbono para o

desenvolvimento da planta. A maior parte das proteinas da soja ¢ de reserva (MULLER,

1981).

b.- Pelo padréo de solubilidade

Osborne dividiu as proteinas em cinco classes baseadas na solubilidade em
diferentes solventes, estes grupos sdo conhecidos como as fragdes de Osborne. Depois
de extracdes continuas de materiais bioldgicos usando agua, solugdo salina diluida,
etanol a 70% e alcali obtiveram-se 5 fracdes protéicas: albumina, proteinas soluveis em

agua, globulina, proteinas soluveis em solucdes salinas diluidas, prolaminas, soluveis
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em etanol e glutelinas, soliveis em solugdes alcalinas. As proteinas das leguminosas sao
principalmente albuminas e globulinas, sendo que estas representam a maior fragao

(DANIELS et al. 1977).

c.- Pelo coeficiente de sedimentacao

Embora a classificagdo baseada na solubilidade em varios solventes forneca
meios convenientes e praticos para classificar as proteinas de varios graos, ndo se pode
assegurar que o mesmo polipeptidio ndo seria extraido por mais de uma técnica de
solubilidade, devido a sua associacdo com outras proteinas. Meios mais precisos para
classificar as proteinas sao baseados nos coeficientes de sedimentagdo, utilizando ultra
centrifugacdo (VAN, 1971). Em condig¢des especificas, as proteinas de soja apresentam
quatro fracdes apos a ultra centrifugacdo, designados como 2, 7, 11 e 15S (Tabela 2)

(PEARSON, 1983).

Tabela 2- Classificagdo das fragdes protéicas da soja por Coeficiente de Sedimentacao.

Valor de Porcentagem Componentes Massa Molar
sedimentacgéo
(Swa0)* do total conhecidos (Da)
2S 22 Inibidor de tripsina 8000-21500
Citocromo C 12000
7S 37 Hemaglutinina 110000
Lipoxigenase 102000
B-amilases 61700
7S globulina 180000-210000
11S 31 118 globulina 350000
15S 11 600000

Fonte: Pearson (1983)

*S: unidade Svedberg

Geralmente, a andlise das quatro fragdes das proteinas de soja mostra que as
fragdes 11S e 15S sdo puras. Mais especificamente a fracdo 11S que ¢ a glicinina e
corresponde a aproximadamente 30% das proteinas extraiveis, enquanto a fragdo 15S ¢
considerada um polimero de glicinina, correspondendo mais ou menos 10% das

proteinas extraiveis (LIU, 1997).



2.2.2 Lipidios presentes na soja

Os graos de soja armazenam seus lipidios principalmente na forma de
triglicerideos em organelas conhecidas como corpos lipidicos. Estes, por sua vez, apos
maturacdo da semente sdo encontrados nas células vizinhas as aleuronas (PEARSON,
1983). A Tabela 3 mostra a composi¢ao basica dos triglicerideos dos graos de soja. Os
lipidios da soja sdo constituidos por fosfolipidos, material saponificavel, acidos graxos
livres e tracos de metais (LIU, 1997). A lecitina (SOUZA, 2000), um subproduto do
6leo de soja, ¢ amplamente utilizada como emulsionante, sendo constituida por dois

importantes fosfolipidios: a fosfatidilserina e a fosfatidilcolina.

Tabela 3- Composicao dos triglicerideos dos graos de soja.

Numero
Acido Graxo de Numero de Porcentagem
carbonos insaturacdes do total (%0)
Acido palmitico 16 0 8—-17%
Acido estearico 18 0 3-30%
Acido ol¢ico 18 1 25-60 %
Acido linoléico 18 2 25 -60 %
Acido a-linolénico 18 3 2-15%

Fonte: LIU (1997)

A soja possui dois acidos graxos essenciais, linoléico e a-linolénico, os quais
participam da sintese de acido araquidonico e do acido docosahexaendico os dois

importantes precursores de prostaglandinas e outros eicosandides.

2.2.3 Vitaminas

As proteinas de soja, quando ingeridas em quantidade equivalente a metade das
necessidades humanas didrias, poderdo também suprir o organismo humano de 30% a
50% da ingestdo diaria recomendada de tiamina, riboflavina e niacina (PEARSON,
1983).

A soja contém tanto vitaminas hidrossoliiveis quanto lipossoliveis. A tiamina
(vitamina B;), riboflavina (vitamina B;), niacina (vitamina Bj;), 4cido pantoténico e
acido fOlico sdo as vitaminas hidrossoluveis presentes na soja. As vitaminas
lipossoluveis encontradas na soja sdo a vitamina A ¢ E. A vitamina E estd presente no

0leo de soja refinado devido ao processo de extracdo deste. A vitamina E ¢ um



antioxidante natural tanto para conservacao do o6leo comercial quanto ao organismo

humano (MESSINA et al. 1994).

2.2.4 Minerais
O mineral que apresenta maior concentracdo no grdo de soja € o potassio,
seguido de fosforo, magnésio, enxofre, calcio, cloro e sddio. O teor destes minerais € de

0,2 —2,1% em média (PEARSON, 1983).

Na Tabela 4 pode-se observar que as variagdes na composi¢do de minerais no

farelo desengordurado de soja e nas proteinas concentradas e isoladas.

Tabela 4 - Composi¢ao mineral tipica de produtos de soja.

Concentrado
Elemento Farelo de soja proteico Isolado protéico

desengordurado de soja de soja
Arsénio 0,1 ppm - 0,2ppm
Cadmio 0,25 ppm - <0,2ppm
Calcio 0,22% 0,22% 0,18%
Cloro 0,13% 0,11% 0,13%
Cromo 0,9 ppm <1,5ppm <1,0ppm
Cobalto 0,5 ppm - <1,0ppm
Cobre 23 ppm 16ppm 12ppm
Flaor 1,4 ppm - <10ppm
lodo 0,01 ppm 0,17ppm <10ppm
Ferro 110 ppm 100ppm 160ppm
Litio 0,2 ppm - <0,2ppm
Magnésio 0,31% 0,25% 380ppm
Manganés 28 ppm 30ppm 17ppm
Mercurio 0,05 ppm - <0,5ppm
Molibdénio 2,6 ppm 4,5ppm <0,3ppm
Fosforo 0,68% 0,70% 0,76%
Potéssio 2,37% 2,10% 960ppm
Selénio 0,6 ppm - 0,36ppm
Sédio 254 ppm 50ppm 1,10%
Enxofre 0,25% 0,42% -
Zinco 61ppm 46ppm 40ppm

Fonte: PEARSON (1983).



2.2.5 Carboidratos e fibras

Os carboidratos sao o segundo componente majoritario no grao de soja.
A soja contém, aproximadamente, 30% de carboidratos totais, sendo 15% carboidratos
soluveis e 15% insoluveis. Basicamente, os oligossacarideos na soja sdo actcares nao-
redutores, contendo duas ou mais unidades de frutose, glicose e galactose. Dentre os
carboidratos soluveis, a rafinose e estaquiose recebem mais atencao, principalmente
pela sua presenca estar relacionada com a flatuléncia e dores abdominais causados pelo
consumo da soja e os seus produtos. Isto se deve ao fato de o organismo humano nao
possuir a enzima oa-galactosidase, responsavel pela hidrolise destes oligossacarideos.
Por isto, eles ndo sdo digeridos no duodeno, passando intatos pelo intestino delgado
sendo metabolizados no intestino grosso pelos microorganismos que contém esta
enzima produzindo gases como dioxido de carbono, nitrogénio, hidrogénio etc
(CRISTOFARO et al. 1974, LIENER 1994).

Os carboidratos insoliiveis s3o componentes estruturais encontrados,
principalmente, nas paredes celulares. Eles incluem celulose, hemicelulose e pectina. O

tegumento representa aproximadamente 8% do grdo de soja, contendo 86% de

carboidratos (LIU, 1997).

2.2.6 Isoflavonas

As isoflavonas sdo compostos difendlicos encontrados naturalmente nas
leguminosas, estando presente em altas concentragdes na soja. Sdo substancias
organicas, pertenecentes a classe dos flavonoides, apresentando diversas fungdes nos
tecidos animais e vegetais (BRZEZINSKI, et al. 1999). TAKAHASHI et al. (2008)
demonstraram que as proteinas de soja sdo ricas em isoflavonas afetando
significativamente o metabolismo de lipidios em animais. Destacam a fun¢do da
proteina e a isoflavona, como componente da soja, na regulacdo do metabolismo de
lipidios. A concentragdo de isoflavonas nos graos de soja ¢ geneticamente controlada e
influenciada pelas condicdes ambientais, sendo a temperatura durante o
desenvolvimento do grao o fator mais importante.

Flavonodides sdo considerados antioxidantes potentes, reagindo com radicais
livres e inibindo a oxidacao de lipidios. Estudos epidemioldgicos mostram uma relagao
inversa entre uma dieta com ingestdo de flavondides e mortalidade por doencas
corondrias. As isoflavonas, que juntamente com outros compostos vegetais

denominados fitoquimicos, nao sdo reconhecidos oficialmente como nutrientes mas sao
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reconhecidos pelo efeito benéfico a saide da mesma forma que as vitaminas, e os
minerais (MESSINA et al. 1994). Estes compostos tém influéncia ndo sé no
metabolismo e atividade de hormodnios sexuais, estrdégenos como também nas enzimas
intracelulares, sintese de proteinas, acdo dos fatores de crescimento, proliferacdo de

células malignas, além de seu poder antioxidante (ESTEVES e MONTEIRO, 2001).

Tem sido observada uma relagao entre o consumo de soja e a redugao dos riscos de
doencas cronicas ndo-infecciosas como as doencas cardiovasculares, alguns tipos de

canceres e osteoporose (LICHETENSTEIN, 1998).

2.3 Propriedades funcionais

As propriedades funcionais de uma proteina como solubilidade, emulsificagao,
viscosidade, formagdo de espuma e gelificagdo refletem efeitos especificos no

processamento e vida tutil dos alimentos (LI, 2002).

O uso da proteina de soja como ingrediente depende, principalmente, da sua
estrutura e caracteristicas fisico-quimicas. De todas estas propriedades, a solubilidade ¢
considerada a mais importante porque tem grande influéncia nas outras, sendo o fator
principal na aplicag@o e uso de uma proteina (Vojdani, 1996 citado por Kunsheng et al.
2007).

Além das fungdes nutricionais, as proteinas tém um papel importante nos
atributos sensoriais dos alimentos. A preferéncia dos consumidores por certos alimentos
¢ baseada predominantemente nas propriedades sensoriais como cor, sabor e textura dos

alimentos (HOOGENKAMP, 1991).

O tamanho, forma, composi¢do e seqliéncia de aminoacidos, cargas liquidas,
distribuicdo de cargas, hidrofobia, hidrofilia, estruturas secundaria, tercidria e
quaternaria, o tipo de extracdo empregado, temperatura, o pH, as condi¢cdes de secagem
e estocagem da proteina isolada, definem as propriedades fisicas e quimicas das
proteinas influenciando no comportamento funcional nos alimentos (DAMODARAN,

S. et al. 1997).
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Na maioria dos casos nenhuma proteina ou combinacdo delas pode fornecer
todas as propriedades funcionais desejaveis em um sistema alimenticio. O
conhecimento das propriedades funcionais ndo ¢ importante apenas para determinar a
qualidade do produto final, mas também para delinear e otimizar processos, permitindo
assim definir o uso das proteinas como substituto ou complemento protéico de
alimentos tradicionais (Tabela 5). A funcionalidade de um produto nao depende
somente das proteinas, mas também de outros componentes que participem na sua

composi¢ao, como lipidios e carboidratos (KINSELLA, 1979; FENNEMA, 1996).

Tabela 5 — Propriedades funcionais dos produtos protéicos de soja nos alimentos

Propr!edade Mecanismo Alimento Protelr_1as de
funcional soja
Solubilidade Capacidade de Bebidas FS', CPS? ¢ IPS’
hidratagao
Capamdalde de Pontes de hidrogénio Prodptos carneos
absor¢do e } A (salsichas), bolos, FS, CPS
~ , ¢ hidratagdo i6nica N
retencdo de agua paes
Forcas
Viscosidade hidrodinamicas e Sopas, molhos FS, CPS, IPS
ligacdo com agua
Geleificacio Formggao de’ uma Carnes, queijos, CPS, IPS
matriz protéica sorvetes, sobremesas
Pontes dissulfidicas
Elasticidade intramoleculares e Carneasr,lil’ﬁré)jlgtgs de IPS
ligagdes hidrofobicas p ¢
Formagao de uma Salsichas,
Emulsificagao emulsdo entre duas sobremesas, sopas, FS, CPS, IPS
fases imisciveis tortas
Formagao de um Substituto de ovo,
Espumabilidade  filme para incorporar produtos de padaria e IPS, SS*
ar pastelaria, sorvetes

'FS — Farinha de Soja; 2CPS — Concentrado Protéico de Soja; *IPS — Isolado Protéico de
Soja; *SS — Soro de Soja.

Fonte: Adaptado de LIU (1997)
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2.3.1 Solubilidade das proteinas

A solubilidade ¢ uma das propriedades mais importantes das proteinas de soja,
sendo necessario conhecer o comportamento dela em diferentes meios para uma
aplicacdo adequada. As propriedades funcionais como a formacdo de espuma,
emulsificagdo e formacao de gel sdo afetadas pela solubilidade da proteina.

A solubilidade da proteina ¢ medida pelo indice de solubilidade de nitrogénio,
isto €, a porcentagem de proteina que se mantém em solugdo ou dispersdo coloidal sob
condicdes especificas e que ndo sedimenta com forgas centrifugas moderadas

(ORDONEZ et al. 2005).

Sdo dois os fatores principais que determinam a solubilidade de uma proteina: as
cargas iOnicas e a natureza hidrofobica. As interacdes hidrofobicas favorecem as
interacdes proteina-proteina que resulta em decréscimo na solubilidade. As interagdes
i0nicas favorecem as interagdes proteina-dgua, resultando em aumento de solubilidade

(FENNEMA, 1996).

A solubilidade das proteinas em solugdes aquosas dependem do pH. Para a
maioria das proteinas a menor solubilidade se consegue no ponto isoelétrico (PI), onde a
elas possuem carga liquida igual a zero, sendo a interagao hidrofobica méxima com a
agua. Neste ponto, observa-se também que a repulsdo eletrostatica e hidratacdo idnica
sdo minimas. Quando os valores de pH sdo superiores ou inferiores ao ponto isoelétrico
as proteinas tém carga e a repulsdo eletrostatica e hidratagdo idnica promovem a

solubilizagao (DAMORARAN, 1997).

A Figura 1 mostra a curva de solubilidade das proteinas de soja em diferentes
valores de pH. Observa-se que sdo menos soliveis em sua regido do ponto isoelétrico
(pH 4,2 - 4,6). A solubilidade aumenta acima e abaixo desta faixa (WOLF, 1977).
Isolados protéicos de soja comerciais acompanham este perfil, Figura 2, conforme

GOMES et al. (1987).
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Figura 1- Efeito do pH na extracdo da proteina de soja.
Fonte: WOLF (1977)
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Figura 2- Solubilidade de isolados protéicos comerciais.
Proteimax 90-SH em agua (0) ¢ em forgas idnicas correspondentes a 0,05 M (¢), 0.1 M
() e 1 M (Q) de cloreto de soédio.

Fonte: Gomes et al. (1987).
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Além do efeito da forga i0nica, certos tipos especificos de ions de sais exercem
efeitos sobre as caracteristicas de solubilidade das proteinas. Enquanto o efeito da forca
ionica de sais atua sobre as forcas eletrostiticas da proteina, os efeitos idnicos
especificos de sais estdo relacionados com seus efeitos sobre as forgas hidrofobicas
DAMODARAN (1997).

SHEN (1981), citado por HENRIQUES (2007), estudou os perfis de
solubilidade de um isolado protéico de soja em diversas solucdes salinas de sodio.
Dentre os sais testados, os de sulfito apresentaram um efeito mais forte em reduzir a
solubilidade das proteinas de soja. Para todos os outros sais, quando a forca idnica
aumentou, a solubilidade do isolado decresceu até a concentracdo salina atingir 0,1 M e
aumentou acima desta concentracao.

Resultados semelhantes foram encontrados por Gomes et al. (1987) para
isolados protéicos comerciais de soja. HENRIQUES (2007) estudou o perfil de
solubilidade da caseina humana e a comparou com a curva de solubilidade dos isolados
protéicos comerciais (Samprosoy 90NB e Samprosoy 90LH) que foram modificados.
Nesta modificacdo quimica, foram preparadas suspensdes de isolados protéicos de soja
comerciais em concentragdes de 10% m/v. O meio foi acidificado até¢ pH 3,0 com HCI,
por 1 hora. Apos a acidificacdo, foi adicionado 0,5% de polifosfato, seguidamente
atingiu-se pH 7 com NaOH e posteriormente as proteinas foram desidratadas em spray
dryer; obtendo-se os isolados protéicos de soja modificados. A Figura 3 mostra os perfis

de solubilidade encontrados.
90 -
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Figura 3 — Perfil de solubilidade dos IPS modificados e da caseina humana.
* Caseina humana,
A Isolado protéico de soja modificado LH (IPSMLH)
= [solado protéico de soja modificado NB (IPSMNB)

Fonte: Henriques (2007)
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2.3.2 Emulsificacdo

Uma emulsao ¢ uma dispersao de gotas de 6leo em uma matriz aquosa continua
ou de 4gua em uma matriz de 6leo. A solubilidade e hidrofobicidade de uma proteina
sdo as propriedades mais importantes que determinam a sua emulsificagdo. Alguns
mecanismos como reducdo da tensdo superficial, formagao de uma pelicula rigida, e
cargas elétricas, participam na formag¢do de uma emulsdo estdvel (Mc WATTERS E

CHERRY, 1981).

Em geral, a capacidade de emulsificagao de produtos de soja aumenta com um
incremento da solubilidade da proteina. Embora a estabilidade de emulsao aumente com
a concentracdo da proteina, a capacidade de emulsdo geralmente decresce. O pH,
temperatura, tempo, presenca de sais e tamanho das gotas de 6leo também afetam a

emulsificagdo das proteinas de soja (HOOGENKAMP, 1991).

2.3.3 Formacéo de espuma

Para a formag¢do de espuma a proteina deve ser soluvel em agua e flexivel para
formar uma pelicula coesiva de agua-ar. Para que a pelicula seja estavel, deve possuir
forca mecanica e viscosidade para prever rotura e coalescéncia. A formagdo de espuma
das proteinas de soja esta correlacionada com a sua solubilidade. Alguns estudos
mostram que as propriedades de formacdo de espuma sdo superiores para proteinas
isoladas em comparagdo com outros produtos de soja como proteinas concentradas ou
farelos. A presenga de gordura ¢ a principal causa de desestabilizagdo de espuma (LIU,

1997).

2.3.4 Gelificacéo

Géis de proteina consistem de uma rede tridimensional em que a agua ¢
encapsulada e, freqiientemente, sdo considerados por ter uma fase intermedidria entre
um so6lido e um liquido. Os principais fatores que afetam a gelificacdo da proteina de
soja incluem a concentragdo de proteina, tempo e temperatura de aquecimento e
condi¢des de resfriamento. Enquanto a farinha e o concentrado protéico de soja formam
g€is macios e fracos, os isolados protéicos formam géis firmes, duros e resistentes,
devido a que a firmeza do gel depende da concentragao protéica (YATSUMATSU et al.
1972).
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2.3.5 Capacidade de absorcéo de agua

A concentragdo de proteinas esta diretamente relacionada com a quantidade total
de 4gua que elas podem absorver. O isolado protéico de soja apresenta uma maior
capacidade de absor¢do de agua, aproximadamente 35 g/100g, em razdo do seu maior
conteudo protéico dentre os produtos protéicos de soja. As proteinas sdo consideradas
como as primeiras responsaveis na absorcao de agua, embora outros constituintes e
aditivos tenham esse efeito (HUTTON E CAMPBELL, 1981).

Os principais fatores que afetam a capacidade de absor¢do de agua de uma
proteina sdo a composicdo de aminoacidos, estrutura e conformagdo da proteina,

polaridade, carga na superficie, pH e temperatura (DAMODARAN 1997).

2.3.6 Capacidade de retencdo de agua
O termo absor¢do quanto retencdo de agua envolvem uma interagdo entre a
proteina com a agua, que expressam a quantidade maxima de agua que o material

protéico pode captar e reter durante a formulagao do alimento (FENNEMA, 1996).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios do Departamento de
Tecnologia de Alimentos onde foi elaborado o isolado protéico de soja modificado
(IPM), e no laboratdrio de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutri¢do e Saude
da Universidade Federal Vicosa (UFV) onde foi avaliada a qualidade protéica do

produto.
3.1 Elaboracéo do isolado protéico modificado

O isolado protéico modificado foi obtido a partir de aproximadamente 7 kg do
grao de soja da marca Pereira foi adquirida em comércio de Vigosa — Minas Gerais, 0s
quais foram moidos duas vezes no moino de marca Bradender Rusburg, a primeira
moagem com granulometria de 1,41 mm. A farinha obtida foi desengordurada,
utilizando-se como solvente éter de petréleo, ponto de ebulicdo de 30°C a 60 °C em
equipamento Soxhlet por 6 horas. O farelo desengordurado passou por uma moagem
fina, com granulometria de 0,42 mm, para criar maior area de contato e facilitar assim a
extracao de proteina.

Foram realizados testes preliminares para obter a propor¢ao mais adequada de
hexametafosfato a ser utilizada. Testaram-se 4% m/v, 2% m/v, 0,5% m/v ¢ 0,3% m/v de
hexametafosfato em relacdo ao sobrenadante obtendo-se as curvas de solubilidade em

relacdo ao pH mostradas na Figura 4.
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Figura 4.- Curva de solubilidade das diferentes dosagens de hexametafosfato

(% m/v) em relacao ao sobrenadante.
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Escolhou-se a dosagem 0,5% m/v de hexametafosfato em relagdo ao
sobrenadante porque esta apresentou um perfil de solubilidade similar ao da caseina
humana, utilizando uma concentracdo baixa de hexametafosfato, objetivo deste

trabalho.

A extracdo das proteinas foi realizada tomando como referéncia algumas
publicacdes como COOPER 1942, DANIELS et al. 1977, GOMES et al. 1987, de
classificacdo de proteinas de acordo a solubilidade das mesmas, conhecidas como
fragdes de Osborne. Foram preparadas suspensdes de farelo desengordurado de soja em
agua na proporcao 10:100 adicionando-se hidréxido de sodio 0,5 M até atingir pH 10
em que as proteinas de soja alcangam sua maior solubilidade permitindo maior extragao.
A suspensao foi mantida nesse meio por 24 horas.

Apos a extragdo, foram separadas por centrifugacdo as proteinas soliveis em
meio basico, sobrenadante, de outros compostos como carboidratos complexos, fibras e
outros insoluveis. Utilizou-se uma centrifuga da marca Beckman J2-MC e os
parametros utilizados foram 8,000 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi pesado e
adicionou-se hexametafosfato de sédio, (NaPOs),, para atingir concentracdo de 0,5%
m/m em relagdo ao sobrenadante que equivale a 10% m/m sobre o conteudo de
proteinas do sobrenadante. Apds agitagdo precipitou-se as proteinas levando-as ao ponto
isoelétrico pH 4,5 com acido cloridrico 0,5 M.

A suspensdo resultante foi centrifugada nos mesmos pardmetros da
centrifugagdo anterior. O material de baixa solubilidade nesse meio, precipitado, ¢ o
isolado protéico de soja, o qual foi atingido a pH 7, para melhorar a solubilidade, e

submetido a tratamento térmico para inativar os fatores antinutricionais.

O tratamento térmico foi realizado no banho maria Frigomix® B. Braun Biotech
International a 70°C por 4 minutos (MUSTAKAS e BAKER, 1973). O teste de
atividade ureésica realizado indica que a urease foi inativada, refletindo assim que o
tratamento térmico aplicado foi eficiente. Seguidamente procedeu-se a secagem em
Spray Dryer, marca Niro, modelo Miror Atomizer, a temperatura de ar de entrada a
180°C e temperatura de saida do produto entre 60°C e 70°C, obtendo-se 980 g. de [IPM
seco, o que indica 14 % de rendimento. O fluxograma de obtengdo do isolado protéico

modificado ¢ mostrado na Figura 5.
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Figura 5- Fluxograma da produgao de isolado protéico de soja modificado

Fonte: Adaptado de MURAD (1993)
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3.2. Caracterizacao do isolado protéico modificado

3.2.1. Analise fisico-quimica

3.2.1.1 Determinacao de proteina no IPM

O teor protéico foi determinado pelo método Kjeldahl (N x 6,25). Para a
quantifica¢do de nitrogénio total, utilizou-se o método descrito pela AOAC (1984). As
analises foram realizadas em triplicatas.

3.2.1.2 Determinagéo da umidade no IPM

A umidade foi determinada pelo método de secagem em estufa a 105°C, até que
o produto atingisse massa constante, conforme descrito pelas Normas Analiticas do
Instituto Adolf Lutz (PREGNOLATO e PREGNOLATO, 1985).

3.2.1.3 Determinacao de cinzas no IPM

A analise de cinzas foi realizada por incineragdo em mufla a 550°C, conforme a
metodologia descrita pelas Normas Analiticas do Instituto Adolf Lutz
(PREGNOLATTO ¢ PREGNOLATTO, 1985).

3.2.1.4 Determinacao de lipidios no IPM

A determinacdo de lipidios foi conduzida pelo método de extracdo em aparelho
extrator de Soxhlet, empregando-se como solvente éter de petrdleo por 8 horas, sob
refluxo, conforme descrito pelas Normas Analiticas do Instituto Adolf Lutz
(PREGNOLATO e PREGNOLATO, 1985).

3.2.1.5 Determinacao de carboidratos no IPM

A determinacdo de carboidratos foi realizada por subtrair de 100 a soma de

proteinas, lipidios, cinzas e umidade (AOAC, 1984).
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3.2.1.6 Determinacdo de Atividade Ureasica no IPM

A atividade ureésica foi determinada pela metodologia AACC (1962), a qual se
baseia no principio de que a atuacdo da enzima sobre a uréia provoca a liberacdo de
amonia, formando hidroxido de amoénio. O aumento de pH ¢ proporcional a atividade

uredsica presente na amostra.

Pesou-se 0,200 g da amostra dentro de um tubo de ensaio e adicionou-se 10 mL
de uma solugdo tampao de uréia. Os tubos foram homogenizados e transferidos para um
banho-maria a 30°C.

Preparou-se uma prova em branco com 0,200 g da amostra e 10 mL de solugao-
tampao fosfato 0,05 M. Marcou-se um tempo de 30 minutos. Ao final deste tempo,
mediu-se o pH. A diferenca entre o pH do tubo com uréia e o pH do branco ¢ o indice
de atividade de urease.

Entre as medidas de pH, o eletrodo foi lavado com solucao de HCI 0,1 M, para

remover uma possivel camada de proteina aderida a superficie de vidro.

3.2.1.7 Determinagéo de pH do IPM

Determinou-se o valor de pH conforme o método descrito pela AOAC (1984).

3.2.2 Determinacdo da solubilidade protéica do IPM

Para determinagdo da solubilidade protéica utilizou-se uma variagdo da metodologia
proposta por Morr et al. (1985). Por¢des de 500 mg do isolado protéico de soja
modificada, comercial e caseina bovina foram dissolvidas com 25 mL de 4gua em
béquer de 100 mL. O pH da amostra foi ajustado para 2,0; 3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 6,0; 7,0 e
8,0, 9,0, 10,0, sendo mantido pela adi¢do de solugdes de NaOH 0,1M ou HCI 0,1M.
Depois de manter as suspensdes nos seus respectivos pH por 1 h sob agitagcdo, as
amostras foram levadas a centrifugagao a 8 000 x g por 30 minutos a 4 °C. Tomou-se
aliquotas do sobrenadante e determinou-se a concentragdo de proteinas pelo método

micro- Kjeldahl, segundo método 38012 da AOAC (1984).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicdo quimica do IPM

A composi¢do quimica do isolado protéico de soja modificado estd apresentada

na Tabela 6.

Tabela 6 - Composi¢ao quimica do isolado protéico de soja modificado (g/100g)

DETERMINACAO ISOLADO PROTEICO DE SOJA
MODIFICADO
Proteinas (base imida) 80,40
Proteinas * 85,30
Cinzas* 9,09
Carboidratos* 5,45
Umidade 4,90
Lipidios* 0,14
Atividade uredsica (ApH) 0,05
pH de suspensdo aquosa a 1% p/v 6,30

*valores expressos em base seca

O teor de proteina, de 85,3% (base seca), ¢ menor que o estabelecido pela
legislagdo brasileira que indica um minimo de 88% de proteina (Brasil, 2005), enquanto
o Codex Alimentarius estabelece que um isolado protéico de soja deve ter no minimo
90% de proteina. O valor de proteina encontrado justifica-se pelo fato de ser adicionado,
durante a elaboracao, 0,5% de polifosfato em relagdao ao peso do sobrenadante, antes da
precipitacdo. Além disso, houve o processo de neutralizacdo com adi¢ao de solugdo de
hidroxido de sddio, produzindo os sais correspondentes, conforme evidenciado pelo
elevado teor de cinzas encontrado (Tabela 6). O aumento da fra¢do de cinzas diminui,

relativamente, o teor das outras fragdes, incluindo as proteinas.

O valor encontrado para o teor de cinzas foi 9,09%, sendo superior ao
estabelecido pelo Codex Alimentarius (2008) para estes produtos em que o valor ndo

deveria ser superior a 8% em base seca. Henriques (2007) desenvolveu um isolado
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protéico de soja modificado e relatou média 11,37% de cinzas, justificando este valor
elevado pela adicdo de polifosfato e pela formagao de sal na etapa de neutralizagao,

durante a elaboracdo desses produtos.

O teor de carboidratos, obtido por diferenga dos outros componentes, foi de
5,45%. O Codex Alimentarius (2008) ndo estabelece valores para carboidratos, no
entanto o valor encontrado neste trabalho coincide com o reportado por Henriques

(2007) para isolado protéico comercial e modificado 4,38% e 5,91% respectivamente.

O teor médio de umidade de 4,9% esta dentro do estabelecido pelo Codex
Alimentarius (2008) para produtos protéicos de soja, em que o nivel de umidade nao
deverd exceder a 10%. A informacao técnica recebida para o isolado protéico comercial
SPI- 950 adquiridos da Kerry (Brasil) que se usou para os testes de qualidade protéica,

reportam maximo 7% de umidade no produto.

O teor de lipidios encontrado de 0,14% ¢ inferior ao reportado por Henriques
(2007) para isolados protéicos comerciais (0,34-0,38%). Tal fato pode ser oriundo da
diferenga entre as matérias-primas utilizadas. Enquanto neste trabalho partiu-se de graos
de soja, sendo a remocao de lipidios conduzida por extracao em laboratério, no trabalho
anterior utilizaram-se isolados protéicos comerciais Samprosoy 90 LH e Samprosoy 90

NB que foram adquiridos da Bunge Alimentos (Brasil).

O indice de atividade de urease foi 0,05, evidenciando-se, desta forma, um
tratamento térmico eficiente, pois uma variacdo do valor de pH superior a 0,25 indica
atividade de urease elevada, imprépria ao consumo de monogastricos, refletindo
tratamento térmico insuficiente. Segundo Baker et al.(1973) inativando-se a urease,
eliminam-se conseqiientemente os fatores antinutricionais, pois esses necessitam de

menor tratamento térmico para sua inativagao.
O tratamento térmico utilizado neste trabalho foi 70°C por 4 minutos, equivalente

ao aplicado por Murad (1993) em um isolado protéico de soja modificado 73°C por 1

minuto, obtendo atividade de urease de 0,04.
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4.2. Determinacao da solubilidade protéica do IPM

As curvas de solubilidade do isolado protéico de soja modificado (IPM), isolado
protéico comercial (IPC) e caseina (do leite de vaca), em relacdo ao pH se apresentam a
na Figura 6.

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

—=—IPM

—=—IPC

% Solubilidade

Caseina
hovina

Figura 6- Perfil de solubilidade da caseina bovina e isolados protéicos de soja
IPM = Isolado protéico modificado.
IPC = Isolado protéico comercial.

Foi observada reduc¢ao da solubilidade em valores de pH inferiores ao ponto
isoelétrico das proteinas de soja modificada (Figura 6). Acima deste ponto, a
solubilidade aumentou inclusive mais que o isolado comercial. A explicacdo para a
baixa solubilidade na faixa de pH inferior ao ponto isoelétrico € que a carga negativa da
porcao do hexametafosfato na proteina modificada ¢ maior do que a carga na proteina
sem o hexametafosfato. Em pH menores que o pH do ponto isoelétrico os grupos
amino encontram-se carregados positivamente, pois estes valores de pH sdo mais baixos
do que os valores dos pKa destes grupos e ocorrera forte interacdo entre cadeias de
polipeptideos e os grupos i6nicos do hexametafosfato, formando assim grandes
agregados que precipitam. As cargas das proteinas e a for¢a ionica do meio afetam a
solubilidade delas (LIGHT, 1974; KINSELLA and SHETTY, 1979; CHEFTEL, 1989;
VOIJDANI, 1996; DAMODARAN, 1997). Esta situacdo ¢ bem ilustrada na Figura 2,
onde observa-se que o aumento da forca idnica pela adi¢ao de cloreto de s6dio diminuiu
substancialmente a solubilidade abaixo do ponto isoeléctrico. No entanto, tal
comportamento exigiu altas concentragdes de cloreto de sodio. Tal fendmeno esta

relacionado com i6ns da série Hofmeister (DAMODARAN, 2008).
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As proteinas isoladas de soja tém solubilidade minima no pH isoeléctrico, pH
entre 4 a 5, como ¢ relatado por varios autores (WOLF, 1977; GOMES et al. 1987;
VODJANI, 1996; LIU, 1997; SORGENTINI and WAGNER, 2002). O mesmo

aconteceu no isolado protéico comercial avaliado como se mostra na Figura 6.

Este comportamento de solubilidade ¢ similar ao da caseina bovina (VOJDANI,
1996; DALGLEISH, 1997) e humana (HENRIQUES, 2007). Foi observada redugdo na
solubilidade em pH menores do que 4,5, o qual ¢ também o pH isoelétrico do isolado
protéico comercial; para o isolado protéico modificado o perfil de solubilidade ¢
equivalente ao da caseina humana. O perfil de solubilidade da caseina humana, obtido
por HENRIQUES (2007) e o perfil de solubilidade do isolado protéico de soja

modoficado desenvolvido no presente trabalho ¢ mostrado na Figura 7.
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Figura 7 — Perfil de solubilidade do IPM e da caseina humana.
*Fonte: Henriques (2007)

A solubilidade baixa das proteinas em pH &acido é importante no processo de
coagulagdo das proteinas no estobmago de alguns mamiferos. FERREIRA et al. (1988)
estudaram a digestdo de proteinas em leitdes. Observou-se que a formagao de coagulos
deve ser firme, mas o suficientemente macio para uma apropriada digestdo no intestino
delgado. Os autores explicaram que a incorreta formagdo de coagulo pode causar
crescimento descontrolado de bactérias e desordens intestinais. Explicaram também que
os coagulos tém func¢do de armazenamento de proteinas e lipidios e sdo lentamente

liberados pela acdo das enzimas pancredticas.
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5. CONCLUSAO

O isolado protéico modificado apresentou perfil de solubilidade diferente ao
isolado protéico comercial, principalmente na faixa de pH 3 a 5, assemelhando-se ao

perfil da caseina humana.

O hexametafosfato de sodio, aplicado em pH alcalino (durante a extragdao do
isolado protéico de soja), alterou a carga superficial provocando redugdo na solubilidade
da proteina em pH 4cido (pH similar ao estomacal), isto indica que poderia-se formar
coagulos adequados que serdo absorvidos sem provocar desordens intestinais como

diarréia.

O isolado protéico de soja modificado, por ter apresentado perfil de solubilidade
semelhante a caseina humana, possivelmente podera ser utilizado, em substitucdo total
ou parcial dessa, em produtos alimenticios, como féormulas infantis, no qual essa

caracteristica de solubilidade seja importante.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA QUALIDADE PROTEICA DO ISOLADO PROTEICO DE
SOJA MODIFICADO
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1. INTRODUCAO

As proteinas sdo moléculas essenciais para os organismos animais, portanto
devem estar presentes na alimentacdo em quantidades adequadas. Deve-se levar em
conta ndo s6 0 aspecto quantitativo mas também o aspecto qualitativo, isto é, seu valor
nutricional, que dependera de sua composicao, digestibilidade, biodisponibilidade de

aminoacidos essenciais, auséncia de toxicidade e de fatores antinutricionais.

Ao se fazer a recomendacdo de proteina para diferentes grupos populacionais,
além da composi¢do de aminoacidos, devem ser consideradas a quantidade total de
nitrogénio e a digestibilidade da mistura protéica. Uma mistura protéica de boa
qualidade ou de alto valor biologico ¢ aquela que fornece boa digestibilidade,
quantidades adequadas de aminoécidos essenciais e de nitrogénio total (PIRES et. al.

2006).
A qualidade protéica da soja refere-se a sua capacidade de satisfazer as
necessidades nutricionais do homem em aminoécidos essenciais e nitrogénio nao-

essencial, para fins de sintese protéica (FAO/WHO, 2007)

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade protéica do isolado protéico de

soja modificado, em comparag¢do ao isolado protéico de soja comercial.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Métodos para avaliar a qualidade protéica

As carateristicas utilizadas para avaliar qualidade de proteina sdo a relacdo de
eficiéncia proteica, digestibilidade, valor bioldgico, utilizagdo protéica liquida, escore
quimico de aminodacidos e escore quimico corrigido pela digestibilidade protéica. Este
ultimo ¢ determinado, parte quimicamente analisando a composi¢do de aminodcidos, e

parte por meio de ensaio biologico empregando a digestibilidade verdadeira.

2.1.1 Coeficiente de eficiéncia protéica (PER)

Esta carateristica determina a capacidade de uma proteina promover o crescimento
de ratos recém-desmamados. Representa a relacdo de ganho de peso relacionado a
quantidade de proteina consumida. A relacdo de eficiéncia protéica (PER) ¢ ainda
utilizada freqiientemente como medida bioldgica para determinar a qualidade de
proteinas. Os valores de PER sdo determinados em testes com ratos, em que os animais
sdo alimentados com uma dieta contendo uma racdo de cerca de 10% de proteinas. O
PER ¢ o valor do crescimento de ratos em gramas por grama de proteina ingerida. Esse
valor encontrado é comparado ao de uma proteina de referéncia, normalmente a caseina
bovina. PER >2,0 indica proteina de alta qualidade; entre 1,5-2,0, qualidade
intermediaria; e PER<1,5, baixo valor nutricional (FRIEDMAN, 1996).

Suas principais desvantagens sdo: sua baixa precisdo e exatidao e o fato de que
ele s6 considera as necessidades para o crescimento, desprezando as necessidades
nutricionais para a manuteng¢do ou prevengio da perda de peso (HERNANDEZ et al.
1996).

Sabe-se que a necessidade de aminoécidos sulfurados dos ratos ¢ muito maior
que a dos seres humanos. Assim, 0s ensaios com esses animais superestimam o valor de
algumas proteinas de origem animal para seres humanos, subestimando o valor de
proteinas vegetais. Além disso, o PER ndo considera a proteina utilizada para
manuten¢do do organismo desde que uma proteina pode ndo propiciar o crescimento
dos ratos e ter PER proximo de zero, embora seja uma fonte adequada para fins de

manutengdo do organismo (NIELSEN, 1998).
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2.1.2 Razéo protéica liquida (NPR)

Este método constitui uma modificagdo do PER e acrescenta ao ganho de peso
do grupo com dieta protéica a perda de peso de um grupo com dieta aprotéica. O NPR ¢
determinado no 14° dia do experimento, tomando-se o ganho de peso do grupo-teste
mais a perda de peso do grupo de dieta aprotéica, em relacdo ao consumo de proteina do
grupo-teste, segundo o método de Bender e Doell (1957). Essa soma de perda de peso
elimina possiveis erros ocorridos nos valores de PER decorrentes de variagdes nos

teores de proteina na dieta.

2.1.3 Escore quimico de aminoécido (EQ)

Trata-se de uma técnica quimica considerada rapida, consistente e barata. Esse
indice determina o conteudo de aminoacidos presentes em uma fonte de proteinas e
compara os valores obtidos com os de uma proteina ideal tendo como referéncia as

necessidades de criangas ente 2 e 5 anos de idade, segundo FAO/WHO (2007).

As necessidades de aminoacidos para a alimentagdo foram estimados pela Food
and Agriculture Organization/World Health Organization (2007) e estdo apresentados
na Tabela 1 juntamente com a composicdo em aminoacidos de farinha de soja,

concentrado protéico de soja e isolado protéico de soja.

Tabela 1 — Composi¢dao em aminoacidos (mg/g proteina) de produtos protéicos de soja.

Concen- ISOI&}(_jO FAO/WHO?
Aminoacidos FarinhaID trado %r:?:,;j?
essenciais de Soja” protéico : (2-5 (10-12
de Sojab com%rmal anos) anos) Adultos
Histidina 26 25 28 19 19 16
Isoleucina 46 48 49 28 28 13
Leucina 78 79 82 66 44 19
Lisina 64 64 64 58 44 16
Cistina+metionina 26 28 26 25 22 17
Fen11a1a11111;1a+t1r0s1 28 29 9 63 2 19
Treonina 39 45 38 34 28 9
Triptofano 14 16 14 11 9 5
Valina 46 50 50 35 25 13

*Fonte: FAO/WHO (2007).
°Fonte: Adaptado de ENDRES (2001).
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A qualidade da proteina ¢ avaliada com base no aminoacido essencial limitante.
Valores de EQ maiores que 1,0, indicam fontes protéicas de boa qualidade, contendo os

aminoacidos essenciais capazes de suprir as necessidades para a dieta de humanos.

2.1.4 Escore quimico corrigido pela digestibilidade protéica (PDCAAS)

A quantidade de aminoacidos essenciais, a digestibilidade protéica e a
biodisponibilidade dos aminoéacidos sdo indices usados para determinar a qualidade de
proteinas. Entretanto, em 1991 foi realizada uma consulta pela FAO/WHO com
especialistas em avaliagdo de qualidade de proteina para revisar métodos usados na
determinagdo da qualidade de proteinas. Determinou-se que o método de escore
quimico corrigido pela digestibilidade protéica (PDCAAS) era o mais satisfatorio para
avaliacdo de qualidade de proteinas para humanos, sendo, entdo, indicada a sua adogdo
como método oficial em nivel internacional. A validade desse método foi endossada
oficialmente por FAO/WHO, em 2001, e ¢ a medida atualmente aceita para avaliar a
qualidade de proteina.

De acordo com esse método, as proteinas de soja tém apresentado qualidade

semelhante as proteinas de origem animal (Tabela 2).

Tabela 2 — PDCAAS de diversas fontes protéicas.

Fonte Proteica PDCAAS
Caseina 1,00
Clara de ovo 1,00
Concentrado protéico de soja 0,99
Isolado Protéico de soja 0,92
Carne de boi 0,92
Farinha de ervilha 0,69
Feijao enlatado 0,68
Amendoim 0,52
Trigo 0,42
Gluaten 0,25

Fonte: Adaptado de ENDRES (2001).

Esse método consiste em adicionar ao escore quimico mais um componente, que
¢ a digestibilidade protéica. A digestibilidade protéica corrigida pelo escore quimico de
aminoacido (PDCAAS) ¢ definida como a relacdo entre o conteido do primeiro

aminoacido limitante na proteina (em mg/g), e o contetido daquele aminoacido em uma
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proteina de referéncia (mg/g), multiplicado pela digestibilidade verdadeira. Sao
recomendadas como padrao as necessidades de aminoacidos essenciais para criangas
ente 2 e 5 anos de idade, segundo FAO/WHO (2007). Valores de PDCAAS maiores que
1,0 sdo considerados de fonte protéica de boa qualidade, contendo os aminoécidos

essenciais capazes de suprir as necessidades da dieta de humanos.

2.1.5. Digestibilidade protéica (D)

A digestibilidade ¢ a medida da percentagem das proteinas que sdo hidrolisadas
pelas enzimas digestivas e absorvidas na forma de aminoécidos, ou de qualquer outro
composto nitrogenado pelo organismo; ¢ um determinante da qualidade protéica da
dieta. Quando certas ligacdes peptidicas ndo sdo hidrolisadas no processo digestivo,
parte da proteina ¢ excretada nas fezes ou transformada em produtos do metabolismo
pelos microrganismos do intestino grosso (SGARBIERI, 1987).

A digestibilidade da proteina ¢ determinada em fun¢do da fracdo do nitrogénio
ingerido e aquele que aparece nas fezes. Considera-se a digestibilidade, assim calculada,
como aparente, por ndo levar em conta o nitrogénio endodgeno, eliminado nas fezes
como resultado da descamagdo do tubo digestivo, dos sucos e das secrecdes da
microbiota intestinal, algumas enzimas digestivas, que se constituem em perdas
inevitaveis de nitrogénio, o chamado nitrogénio endogeno (DARRAGH, A et al. 2000).
Assim, para determinar a digestibilidade verdadeira ¢ necessario corrigir a quantidade
de nitrogénio fecal excretado quando o individuo consome uma dieta livre de proteina

(FAO/WHO, 2007).

Segundo Mitchel (1923), a qualidade protéica ¢ a quantidade de nitrogénio que o
organismo ¢ capaz de reter a partir da proteina consumida. Bodwell et al. (1980)
usaram digestibilidade in vitro para estimar a digestibilidade verdadeira de diversas
fontes de proteinas. Para a maior parte das fontes estudadas, houve boa correlagao
quando se comparou a digestibilidade in vitro com a digestibilidade verdadeira.

Para avaliar a qualidade nutricional de uma proteina, ¢ importante conhecer a
sua composi¢do aminoacidica e a biodisponibilidade dos aminoacidos presentes nessa
proteina. A biodisponibilidade dos aminoacidos de uma proteina ¢ a medida dos
aminodcidos absorvidos que serdo utilizados na sintese protéica (FAO/WHO, 2007).

Digestibilidade protéica ¢ definida como a porcentagem da proteina ingerida que

vai ser absorvida pelo organismo, o que estd relacionado com a biodisponibilidade de
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aminoacidos. Digestibilidade da proteina é condicionante da qualidade protéica, pois
dado aminoacido pode estar presente na proteina, mas ndo estar necessariamente
disponivel para o organismo. Assim, proteinas ndo podem ser utilizadas pelo organismo
sem serem digeridas por este. Varios interferem na digestibilidade, dentre estes se
incluem a presenga de componentes biologicamente ativos, tratamento térmico e
estrutura quimica da proteina. Esses fatores afetam a digestibilidade da proteina
diminuindo a sua hidrélise, tornando os aminoacidos menos disponiveis para serem

absorvidos pelo organismo (LIU, 1997).

A digestibilidade das proteinas ¢ considerada um fator limitante de sua
qualidade. Os alimentos de origem animal apresentam maior digestibilidade do que os
de origem vegetal. O fato de os alimentos de origem animal ndo conterem fibra
alimentar e fatores antinutricionais faz com que a velocidade de transito intestinal seja
mais lenta e, em conseqiiéncia, obtenha-se maior absor¢do dos nutrientes (FAO/WHO,
2007). Fatores intrinsecos como os fatores antinutricionais € a estrutura protéica, e
fatores extrinsecos como tratamento térmico e processo de purificagdo afetam a
digestibilidade da proteina. Isto explica os diferentes niveis de digestibilidade para cada
produto: isolado protéico de soja 93% a 97%, farelo desengordurado de soja 84% a

90%, farelo integral de soja 75% a 92% (BRESSANI, 1989)

2.2 Fatores que afetam a qualidade nutricional das proteinas

Os principais agentes responsaveis pela alteragcdo das propriedades das proteinas
em alimentos sdo: tratamentos térmicos, formag¢do de complexos com carboidratos,
lipidios e compostos fenolicos, acidez ou alcalinidade elevadas, além da presenca de
fatores antinutricionais (SGARBIEIRE, 1996).

Segundo TORRE et al. (1991), sob condigdes fisioldgicas, o acido fitico ¢é
fortemente ionizado e capaz de interagir extensivamente com proteinas e ions metalicos.
Muitos desses complexos sdo insoliveis e biologicamente indisponiveis para seres
humanos em condic¢des fisioldgicas normais. Os taninos (fendis condensados) sdo
considerados potentes inibidores de enzimas devido a sua complexagdo com elas.

A grande tendéncia dos taninos em formar complexos com proteinas em vez de
carboidratos e outros polimeros pode explicar a baixa digestibilidade das proteinas das
leguminosas, inibi¢do do crescimento e aumento da excre¢ao de nitrogénio fecal em

animais (KAUR; KAPOOR, 1992).
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Os inibidores sdo substancias antinutricionais que se encontram distribuidos em
alimentos de consumo habitual. Estdo amplamente distribuidos na natureza,
encontrando-se tanto em alimentos de origem vegetal quanto de origem animal.

Os inibidores de proteases sdo considerados os principais fatores responsaveis
pela diminui¢do da digestibilidade de proteinas, pois estes inibem a a¢do das enzimas
tripsina e quimotripsina que agem sobre a hidrélise das proteinas da dieta. Tal efeito ¢
evidenciado pela relacdo entre o aumento da qualidade protéica, medida pelo PER, em
ratos alimentados com soja tratada termicamente, cujos inibidores de proteases foram

inativados (LIU, 1997).

O valor nutricional das proteinas ¢ aumentado pelo processamento térmico,
especialmente pelo calor imido. Isso decorre, provavelmente, da desnaturacdo das
proteinas e dos fatores antinutricionais de natureza protéica, ja que para exercer os seus
efeitos bioldgicos in vivo esses fatores precisam manter a sua integridade estrutural.
Além disso, o aumento do valor nutricional pode ser resultante de maior acessibilidade
das proteinas ao ataque enzimatico, devido a desnaturagdo térmica. O processo térmico
deve garantir suficiente inativacdo dos fatores antinutricionais € ao mesmo tempo,

previnir a degradacdo de aminoacidos essenciais (POEL et al. 1990).

O processamento dos alimentos pode envolver o uso de calor, agentes oxidantes
(como peroxido de hidrogénio), solventes organicos, alcalis e 4cidos, com o objetivo de
melhorar sabor, textura, propriedades funcionais e sensoriais, além de inativar fatores
antinutricionais. Esses tratamentos, entretanto, podem levar a formagao da reagdo de
Maillard, oxidacdo de aminodcidos sulfurados e ligagcdes cruzadas entre peptideos,
diminuindo, assim, a qualidade e biodisponibilidade de aminoacidos essenciais
(CHEFTEL, 1979).

A reagdo de Maillard, que ocorre entre aminoacidos e agucares redutores, ¢ a
principal responsavel para reduzir a biodisponibilidade de alguns aminoacidos como a

Lisyna durante tratamento térmico em meio alcalino (FAO/WHO, 2007).
Sarwar (1997) modificou um isolado protéico de soja por tratamento alcalino e

verificou efeito negativo sobre a digestibilidade, encontrando valores de 96% para o

isolado protéico comercial e 68% para o modificado.
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Outro fator que compromete a qualidade das proteinas, especialmente as de
leguminosas, ¢ a limitagdo dos aminodcidos sulfurados, metionina e cisteina. A
metionina ¢ considerada um aminoéacido limitante do valor biologico das proteinas de
leguminosas, por ser nutricionalmente essencial para o organismo humano. A cisteina,
apesar de ndo constituir um aminoacido essencial, tem a metionina como intermediario
na biossintese, tornando, assim, esse aminoacido ainda mais limitante (SGARBIERI,

1996).

2.3 Digestao e absorcdo em mamiferos monogastricos

Uma alternativa para testar a digestibilidade de proteinas na dieta ¢ o uso de
modelos animais. O uso de modelos animais também permite maior flexibilidade e
controle das condicdes do experimento. Embora ratos e camundongos sejam
tradicionalmente usados para a determinacdo da qualidade protéica, o suino tem sido
reportado como uma alternativa mais adequada para pesquisas de digestibilidade de

proteinas em humanos (DARRAGH et al. 2000).

A anatomia gastrointestinal, fisiologia e metabolismo do suino ¢ muito similar
ao humano, acrescentando que ambos s3o monogastricos, mamiferos e onivoros
(MOUGHAN et al. 1994). Pesquisas confirmam que a digestibilidade de aminoacidos
em suinos e humanos mostraram pouca diferenga o que valida o uso de suinos como
modelo animal para estudos de digestibilidade de proteinas em humanos (DARRAGH
et al. 2000).

O sistema digestivo de todo mamifero recém nascido ¢ naturalmente adaptado ao
leite materno. FERREIRA et al. (1988) afirmam que no caso do porco, a troca do leite
de porca por outro tipo de leite e outro sistema de alimentacdo no caso de desmame

precoce, pode associar-se a distirbios gastrointestinais e depressdo de crescimento.

Em virtude de suas caracteristicas nutricionais, a soja ¢ usada como ingrediente em
diversas formulagdes alimenticias. Segundo MURAD (1993), ha alguns problemas
relacionados com a absor¢do e digestdo dessa proteina no trato gastrointestinal de
leitdes em fase de aleitamento, fato que decorre da inadequacao do sistema enzimatico

digestivo do suino, nessa idade, a proteina de soja.
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O tipo de coagulo formado no estdmago pode estimular, de maneira diferente, a
atividade das enzimas proteoliticas, gastricas e pancreaticas (DECUYPERE, et al.
1981), por esse motivo ¢ essencial a formacdo adequada do coagulo para que a
passagem do leite pelo estdmago permita uma agdo mais eficiente das enzimas.
Segundo SGARBIERRI, et al. 1987 citado por MURAD 1993, deve-se proporcionar um
retardamento da passagem do leite pelo estomago. Esse maior tempo de passagem
permite que a proteina e a gordura sejam lentamente digeridas no intestino delgado

prevenindo sobrecarga intestinal e crescimento bacteriano (DECUYPERE, et al. 1981).

FERREIRA et al. (1988) verificaram o desaparecimento de ingesta no estdmago e
duodeno e observaram a formacao de codgulos em virtude da ingestdo de leites de porca
e de vaca e de substituto de leite obtido a partir do isolado protéico de soja. Os
resultados obtidos indicaram que o leite de porca favoreceu a formacdo de codgulo
macio e fragmentado no estdmago, o qual é esvaziado rapidamente, a diferenca dos
coagulos densos e duros formados no estdbmago e intestino de leitdes que consumiram
leite de vaca, os quais foram solubilizados lentamente e digerido no intestino delgado.
Finalmente a proteina de soja modificada favoreceu a formagdo de coagulo macio, e
intensamente fragmentado, confirmando assim o relatado por MURAD (1993).
Também notaram que as fezes dos animais que receberam leite de vaca eram mais
duras, e que as fezes dos animais que receberam isolado protéico de soja eram mais

macias do que as que foram alimentados com leite de porca.

O coagulo parece ter fungao de armazenamento, em que a proteina e a gordura
seriam lentamente digeridas no intestino delgado, prevenindo sobrecarga intestinal e

aumento da carga bacteriana (DECUYPERE et al. 1981).

Nas Figuras 1, 2, 3 e 4 pode se observar que a formagdo de codgulo para o leite de
porca e de vaca foi mais compacta e menos fragmentada que os de substituto de leite.
Nesses, 0 obtido a partir do isolado protéico modificado apresentou forma de coagulo

mais compacta que o obtido pelo isolado protéico comercial.
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leite de porca

estémago id

Figura 1 - Coagulos no estdbmago e no intestino delgado (i.d) de leitdes com 14 dias de
idade, 0, 20, 40 e 60 minutos ap6s a ingestao de leite de porca.

Fonte: MURAD (1993)
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- leite de vaca

Figura 2 - Coagulos no estdbmago e no intestino delgado (i.d) de leitdes com 14 dias de
idade, 0, 20, 40 e 60 minutos ap6s a ingestao de leite de vaca.

Fonte: MURAD (1993)
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substituto de leite-1

estdmago

Figura 3 - Coagulos no estdmago e no intestino delgado (i.d) de leitdes com 14 dias de
idade, 0, 20, 40 e 60 minutos apds a ingestdo de substituto de leite obtido a partir de
proteina isolada de soja modificada.

Fonte: MURAD (1993)
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substituto de leite-2

estdmago

Figura 4 - Coagulos no estdbmago e no intestino delgado (i.d) de leitdes com 14 dias de
idade, 0, 20, 40 e 60 minutos apds a ingestdo de substituto de leite obtido a partir de
proteina isolada de soja comercial.

Fonte: MURAD (1993)
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2.4 Alergia alimentar
2.4.1 Alergia de proteinas

A alergia alimentar ¢ uma reacdo do sistema imunologico do corpo frente a
proteinas, com a formagdo de anticorpos nas células brancas do sangue (CORDLE,
2004). O sistema imunolégico combate os invasores estranhos ao corpo por meio dos
anticorpos. Quando esses invasores sdo bactérias e virus perigosos, a resposta
imunolodgica € necessaria e desejavel. No caso da alergia as proteinas do leite, por outro
lado, a resposta imunolédgica seria desnecessaria, além de causar diversos problemas

(BRANDADO, et al. 2008).

A alergia ¢ causada em criangas por proteinas que nao existem normalmente no
leite humano e que s3o introduzidas na nova alimentagdo do bebé. Segundo
ROZENFELD et al. (2002), a caseina, a -lactoglobulina ¢ a a-lactalbumina do leite de
vaca sao apontados como os agentes mais freqiientemente envolvidos nas reagdes

alergénicas.

A alergia ¢ causada pelas imunoglobulinas E (IgE), em resposta a presenca destas
proteinas consideradas como antigénicas pelo sistema imunoldgico das criancas. A IgE
causa liberagio de substincias vaso-ativas por alguns tipos de células (BRANDAO et

al. 2008).

A alergenicidade a caseina bovina ja4 foi demonstrada, ja que 92% de pacientes

alérgicos apresentaram um aumento da IgE no sangue (BERNARD et al. 2000).

O uso exclusivo do leite humano até aos seis meses de vida, reduz significantemente
a incidéncia cumulativa de alergia ao leite de vaca, durante os primeiros 18 meses de
vida. A alergia ao leite de vaca ¢ uma das alergias mais comuns em criangas, talvez
porque o leite de vaca usualmente ¢ o veiculo para a primeira proteina estranha ser

introduzida no estdomago das criangas (BRANDAO et al. 2008).

E muito dificil apresentar um nimero preciso da ocorréncia da alergia do leite, mas
estima-se que cerca de 0,3 a 7,5 % dos infantes apresentam alergia as proteinas do leite

(WILSON, 2005).
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Nos adultos, a alergia pode ser considerada rara, parecendo ser mais comum em
mulheres. Entretanto, pessoas de todas as idades podem apresentar alergia as proteinas

do leite de vaca pela primeira vez, desde a adolescéncia até a idade adulta.

Embora o leite de vaca esteja envolvido com problemas de alergia, cerca de 50%
das criangas apresentam alergia simultanea as proteinas de outros alimentos, incluindo
ovos, soja, amendoim, achocolatados, laranja, peixes e trigo. Cerca de 50 a 80 % das
criancas que apresentam alergia ao leite também podem apresentar alergia a inalantes
alergénicos, como polen, pélos (de gato, por exemplo), mofo, poeira de carpetes etc.

(CORDLE, 2004).

A alergia surge basicamente em razdo de dois fatores: predisposi¢ao genética (do pai
ou da mae) e introdugdo de alimentos potencialmente alergénicos antes dos seis meses
de vida. Quando nascem, os bebés t€ém um sistema imunoldgico imaturo e dependem
muito dos anticorpos do leite da mae. O sistema digestivo ndo estd preparado para

substancias que nao venham do leite da mae.

A alergia esta relacionada com a permeabilidade do intestino delgado as proteinas
(ou peptideos alergénicos) durante os primeiros meses de vida. Pequenas quantidades de
proteinas dos alimentos podem ainda ser absorvidas por meio do intestino, durante a

infancia, e provocar alergias.

Geralmente, mais de um sistema do corpo estd envolvido nas reacdes alérgicas.

Os sintomas gastrointestinais sao 0s mais comuns.

2.4.2 Alergia aos produtos de soja

CORDLE (2004) pesquisou a alergenicidade da soja e comprovou que tem uma
atividade imunol6gica menor em comparagdo com as outras fontes protéicas estudadas
(leite de vaca, ovo, trigo € amendoim), indicando-a como uma boa alternativa ao leite de
vaca, mas nesta mesma pesquisa, o autor confirmou, ademais, que criangas que tem
alergia ao leite de vaca desenvolvem também, com o tempo, alergia a soja. Pesquisas

mostram que 1 de cada 10 criangas desenvolveu alergia a soja apds de ter alergia ao
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leite de vaca. KLEMOLA et al. (2002) observaram que a intolerancia a soja ocorreu em

10 a 35% de criangas com alergia ao leite de vaca.

A maioria dos estudos mostraram maior sensibilidade a proteina da soja em
criangas sensiveis a proteina do leite de vaca. A maior permeabilidade da mucosa
intestinal conseqiiente a reacao de hipersensibilidade ao leite de vaca permite aumentar

a captacdo do antigeno da soja aumentando a resposta imune (MURARO et al. 2002).

Segundo LIU (1997), o tratamento térmico pode eliminar a maioria dos
componentes responsaveis pela reacdo imunoldgica, mas alguns componentes da
proteina de soja, que tem forte atividade alergénica, podem ser resistentes ao
aquecimento e outros processamentos. Conseqiientemente, esses componentes também
podem ser resistentes a digestdo, ou seja, serem resistentes as enzimas proteoliticas,
acidos, sais biliares e, portanto, permanecerem intactos ao longo do estdmago e
intestino, e induzir reagdes adversas em alguns humanos e animais.

KLEINE-TEBBE et al. (2002) descreveram que dezesseis sitios alergénicos
foram encontrados na soja. Dentre eles, as proteinas de 68, 30 e 28—kDa sdo aquelas que

apresentaram maior alergenicidade.

A proteina majoritdria da soja pertence ao grupo das globulinas
(aproximadamente 90%) principalmente por duas globulinas termoestaveis: a f-
conglicinina e glicinina, que sdo consideradas as principais fragdes alergénicas da soja.
Essas proteinas de armazenamento sdo representadas, respectivamente, pela Gly m I 30
KDa ou P34 (considerada o principal alérgeno em pacientes sensiveis a soja) e 22 KDa
G, glicinina, que também ¢ um alérgeno (MURARO et al. 2002).

Estudos indicaram que a antigenicidade das proteinas de soja pode contribuir
com todo problema de mé-digestdo e distirbios gastrointestinais de animais alimentados
com produtos de soja, visto que as proteinas antigénicas apresentam a capacidade de
ativar o sistema imune, que estd relacionado diretamente com a ma-digestdo dessas

proteinas (LIU, 1997).

Segundo HENRIQUES (2007), o fato de a proteina da soja ser antigénica, ndo

significa que seja obrigatoriamente alergénica. Ele indica que pode existir
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hipersensibilidade a soja, sem que obrigatoriamente acontega um fendmeno alérgico,
isto ¢, formacao de anticorpos especificos.

ZEIGER et al. (1999) avaliaram 93 criancas com menos de 3 anos e meio de
idade, todas com alergia a proteina do leite de vaca mediada por IgE. Todas foram
avaliadas para uma possivel alergia a proteina da soja, por teste de provocagao duplo-
cego, controlado com placebo. 14% tiveram diagnosticos comprovados de alergia a
soja, o que significa que as formulagdes de isolado protéico de soja devem ser
consideradas como alternativa segura e capaz de promover um bom desenvolvimento

para a maioria das criangas com alergia ao leite de vaca.
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3. MATERIAL E METODOS

O ensaio bioldgico foi conduzido no Departamento de Nutrigdo e Saude da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Para avaliar a qualidade protéica dos isolados protéicos de soja, utilizaram-se
métodos bioldgicos: Digestibilidade verdadeira (D), Coeficiente de eficiéncia protéica

(PER) e coeficiente de eficiéncia liquida da proteina (NPR).

3.1 Animais

Para este ensaio foram utilizados 24 ratos machos da raca Wistar, recém-
desmamados, com média de 21 dias de idade, peso variando de 50-60 g. Os animais
foram divididos em quatro grupos de seis (Figura 5) de modo que a média dos pesos
entre os grupos ndo excedesse a cinco gramas, conforme recomendacdo da
ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (1984). Um grupo de
animais recebeu dieta-padrdo de caseina, outro dieta aprotéica e os outros dois
receberam as dietas experimentais com isolado protéico de soja modificado (IPM) e
isolado protéico de soja comercial (IPC).

Os ratos foram distribuidos em gaiolas individuais e mantidos em ambiente de
temperatura controlada (25 £+ 3°C), onde receberam agua e dieta experimental ad
libitum por um periodo de 14 dias. O monitoramento do consumo alimentar foi feito aos
7 dias e no final do ensaio.

24 Ratos

|
' I ' '
6 Ratos 6 Ratos 6 Ratos 6 Ratos
LN CAS D1 D2

Figura 5 - Esquema experimental do ensaio bioldgico
LN = Dieta livre de nitrogénio
CAS = dieta-padrao de caseina
D1 = Dieta de isolado protéico de soja modificado (IPM)

D2 = Dieta de isolado protéico de soja comercial (IPC)

50



3.2 Preparo das dietas

A composicao das dietas foi baseada na AIN-93G, segundo Reeves et al. (1993),

com o teor de proteinas entre 9 a 10%. Apds o preparo, foi determinada a concentragdo

protéica de cada dieta, pelo método semimicro-Kjeldahl, usando-se o fator 6,25 para a

obtencdo do teor de proteina. As dietas com concentracdo de proteina fora da faixa

estipulada foram corrigidas e, posteriormente, acondicionadas em sacos de polietileno

devidamente rotulados e armazenados em refrigerador a 4 °C.

Vitaminas e minerais foram acrescidos as dietas, suprindo-se as exigéncias

nutricionais dos animais de acordo com o0 AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION

(Reeves et al. 1993). (Tabela 4 ¢ 5). Os teores de 6leo de soja, amido de milho, fibra

alimentar, amido dextrinizado e de sacarose foram ajustados de modo a obter dietas

isocaloricas e isoprotéicas. A composicao das dietas e os respectivos teores de proteinas

obtidos sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Composi¢ao base das dietas experimentais do ensaio biologico (g/100 g)

Dietas

Ingredientes (g/100g)

LN CAS D1 D2
Caseina ---- 11,47 ———- ———-
Isolado protéico modificado (IPM) ---- -—-- 11,87 -—--
Isolado protéico comercial (IPC) -—-- -—-- -—-- 11,27
Amido dextrinizado 13,2 13,2 13,2 13,2
Sacarose 10,0 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja 7,0 7,0 7,0 7,0
Celulose microfina 5,0 5,0 5,0 5,0
Mistura mineral 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho (g.s.p.) 59,75 48,28 48,16 19,82
Proteina (g/100g) — 9,69 9,54 9,33
Calorias (kcal/100g) 394,8 394,8 3948 3948

Fonte: REEVES et al. (1993).
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Tabela 4 — Composi¢ao da mistura de vitaminas (AIN-93G-VX)

Ingredientes

g/kg da mistura

Acido nicotinico

Pantotenato de calcio

Piridoxina-HCI

Tiamina-HCI

Riboflavina

Acido félico

D-Biotina

Vitamina B12 (cianocobalamina: 0,1% em manitol)
Vitamina E (all-rac-A-acetato de tocoferila: 500 Ul/g)
Vitamina A (all-trans-palmitato de retinil: 500.000 Ul/g)
Vitamina D (colecalciferol: 400.000 Ul/g)

Vitamina K (filoquinona)

Sacarose

3,000
1,600
0,700
0,600
0,600
0,200
0,020
2,500
15,00
0,800
0,250
0,075
974,655

Fonte: REEVES et al. (1993).

Tabela 5 — Composi¢do da mistura de minerais (AIN-93G-MX)

Ingredientes

g/kg da mistura

Elementos minerais essenciais

Carbonato de célcio anidro (40,04%) 357,00
Fosfato de potassio monobasico (22,76% P; 23,73% K) 196,00
Citrato de potassio, tri-potassio, monohidrato (36,16% K) 70,78
Cloreto de sodio (39,34% Na, 60,66% CI) 74,00
Sulfato de potassio (44,87% K; 18,39% S) 46,60
Oxido de magnésio (60,32% Mg) 24,00
Citrato de ferro (16,5% Fe) 6,06
Carbonato de zinco (52,14% Zn) 1,65
Carbonato de manganés (47,79% Mn) 0,63
Carbonato de cobre (57,47% Cu) 0,30
Iodato de potassio (59,3% I) 0,01
Selenato de sodio anidro (41,79% Se) 0,01025
Paramolibdato de amonio tetrahidratado (54,34% Mo) 0,00795
Elementos minerais potencialmente benéficos

Meta silicato de sodio 9 hidrato (9,88% Si) 1,45
Sulfato de cromo e potassio dodecahidratado (10,42% Cr) 0,275
Cloreto de litio (16,38% Li) 0,0174
Acido boérico (17,5% B) 0,0815
Fluoreto de sodio (45,24% F) 0,0635
Carbonato de niquel (45% Ni) 0,0318
Vanadato de amonio (43,55% V) 0,0066
Sacarose 221,026

Fonte: REEVES et al. (1993).
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3.3 Determinacéao da digestibilidade verdadeira do IPM

Para a determinagdo da digestibilidade verdadeira, as dietas foram marcadas com
carmim na propor¢do de 200 mg/100 g e oferecidas aos animais no 7° ¢ 13° dias. As
fezes foram coletadas do 8° ao 14° dia, correspondendo as fezes marcadas com carmim
oferecidas no 7° dia e as fezes nido-marcadas dos dias subseqiientes. As fezes foram
acondicionadas em recipientes individuais para cada rato e mantidas sob condi¢des de
refrigeragdo a 4 °C. Posteriormente ao periodo de coleta, as fezes foram secas em estufa
com circula¢do de ar mecanica a 105°C, por 24 horas, depois resfriadas em dessecador,
pesadas ¢ moidas em moinho de navalha, para posterior determinagdo do teor de

nitrogénio. Para tal, foi utilizado o método semimicro Kjeldahl (AOAC, 1984)

A digestibilidade verdadeira foi calculada medindo-se a quantidade de
nitrogénio ingerido na dieta, a quantidade excretada nas fezes e a perda metabdlica nas
fezes que corresponde ao nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica. O valor da
digestibilidade foi expresso em porcentagem, conforme recomendacdo da National
Academy of Sciences (1963).

O célculo da digestibilidade verdadeira (DV) foi efetuado de acordo com a

seguinte equagao:

% Digestibilidade verdadeira (DV) = I — (F — Fx) x 100
I

Em que:
I = nitrogénio ingerido pelo grupo-teste;
F = nitrogénio fecal do grupo-teste;

Fx = nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

3.4 Determinacéo do coeficiente de eficacia protéica (PER) do IPM

O PER foi determinado no 14° dia, relacionando o ganho de peso dos animais

com o consumo de proteina. O PER foi calculado com a seguinte equagao:

ganho de peso do grupo-teste (g)

PER = p :
proteina consumida pelo grupo-teste (g)
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3.5 Coeficiente de eficiéncia liquida da proteina (NPR) do IPM

O NPR foi determinado no 14° dia do experimento, tomando-se o ganho de peso
do grupo-teste mais a perda de peso do grupo de dieta aprotéica, em relagdo ao consumo
de proteina do grupo-teste, segundo o método de BENDER & DOELL (1957). Foi

calculado de acordo com a seguinte equacao:

ganho de peso do grupo-teste (g) + perda de peso do grupo aprotéico (g)

NPR = ; ;
proteina consumida do grupo-teste

3.6 Delineamento experimental

Para o ensaio biologico se considerou um delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com quatro dietas (LN, CAS, DI, D2) e seis repeti¢des, sendo cada rato uma
repeticdo. As medias foram comparadas pelo teste de amplitude multiples de Duncan,
em nivel de 5% de probabilidade. Utilizou-se procedimentos do programa estatistico

SAS, para as analises estadisticas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ganho de peso (GP), Consumo alimentar (CA)

O ganho de peso dos animais ndo difiriu (p>0,05) entre os grupos recebendo
IPM e IPC, entretanto foram inferiores a caseina (Figura 6). Nao houve diferenca
(p>0,05) de ganho de peso e consumo alimentar (Figura 7) dentre os grupos que
consumiram isolado proteico de soja no 7° e 14° dia de experimentacao.

Na figura 6 estd apresentada a evolucdo de peso dos ratos durante o experimento

ao dia 7 e 14, se denota semelhanca entre os produtos de soja em promover crescimento

dos ratos.

Figura 6- Ganho de peso dos animais consumindo dietas de caseina bovina, isolado

protéico modificado (IPM), isolado protéico comercial (IPC).

70 q
60 4
50 4
40
30
20
10 A

Ganho de peso (g)

Caseina

IPC
Dietas

‘ #7 dias E14dias‘

IPM

* L. . - . .
Meédias seguidas de mesma letra, dentro da mesma coluna, nao diferem entre si pelo

teste de Duncan a 5% de probabilidade (p > 0,05).

Caseina

PC
Dietas

@ 7dias H1l4dias

Figura 7- Consumo alimentar dos grupos experimentais recebendo dieta a base de

caseina, isolado protéico de soja comercial (IPC) e isolado protéico de soja modificado

(IPM) testadas.
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4.2 Indices de qualidade protéica PER, NPR e Digestibilidade do IPM

A qualidade protéica dos isolados protéicos modificado e comercial foram
similares segundo os indices biologicos PER e NPR (Tabela 6). Denota-se que os
valores de NPR para IPC (3,63) e IPM (3,62) foram superiores aos valores de PER
correspondentes (2,32 e 2,44 respectivamente) indicando que a proteina de soja tem um

melhor desempenho para manutencao do que para o crescimento dos ratos.

Tabela 6. Media de PER, RPER, NPR e RNPR ¢ Digestibilidade verdadeira (DV)

de animais mantidos com dietas baseadas em isolado protéico de soja e caseina.

DIETA PER” RPER™ NPR" RNPR ™ DV

Caseina 323 a 100 4,01 a 100 94,.1+£09a
IPC 2,32 b 71,9 3,63 a 90,33 91,2+2,7b
IPM 2,44 b 75,73 3,62 a 90,07 90,8+1,9b

Os resultados sdo médias de 6 repetigdes.
Médias seguidas de mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade (p > 0,05).

" RPER = PER relativo a caseina;
> RNPR = NPR relativo a caseina.
3 DV = Digestibilidade Verdadeira
IPC: Isolado protéico comercial
IPM: Isolado protéico modificado

ROMAM & SGARBIERI (2005), encontraram um valor de 3,36 para o PER de
uma caseina comercial com 91,98% de proteinas. Encontrou-se valores ligeiramente
maiores para o PER de IPM que o de IPC, embora estes resultados ndo tenham sido
significativos.

SIKKA et al. (1978) encontraram valores de NPR na faixa de 2,5 a 3,9, para
proteinas de graos de diferentes variedades de soja. SARWAR (1997) relatou o valor
3,7 para proteina isolada de soja, superior ao presente estudo.

FRIEDMAN (1996) considerou que geralmente, fontes de proteina com PER
menor que 1,5 s3o de qualidade baixa ou pobre, entre 1,5 e 2,0 de qualidade
intermediaria e acima de 2,0 de boa ou alta qualidade. Portanto, de acordo com os
resultados apresentados neste trabalho, pode-se considerar que as fontes protéicas dos

i1solados protéicos sao de boa qualidade.
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Os valores de PER e NPR do isolado protéico modificado foram semelhantes ao
encontrado por SARWAR (1997), PER (2,69) e NPR (3,66) para IPC, valores
estatisticamente similares aos encontrado para o IPM (2,44 e 3,62 respectivamente)
portanto, pode-se dizer que a metodologia empregada na modificacdo dos IPM ndo
afetou a qualidade protéica, j4 que nao houve diferenca significativa entre os

tratamentos.

A digestibilidade da proteina (Tabela 6) para os produtos de soja foi menor 91,0 %
que para a caseina (94,1%) (p<0,05). De acordo com MAGA, et al. (1973), as proteinas
da soja apresentam estruturas mais organizadas que a caseina, o que as tornam mais

resistentes ao ataque enzimatico; logo, proporcionam menor digestibilidade.

ROMAN&SGARBIERI (2005) relataram digestibilidade verdadeira de 93,78%
para caseina comercial, proximo ao encontrado no presente trabalho (94,12%).

Os valores obtidos para digestibilidade entre os isolados protéicos modificado e
comercial ndo diferiram (p>0,05), entretanto inferior ao se comparar com o valor
encontrado para a caseina (p<0,05). As variagdes na digestibilidade podem ser devidas
as diferengas intrinsecas da natureza das proteinas e a presenca de fatores dietéticos
(fibras, taninos e outros), que modificam a digestdo e as reagdes quimicas que alteram a

liberagdo de aminoacidos e proteinas por processos enzimaticos (MONTEIRO et al.

2004).
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5. CONCLUSAO

O IPM apresentou valor de digestibilidade protéica, PER e NPR similares ao do
IPC (p>0,05), evidenciando que o processo de modificagdo ndo alterou a qualidade da

proteina do isolado protéico de soja.
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