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RESUMO

SANT’ANA, Rita de Cassia Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2008. Influéncia da extracdo de lipidio e da casca de diferentes
fontes protéicas na digestibilidade in vitro. Orientadora: Maria Goreti de
Almeida Oliveira. Co-Orientadores: Christiano Vieira Pires, Marcia Rogéria de

Almeida Lamégo e Thiago Renn6 dos Mares Guia.

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células
vivas tendo como principal fungédo na dieta suprir 0 organismo de aminoacidos
indispensaveis em quantidades adequadas para sintese e manutencdo dos
tecidos corporais. Desse modo, a determinagcdo da digestibilidade protéica de
um alimento € um fator importante para estimar a sua qualidade, sendo o
método in vitro uma alternativa rapida e facil. O presente trabalho teve como
objetivo determinar a influéncia dos lipidios e das cascas na digestibilidade in
vitro de proteina em fontes animal e vegetal. Foram utilizadas as seguintes
fontes de proteina: aveia, carne de boi, de frango, de peixe e de porco, feijao
vermelho, leite em pod, proteina texturizada de soja (PTS), quinoa e cinco
variedades de soja. As proteinas de origem animal apresentaram os maiores
valores de digestibilidade in vitro que as de origem vegetal, exceto a proteina
texturizada de soja que apresentou maior digestibilidade devido ao
processamento térmico sofrido. No presente trabalho, ndo houve diferenca

estatistica entre o conteudo de lipidio e a digestibilidade protéica. Desse modo
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nao é preciso desengordurar as amostras antes de analisar a digestibilidade in
vitro, tornando-se ainda mais facil a utilizacdo desses métodos para alimentos
com alto teor de lipidio em industrias de alimentos. A fibra, presente em grande
quantidade na casca dos graos, interferiu na digestibilidade in vitro, fazendo-se
necessario a dedugao de outra equagao, correlacionando a digestibilidade in
vivo e in vitro de um numero maior de amostras ricas em fibra, exclusiva para

alimentos fibrosos, sem ter necessidade da retirada da parte rica em fibra.
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ABSTRACT

SANT’ANA, Rita de Cassia Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2008. Influence of lipid extraction and tegument removal from
different protein sources on in vitro digestibility. Adviser. Maria Goreti de
Almeida Oliveira. Co-advisers: Christiano Vieira Pires, Marcia Rogéria de

Almeida Lamégo and Thiago Renn6 dos Mares Guia.

Proteins are the most abundant macromolecules in living cells. Their primary
role in the diet is to supply the body with essential amino acids in adequate
quantities for synthesis and maintenance of body tissues. Determination of
protein digestibility of foods is an important factor to estimate their quality and
the in vitro methodology is a quick and easy way to do it. This study aimed to
determine the influence of lipids and grain tegument on the in vitro digestibility
of protein from animal and plant origin. We used the following protein sources:
oat, beef, chicken, fish and pork meats, red beans, milk powder, textured soy
protein (TSP), quinoa and five soybean varieties. Proteins of animal origin had
higher in vitro values than those of plant origin, except for textured soy protein
that showed higher digestibility because of the thermal treatment. In this study,
there was no statistic difference between lipid content and protein digestibility.
There is, therefore, no need for sample defatting before examining the in vitro
digestibility, which facilitates even more the use of these methods for foods with

high lipid levels in food industries. Fiber was mainly found in grain teguments
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and interfered with the in vitro digestibility, making it necessary to write another
equation, correlating in vivo and in vitro digestibility of a larger number of fiber-
rich samples, exclusively for fibrous food, without having to remove the fiber-
rich fraction.
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1. INTRODUCAO

As proteinas sdo compostos organicos complexos, essenciais aos
organismos animal e humano, que tém sua estrutura basica formada por uma
cadeia de aminoacidos que contém carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio,
tendo também enxofre em alguns casos. Exercem importantes papéis no
organismo humano, como carreadores de ions e moléculas, horménios, células
de defesa, fonte energética e estrutural. Fornecem ao organismo quantidades
adequadas de aminoacidos para a sintese e manutencao dos tecidos corporais
(HERNANDEZ et al, 1996).

As necessidades minimas de proteina requeridas para o crescimento e
a manutencdo do organismo sédo determinadas pela eficiéncia de sua utilizag&o
bioldgica, resultante da inter-relacédo entre a qualidade e a quantidade da
proteina ingerida (OLIVEIRA & ANGELIS, 2001).

O aspecto qualitativo das proteinas, isto €, o seu valor nutricional,
depende da composigdo, digestibilidade, biodisponibilidade de aminoacidos
indispensaveis, fonte, efeitos do processamento e presenca ou auséncia de
toxicidade e fatores anti-nutricionais (FRIEDMAN, 1996). Além desses fatores é
de suma importancia considerar composi¢cao e adequagao da dieta como um
todo e do estado fisiolégico do individuo que a recebe (HERNANDEZ et al.,
1996; FRANCESCHINI, 2002).

A digestibilidade é a medida da percentagem das proteinas que séo

hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas na forma de aminoacidos
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ou de qualquer outro composto nitrogenado pelo organismo (MONTEIRO et al.,
2004).

As técnicas de digestibilidade protéica in vitro baseiam-se em digerir as
amostras com enzimas proteoliticas em condi¢gdes padronizadas, diferindo
entre elas apenas o0 numero e a natureza das enzimas a serem utilizadas e a
medida final a serem realizadas. Duas dessas técnicas, queda de pH e pH
estatico, sdo utilizadas por serem métodos mais baratos, requerer menos
tempo e necessitar de menos mao-de-obra e espaco fisico (PIRES et al, 2006).

A determinagao da digestibilidade in vitro permite que as analises sejam
realizadas em um laboratério simples, necessitando apenas de um banho-
maria, um pHmetro e um “freezer” para armazenamento das amostras e das
enzimas. Além disso, gasta-se pequena fracdo da fonte de proteina, ao
contrario do que acontece em ensaios in vivo, em que € preciso muito material
para o preparo das dietas e maior tempo de experimentagdo. Por meio dessa
técnica evita-se também trabalhar com ratos. (PIRES et al, 2006)

Sendo assim, os métodos de digestibilidade in vitro sdo uma
possibilidade para a utilizagado pelas industrias de alimentos, que atualmente
véem desenvolvendo suplementos protéicos para fins especificos, desde que
sejam devidamente respeitados todos os critérios adequados para a utilizag&o
desse parametro bioquimico.

O presente trabalho teve como objetivo determinar a digestibilidade in
vitro de proteina em fontes animal e vegetal, integrais e desengorduradas, e
em fontes vegetal integral e sem casca, verificando assim se lipidios e fibras
interferem na digestibilidade in vitro e consequentemente no ajuste matematico
que correlaciona a digestibilidade in vivo com a digestibilidade in vitro. Este
ajuste matematico € essencial para que as analises de digestibilidade protéica
em alimentos possam ser realizados somente in vitro produzindo um resultado
que permita correlacionar a atividade in vitro com a in vivo, sem necessidade

de realizar experimento de determinagao da digestibilidade in vivo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Valor nutricional de Proteinas

As proteinas também sdo chamadas de protideos. O termo vem do
grego e significa “a primeira” ou “a mais importante”. Assim, as proteinas foram
os primeiros nutrientes a serem considerados essenciais para o organismo
(NELSON & COX, 2004).

Além de servirem de combustivel para o crescimento e desenvolvimento
do organismo, quando ingeridas em altas quantidades, as proteinas levam ao
fornecimento de energia. Além disso, as proteinas desempenham muitas
outras fungdes. Dentre elas, podemos citar a fungdo de regulagdo do
metabolismo, de transporte de nutrientes, de atuacido como catalisadores
naturais, de defesa imunoldgica, de atuagdo como receptores de membranas,
além de muitas outras. (WHO, 2003)

Alguns aminoacidos podem ser sintetizados no organismo a partir de
precursores, sendo estes classificados como aminoacidos dispensaveis
Alanina, Aspartato, Glutamato, Glicina, Prolina, Serina, Tirosina e Cisteina. No
entanto, outros aminoacidos ndo conseguem ser sintetizados no organismo em

quantidades suficientes, os quais sdo chamados de aminoacidos



indispensaveis e devem ser fornecidos pela alimentacao (ANGELIS, 1999). Os
aminoacidos indispensaveis sao: Treonina, Triptofano, Histidina, Lisina,
Leucina, Isoleucina, Metionina, Valina e Fenilalanina. A falta desses
aminoacidos no organismo ocasiona alteragées nos processos bioquimicos e
fisiolégicos e na sintese protéica, resultando em balango nitrogenado negativo.
Em criangas provoca diminuicdo do crescimento, perda de peso e profundas
alteragdes bioquimicas (ANGELIS, 1999).

As proteinas de origem vegetal constituem a principal fonte de proteina
humana, especialmente em paises em desenvolvimento, pois as de origem
animal sao, geralmente, de custo mais elevado (CRUZ et al., 2004; WONG &
CHEUNG, 2001). Dentre os vegetais, as leguminosas constituem uma boa
alternativa de proteinas e carboidratos, sendo um dos principais suprimentos
protéicos em areas onde fontes de proteina animal sdo escassas ou caras
(ESTEVES et al, 2002).

O feijao representa a principal fonte de proteinas das populagdes de
baixa renda e constitui um produto de destacada importancia nutricional,
econbmica e social. Além de ser um dos alimentos mais tradicionais na dieta
alimentar do brasileiro. Portanto, como alimento basico e sob o ponto de vista
quantitativo, o feijdo é considerado um alimento protéico, embora, seu
conteudo caldrico, mineral e vitaminico ndo possa ser desprezado. O valor
nutritivo da proteina do feijao € baixo quando utilizado como unica fonte
protéica, entretanto, quando combinado com arroz, por exemplo, forma uma
mistura de proteinas mais nutritiva. Isto porque, o feijdo é pobre em
aminoacidos sulfurados, e rico em lisina; e o arroz é pobre em lisina e
relativamente rico em aminoacidos sulfurados (MESQUITA et al, 2007).

O grao de soja, por ser um vegetal com elevados teores de proteina e
energia, constitui boa alternativa de alimento protéico, apresentando cerca de
17 a 18% de 6leo e 35 a 37% de proteina bruta de elevado valor biolégico, com
composicao em aminoacidos indispensaveis favoravel a alimentacdo, mas
deficiente em metionina e treonina (BELLAVER et al., 2002).

O conceito de necessidades de proteinas e aminoacidos tem sido objeto
de muitas discussbes e vem sofrendo modificagcbes ao longo do tempo. De
acordo com ANGELIS (1999), a necessidade protéica € a quantidade que deve

ser ingerida em determinado periodo de tempo para contrabalangar os gastos
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organicos nesse periodo.

Com base nas DRIs de 2002, a ingestédo diaria de proteina deve variar
de 0,8 a 1,0g por quilograma de peso por dia, para manutengao do balango
energético igual a zero, assegurando assim as fungdes vitais desempenhadas
por esses macronutrientes. Esta recomendacao varia em fases especiais da
vida como infancia e adolescéncia, gestagcdo, lactacdo e em casos de
patologias em que ha o aumento das perdas deste nutriente. Portanto, seu
consumo diario deve ser ajustado de acordo com as necessidades dos
individuos. (WHO, 2003)

2.2. Digestibilidade

A digestibilidade é a medida da percentagem das proteinas que séo
hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas na forma de aminoacidos
ou de qualquer outro composto nitrogenado pelo organismo (MONTEIRO et al.,
2004).

Digestibilidade protéica € um parametro nutricional que avalia o
aproveitamento de uma fonte protéica, podendo ser influenciada por varios
fatores, como, por exemplo, compostos fendlicos, inibidores de proteina e
tratamento térmico (MESQUITA et al, 2007). Sendo assim, a digestibilidade da
proteina se torna uma condicional da qualidade protéica, pois um dado
aminoacido pode estar presente na proteina, mas nao estar necessariamente
disponivel para o organismo. Assim, proteinas ndo podem ser utilizadas pelo
organismo sem serem digeridas (PIRES et al, 2006). Sendo assim, podemos
afirmar que uma proteina com baixa digestibilidade possui baixa qualidade
protéica.

VARGAS et al. (1984) citaram que as proteinas de origem vegetal,
especialmente das leguminosas, apresentam digestibilidade muito baixa, da
ordem de 50 a 70%. Acrescentaram ainda que a baixa digestibilidade do
nitrogénio constitui um dos principais fatores que limitam a utilizagdo da
proteina de dietas de origem vegetal, em particular as que incluem
leguminosas. A baixa digestibilidade no feijao cru, por exemplo, é atribuida a
atividade dos inibidores de proteases, que diminuem a atividade das enzimas
digestivas (MESQUITA et al, 2007). E devido a presenca de fatores
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antinutricionais, a soja in natura nao deve ser utilizada na alimentacdo sem que
seja adequadamente processada (MENDES et al, 2004).

Varios fatores tém sido identificados por interferirem na digestibilidade,
dentre estes incluem a presengca de componentes biologicamente ativos,
tratamento térmico e estrutura quimica da proteina. Esses fatores afetam a
digestibilidade da proteina diminuindo a sua hidrdlise, tornando os aminoacidos
menos disponiveis para serem absorvidos pelo organismo (LIU, 1995).

A presenca de compostos inerentes ao proprio alimento, por exemplo,
fatores antinutricionais, como inibidores de proteases (tripsina e quimotripsina),
acido fitico, taninos ou fatores externos, como processamento e
armazenamento, entre os quais se destacam o tipo e a forma de tratamento
térmico aplicado, assim como o tempo e a forma de armazenamento, podem
levar a uma diminui¢do da qualidade nutricional (VARGAS et al.,1984). Muitos
desses compostos, presentes em alimentos originarios de leguminosas, tém
mostrado causar efeitos bioquimicos e fisioldgicos tanto no pancreas quanto no
crescimento de animais (GUEN e BIRK, 1993; YADAV; KHETARPAUL, 1994).

Segundo TORRE et al. (1991), sob condigdes fisioldgicas, o acido fitico
€ fortemente ionizado e capaz de interagir extensivamente com proteinas e
ions metalicos. Muitos desses complexos sao insoluveis e biologicamente
indisponiveis para seres humanos em condi¢des fisiolégicas normais.

Os taninos (fendis condensados) sdo considerados potentes inibidores
de enzimas devido a sua complexacdo com enzimas (NACZK et al., 1994). 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, inibicdo do crescimento e aumento da excregao de
nitrogénio fecal em animais (KAUR e KAPOOR, 1992).

O valor nutricional das proteinas € aumentado pelo processamento
térmico moderado, especialmente pelo calor umido. O processamento
hidrotérmico apresenta dois pontos positivos quanto ao aproveitamento da
proteina de origem vegetal pelos animais. Além de eliminar fatores
antinutricionais termolabeis, provoca a ruptura de sua parede celular, liberando
a proteina complexada ou enclausurada, responsavel pelo baixo
aproveitamento protéico (MENDES et al, 2004). Além disso, o aumento do

valor nutricional pode ser resultante de maior acessibilidade das proteinas ao



ataque enzimatico, devido a desnaturagao térmica. O processo térmico deve
garantir suficiente inativacdo dos fatores antinutricionais e prevenir a
degradagao de aminoacidos indispensaveis (POEL et al., 1990).

Entretanto, o tratamento térmico em excesso pode diminuir o valor
nutricional das proteinas ou até levar a perda da funcdo biologica, por
promover ligagdes n&o usuais entre aminoacidos (como ligagdo entre duas
lisinas) e entre aminoacidos e outros compostos dos alimentos (como lisina e
agucares redutores — Reacdo de Maillard). Estas ligacbes ndo usuais dos
aminoécidos os tornam indisponiveis para utilizacdo pelo organismo (ARAUJO,
2006). Embora em algum aspecto essa desnaturagcdo possa ser desejavel,
como no caso de inativagdo de enzimas deletérias, esse fato pode representar
um problema do ponto de vista nutricional (MENDES et al, 2004).

2.3. Digestibilidade in vitro

Todos os métodos de determinagdo de digestibilidade in vitro se
baseiam em digerir a amostra com enzimas proteoliticas em condigdes
padronizadas. A diferenca esta entre o numero e a natureza das enzimas que
se utilizam e a medida final a ser realizada. Os métodos podem ser
subdivididos em métodos monoenzimaticos, métodos multienzimaticos e
métodos baseados na simulagao de sistemas digestivos (PIRES et al, 2005).

A técnica de digestibilidade in vitro simula as condi¢des fisiologicas da
digestdo. Sendo assim, é necessario que cada etapa da operagdo seja
representativa, o mais fiel possivel, do processo digestivo para que os
resultados sejam confiaveis (OLIVEIRA et al., 1993).

O método desenvolvido por MAURON et al. (1955) é adaptado como
método oficial pela AOAC (1975) para determinar a digestibilidade de proteinas
alimentares de origem animal. Baseia-se em digerir a amostra com pepsina e
determinar a porcentagem de nitrogénio solubilizado. O método tem sofrido
numerosas modificagdes devido a sua baixa correlagdo com o0s ensaios
biolégicos.

AKESON e STACHMAN (1964) trabalharam com um método em que as
amostras de proteina sdo incubadas primeiramente com pepsina e, depois,

com pancreatina em tampao-fosfato. O residuo é separado por filtracdo e o seu
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contelido de nitrogénio, analisado. BUCHMANN (1979) modificou o método
para a sua aplicacdo em amostras de cevada e outros cereais. Uma vez
realizada a digestdo enzimatica, precipitam-se as proteinas com acido
tricloroacético, sendo o nitrogénio determinado no sobrenadante.

Outro método utilizado é o que foi proposto por SAUNDERS et al.
(1973), em que a amostra protéica € inicialmente incubada com pepsina em pH
acido (1,0 — 1,5) a 37 °C e deixada agir nessas condi¢des durante 2 h. A
suspensdo ou solucdo de enzima e amostra sdo mantidas em banho
termostatizado e em constante agitacéo leve. Apds 2 h de incubacéo, o pH da
suspensao ou solugao é elevado a 8,0 com solugao de hidroxido de sodio,
adicionando-se, em seguida, pancreatina em solugdo-tampéo de fosfato de
sodio, pH 8,0. A relacdo entre enzima/proteina € da ordem de 1:10 para
pepsina e 1:5 para pancreatina. A pacreatina € deixada agir sobre a amostra
durante 24 h a 37 °C, pH 8,0, e sob agitagdo. Ao final desse tempo, a reacao é
bloqueada pela adicdo de uma solugdo de acido tricloacético (TCA) para dar
uma concentragédo final de TCA na mistura de 5% (p/v). O TCA precipita a
fracdo nao digerida da proteina e, por filtragdo ou centrifugacéo, separa-se a
fracdo soluvel em TCA, que ira conter os aminoacidos ou peptideos de baixo
peso molecular liberados durante a digestdo enzimatica ou protedlise. Essa
fragdo contera aminoacidos existentes na amostra antes da digestao
enzimatica e podera ser subtraida da fragado total. O nitrogénio é determinado
pelo método de Kjeldahl, na amostra inicial e na fracado digerida, ap6s a
precipitagcdo com acido tricloacético (TCA) da proteina digerida.

HSU et al. (1977), baseando-se na observacao de MAGA et al. (1973),
que usava a enzima tripsina para a digestdo das proteinas in vitro e media a
velocidade inicial de protedlise como indicador da digestibilidade,
desenvolveram um método rapido e sensivel, onde foi utilizada uma solugao
multienzimatica (tripsina, quimotripsina e peptidase) para determinar a
digestibilidade de proteinas. A diminuigdo de pH ap6s 10 min de digestdo com
a solugao multienzimatica foi comparada a digestibilidade in vivo aparente em
ratos e a equacdo de regressdo obtida permitiu predizer a digestibilidade. O
método foi capaz de detectar o efeito de inibidores de tripsina e tratamento

térmico sobre a digestibilidade.



PIRES et al. (2006) adaptaram metodologias descritas por HSU et al.
(1977) (Método de queda de pH 1), SATERLEE et al. (1979) (Método de queda
de pH 2), ambas baseadas na queda de pH quando as proteinas séo
hidrolisadas, e CRUZ et al. (2005) (Método de pH estatico), baseado na
manutencdo do pH em 8,0 a medida que a reagdao de hidrélise protéica
acontece. PIRES et al. (2006) utilizaram uma solugdo enzimatica contendo as
enzimas tripsina e pancreatina e correlacionaram o valor do pH ao final de 10
minutos (Método 1) e 20 minutos (Método 2) com a digestibilidade verdadeira
obtida in vivo, obtendo equacdes que correlacionam a digestibilidade com o pH
final. Para o Método 3, a digestibilidade verdadeira in vivo foi correlacionada
com o volume de NaOH necessario para manter o pH da solugado de proteinas
em 8,0 apds a adicao da solugao enzimatica.

Dos trés métodos testados por PIRES et al (2006), o método da queda
do pH apos 10 min apresentou as melhores equagdes, que correlacionam
digestibilidade com queda de pH, para se trabalhar com todas as fontes
protéicas, exceto a caseina, e proteinas de origem vegetal. Obteve-se valores
de R? de 79,04% para a equacio destinada a todas as fontes protéicas (%D = -
230,65pH? + 3270,9pH — 11505) e R? de 81,78% para a equacdo destinada a
proteinas de origem vegetal (%D = -122,53pH? + 1725,3pH - 5986,7). No
meétodo do pH estatico, a melhor equacgao foi obtida quando se trabalhou com
todas as proteinas, exceto a caseina com R? de 83,78% (%D = -1,4048x2 +
11,573x + 68,524). Ja, quando se trabalhou somente com proteinas de origem
vegetal, obteve-se o menor ajuste com um R? de 43,29% (%D = -8,4115x2 +

36,696x + 46,192), sendo entdo esta equagao nao representativa.
2.4. Fibra e Lipidio

A fibra alimentar, presente em alimentos de origem vegetal, é formada
principalmente de celulose, hemicelulose, pectinas, gomas e lignina. S&o
carboidratos complexos, ndo absorvidos pelo intestino, com agao reguladora na
fungéo gastrointestinal, (SELVENDRAN, 1984).

As fibras sao classificadas, de acordo com sua solubilidade em agua,
em soluveis e insoluveis. As fibras soluveis sdo representadas pela pectina

(frutas) e pelas gomas (aveia, cevada e leguminosas: feijao, grdao de bico,
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lentilha e ervilha), reduzem o tempo de transito gastrointestinal e ajudam na
eliminacdo do colesterol. As fibras insoluveis n&o atuam sobre a
colesterolemia, mas aumentam a saciedade, auxiliando na redugao da ingestéao
caldrica. Sao representadas pela celulose (trigo), hemicelulose (graos) e lignina
(hortalicas), (Il Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e Diretriz de
Prevencao da Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2001).

Segundo KRITCHEVSKY (1988), a fibra pode modificar e diminuir a
digestibilidade das proteinas, por aumentar a excregdo de nitrogénio. No
intestino, a fibra alimentar altera o metabolismo bacteriano e, como
consequéncia, o metabolismo de nitrogénio € modificado (MASON,1984).

Um estudo feito por RAUP e SGARBIERI (1996) mostrou que a
associacdo de proteinas com fibras, que foram tratadas termicamente, pode
estar relacionada a baixa digestibilidade das proteinas de feijdo cozido e a
tendéncia das proteinas de feijao de formarem complexos indigeriveis, o que
explicaria a reduzida digestibilidade dessas proteinas

Outros estudos confirmam que o conteudo de fibra alimentar pode
ocasionar uma mistura inadequada do conteudo intestinal e impedir o acesso
de enzimas digestivas, comprovando-se que o conteudo de fibras no alimento
se comporta como fator antinutricional que reduz a digestibilidade de amido e
proteinas (EASTWOOD, 1992; MELITO; TOVAR,1995; LOPEZ et al., 1997).
Contudo, em um estudo feito por CRUZ et al (2004) ndo foi encontrada
correlagdo entre o conteudo de fibras e a digestibilidade protéica, indicando
que mesmo com um alto conteudo de fibras em feijées analisados, observou-se
também valores altos para a digestibilidade, ndo havendo portanto, prejuizo na
digestibilidade da proteina.

Os lipidios sdo moléculas importantes no metabolismo corporal como
um todo, e tém diversas fungdes no organismo. As espécies moleculares de
lipidios presentes no plasma, mais importantes do ponto de vista fisioldgico e
clinico, sdo os acidos graxos, os triacilglicerdis, os fosfoglicerideos e o
colesterol. Os acidos graxos podem ser saturados, mono ou poliinsaturados.
Nos animais, os residuos de acidos graxos predominantes sdo os que tém
cadeia com 16 e com 18 atomos de carbono — o palmitico e o estearico, que
sdo saturados, o oléico e o linoléico, que sao insaturados. Os triacilglicerdis séo

a forma de armazenamento energético mais importante no organismo,
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constituindo depdsitos no tecido adiposo e muscular. Os fosfolipideos tém,
entre outras, a funcao primordial de formar a bicamada que € a estrutura basica
das membranas celulares. O colesterol é precursor dos hormdnios esterdides,
dos acidos biliares, da vitamina D, além de ter importantes funcdes nas
membranas celulares, influenciando na sua fluidez e no estado de ativacao de
enzimas ligadas a membranas. No entanto, em excesso, os lipidios estdo
envolvidos no desenvolvimento de doengas cardiovasculares sendo julgados
como responsaveis pelo desenvolvimento de doengas cardiacas (lll Diretrizes
Brasileiras sobre Dislipidemias e Diretriz de Prevencdo da Aterosclerose da
Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2001).

Os lipidios desempenham um importante papel no que respeita a
qualidade de certos produtos alimentares, particularmente em relacdo as
propriedades organolépticas que os tornam desejaveis (e.g. flavor, cor,
textura). Por outro lado, conferem valor nutritivo aos alimentos, constituindo
uma fonte de energia metabdlica, de acidos graxos essenciais (e.g. acidos
linoleico, linolénico e araquidonico) e de vitaminas lipossoluveis A, D, E e K
(SILVA et al, 1999).

A principal utilizagdo da soja, no Brasil, € como matéria-prima para a
industria de esmagamento, que produz oleo bruto ou degomado e farelo. O
lipideo é utilizado como matéria-prima para a industria alimenticia (6leo
refinado, gorduras hidrogenadas, margarinas, etc) e o farelo é principalmente
utilizado na industria de ragdes. O lipidio de soja é o lider mundial dos d6leos
vegetais representando entre 20 e 24% de todos os Oleos e gorduras
consumidas no mundo (MOREIRA, 1999).

O dleo de soja é obtido dos grdos da soja e seu emprego apresenta
muitas vantagens, tais como: alto conteudo de acidos graxos essenciais;
formagado de cristais grandes, que s&o facilmente filtraveis quando o 6leo é
hidrogenado e fracionado; alto indice de iodo, que permite a sua hidrogenagao
produzindo grande variedade de gorduras plasticas, e refino com baixas perdas
(POUZET, 1996).

Em estudo feito por JEWELL et al.(1980), observou-se que a carne
bovina magra apresenta digestibilidade de 92% e com teor de gordura
apresenta 91%. De acordo com esses dados verifica-se que os lipidios néo

interferiram na digestibilidade protéica da carne bovina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo determinar a influéncia dos
lipidios e das cascas na digestibilidade in vitro de proteina em fontes animal e

vegetal.

3.2. Objetivos Especificos

- Determinar a digestibilidade in vitro de proteinas de diferentes fontes
protéicas, desengorduradas e sem casca no caso dos graos.

- Determinar a fragao lipidica das amostras a fim de avaliar sua influéncia no
método de digestibilidade in vitro de proteinas.

- Avaliar o efeito da fibra, contida na casca dos graos, no método de

digestibilidade in vitro de proteinas.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Enzimologia,
Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) e do Laboratério do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa, MG.

Foram utilizadas as seguintes fontes de proteina: aveia, carne de boi,
carne de frango, carne de peixe, carne de porco, feijao vermelho, leite em po,
proteina texturizada de soja (PTS), quinoa (cereal que €& uma alternativa
protéica de qualidade e € isenta de gluten) soja IAC 17 (resistente ao ataque do
inseto Anticarsia gemmatalis), soja IAC 24 (resistente ao ataque do inseto
Anticarsia gemmatalis), soja IAC PL-1 (convencional), soja UFV TN 105 (isenta
de lipoxigenase) e soja UFV TN 105 KL (isenta de lipoxigenase e inibidor de
tripsina kunitz).

As sojas IAC 17 e IAC 24 foram fornecidas pelo Dr. André Luiz

Lourencgao do Instituto Agrondmico de Campinas.

4.1. Preparo das amostras

Foram utilizados aveia e leite em pd comercial. As carnes de boi (acém
moida), de frango (peito de frango sem pele), de peixe (filé de Merluza) e de
porco (pernil sem gordura aparente) foram cozidas com agua em panelas

domésticas, na proporcao de 1:1 (p/v), até secar a agua. Apds o cozimento, as
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carnes foram congeladas a -80°C, desidratadas em liofilizador por 24 horas e
moidas em multiprocessador doméstico Arno.

Para obtencédo da farinha de feijdo e quinoa cozido, inicialmente foi
realizada uma selegdo manual dos graos para eliminagdo de impurezas e
sujidades. Posteriormente, os graos foram limpos e coccionados em agua, na
proporgao de 1:1,5 (p/v), em panela de pressdo doméstica, durante 40 minutos.
Apds o cozimento, foram secados em estufa de ar circulante (6h/105°C),
sendo, em seguida, moidos em multiprocessador doméstico, utilizando-se
peneiras de 20 mesh.

A proteina texturizada de soja (PTS), adquirida no comércio de Vigosa,
MG, e a quinoa foram moidas em multiprocessador doméstico Arno para a
obtencgao de farinha. As sojas IAC 17 (resistente ao ataque do inseto Anticarsia
gemmatalis), IAC 24 (resistente ao ataque do inseto Anticarsia gemmatalis),
IAC PL-1 (convencional), UFV TN 105 (isenta de lipoxigenase), UFV TN 105 KL
(isenta de lipoxigenase e inibidor de tripsina kunitz) e soja sem casca foram
submetidas a tratamento térmico em estufa de ar circulante, com calor seco de
105°C por 6 horas, em seguida os grdos foram moidos, obtendo-se, entdo,
uma farinha de soja.

A intensidade do tratamento térmico é avaliada através da inativagao
da enzima urease, sendo que faixa na qual se considera um processamento
adequado varia de 0,05 a 0,20. Sendo assim, pesou-se 0,2g da amostra em um
tubo de ensaio. Em seguida o tubo foi tampado e colocado em banho-maria a
30°C. A cada 2 minutos foi adicionado aos tubos 10 mL de uma solugao
tampao de uréia (15g de uréia dissolvida em 500 mL de solu¢do tampao fosfato
0,05 M pH 7,0 e ajustou o pH para 7,0). O branco foi preparado com 0,2g de
amostra e 10mL da solugao tampao fosfato 0,05M. Com o tubo fechado a cada
5 minutos eram agitados. Passados 30 minutos, o conteudo dos tubos foi
transferido para béqueres e o pH medido em potencibmetro devidamente
equilibrado. A determinacdo do pH entre os tubos testes e o branco foi de no
minimo 2 minutos. Entre as determinagdes de pH o eletrodo foi lavado com
solucdo de HCI 0,1N para remover uma possivel camada de proteina aderida a
superficie do vidro. (CARDOSO et al, 2007)
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4.2. Determinacgdo do teor de proteinas

O teor de nitrogénio foi determinado pelo método semimicro Kjeldhal,
segundo AOAC (1995). No calculo de conversao do nitrogénio em proteinas foi

utilizado o fator 6,25.

4.3. Extracao de gordura das amostras

As amostras foram desengorduradas utilizando o método intermitente
de Soxhlet, (AOAC, 1984). O método baseia-se na extracao da fracao lipidica
com éter de petréleo. Apds a extracdo e remocgao do solvente, determinou-se
gravimetricamente a quantidade de lipidios presente, sendo armazenada a
amostra desengordurada.

Para o leite em pd, ndo € possivel obter amostras desengorduradas
pelo método intermitente de Soxhlet, pois a ligagado das proteinas com lipidios,
formando micelas durante o processamento, impede a retirada de todo o teor
de lipidios. Por essa razao foram adquiridas no mercado amostras de leite
integral e desnatado. O teor de lipidios no leite em po integral foi determinado
com o uso do butirbmetro de Teichert, conforme descrito por SILVA et al.
(1997). O método se baseia na separagao e quantificagcdo da gordura por meio
do tratamento de 2,5 g de amostra, apds completa dissolugdo em 10 mL agua,
com 10 mL de acido sulfurico e 1 mL de alcool isoamilico. O acido dissolve as
proteinas que envolvem os globulos de gordura, liberando-a. A liberagcdo de
calor funde a gordura, o que favorece sua separacédo pelo extrator (alcool
isoamilico). A leitura é feita diretamente na escala graduada do butirébmetro

apos centrifugacao e imersao em banho-maria.

4.4. Determinacao do teor de fibra e retirada da casca das amostras

A determinacgao do teor de fibra total, do feijao vermelho e da soja UFV
TN 105, foi realizada pelo Método Enzimatico — Gravimétrico descrito pela
AOAC (1997). As amostras a serem analisadas ndo devem conter mais que 2%
de lipidios, sendo assim foi necessario fazer uma extracdo destes, com éter de

petroleo, das amostras de soja UFV TN 105 com e sem casca.
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A casca das amostras, onde esta a maior concentracao de fibra, foi
retirada seguindo a metodologia descrita por CRUZ et al (2004). Os graos
selecionados foram lavados e aquecidos a 55°C por 3 minutos para ligeira
perda de agua do cotilédone, encolhendo-o, facilitando o desprendimento da
casca. Em seguida, as cascas foram retiradas manualmente, grao a grao. As
cascas foram descartadas e os graos sofreram tratamento térmico (105°C por 6

horas) em estufa de ar circulante.

4.5. Digestibilidade in vitro

Para a determinagao da digestibilidade in vitro, foram analisados dois
métodos por ensaio, utilizando-se um sistema enzimatico contendo as enzimas
tripsina e pancreatina.

A solugcdo enzimatica contendo 2,5 mg de tripsina e 1,6 mg de
pancreatina (mistura das enzimas amilase, tripsina, lipase, ribonuclease e
outras proteases) por mL de solugéo foi preparada antes de cada série de
testes e mantida em banho de gelo. Essa solugdo foi usada para os dois
métodos.

Para avaliagdo da digestibilidade in vitro, utilizaram-se as equagdes
obtidas por PIRES et al (2006), sendo elas diferenciadas para fontes protéicas

animais, vegetais ou as duas associadas.

4.5.1. Método de Queda de pH

O pH de 50 mL da suspensao protéica em agua destilada (contendo
6,25 mg de proteina/mL) foi ajustado para pH 8, sob agitacdo, em banho-maria
a 37°C. Cinco mililitros da solugdo enzimatica foram adicionados a suspensé&o
protéica mantida em banho-maria a 37°C. A queda do pH foi determinada apds
a adicao da solugdo enzimatica por um periodo de 10 minutos (descrito por
HSU et al., 1977, com modificagdes de PIRES et al., 2006).

Para verificar a influéncia do lipidio no método da queda de pH,
utilizou-se a equacao, descritas por PIRES et al (2006), para proteina de

origem animal e vegetal, exceto a caseina, como mostra a figura a seguir:
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Figura 1 — Curva de digestibilidade in vitro elaborada a partir da queda de pH e da
digestibilidade in vivo de todas as proteinas estudadas, exceto a caseina. Cada
ponto representa a média de seis repetigdes (Fonte: PIRES et al, 2006).

Para determinar a influéncia da fibra no método de Queda de pH,
utilizou-se a equacao para proteina de origem vegetal, segundo PIRES et al
(2006):

Digestibilidade x pH
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Figura 2 — Curva de digestibilidade in vitro elaborada a partir da queda de pH e da
digestibilidade in vivo das proteinas de origem vegetal. Cada ponto representa a
média de seis repetigcdes (Fonte: PIRES et al, 2006).
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4.5.2. Método de pH Estético

O pH de 50 mL da suspensao protéica em agua destilada (contendo
6,25 mg de proteina/mL) foi ajustado para pH 8, sob agitagdo, em banho-maria
a 37°C. Cinco mililitros da solugdo enzimatica foram adicionados a suspensao
protéica mantida em banho-maria a 37°C. Em seguida foi adicionado NaOH
0,1N, em quantidade suficiente para manter o pH em 8,0, independentemente
do tempo de 10 min, desde que a queda de pH n&o varie mais do que 0,03
unidades em 1 min. O fator 0,03 foi obtido pela hidrélise da caseina, durante a
queda do pH, entre o tempo de 9 a 10 min, pois a partir desse ponto a
diferenga de pH € muito pequena, ndo sendo, portanto, significativa (CRUZ,
2003). Posteriormente, o volume de NaOH gasto durante o teste foi
determinado (descrito por CRUZ et al., 2003, com modificacées de PIRES et al,
2006).

Para verificar a influéncia do lipidio no método do pH estatico, utilizou-
se a equagao, descrita por PIRES et al (2006), para proteina de origem animal

e vegetal, como mostra a figura abaixo:

Digestibilidade x Vol. NaOH (mL)

100 -
Q *
< 80 - ¢ —3
o
S 60 | %D =-1,4048x2 + 11,573x + 68,524
E R? = 0,8378
2 40 1y = mL de NaOH (0,1N) adicionados
(73]
Q
)
0 I I I I I 1
0 1 2 3 4 5 6

mL de NaOH 0,1N adicionados

Figura 3 — Curva de digestibilidade in vitro elaborada a partir do volume de NaOH gasto para
manter o pH em 8,0 e da digestibilidade in vivo de todas as proteinas estudadas,
exceto a caseina. Cada ponto representa a média de seis repeticdes (Fonte:
PIRES et al, 2006).
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A determinagao da influéncia da fibra no método de pH Estatico n&o foi
avaliada devido ao fato da equagdo desse método para vegetais ter uma

correlacdo (R? = 0,4329) muito baixa com o ensaio in vivo.

Digestibilidade x Vol. NaOH (mL)

100 -
80 - el

%D = -8,4115x2 + 36,696x + 46,192
40 - R? = 0,4329
x = mL de NaOH (0,1N) adicionados

Digestibilidade (%)
(o))
o

0 I I I I I 1
0 1 2 3 4 5 6

mL de NaOH 0,1 N adicionados

Figura 4 — Curva de digestibilidade in vitro elaborada a partir do volume de NaOH gasto para
manter o pH em 8,0 e da digestibilidade in vivo das proteinas de origem vegetal.

Cada ponto representa a média de seis repeticdes (Fonte: PIRES et al, 2006).

4.6. Delineamento estatistico

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) com
nivel de significancia de 1%, para a determinac&o do valor de F. Para valores
significativos, utilizou-se o teste de Tukey a 1% de probabilidade, para
comparagao entre as medias. As analises estatisticas foram processadas com

auxilio do software Saeg 9.1 (Euclydes, 1983).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teor de proteinas

O teor de proteinas, calculado a partir de base umida, nas amostras
estudadas esta representado na Tabela 1. A carne de boi, de frango e de porco
foram as que tiveram o maior teor de proteinas, nao diferindo entre si (p>0,01),
seguida da carne de peixe (70,78%) e PTS (52,12%), que diferiram entre si
(p<0,01).

As sojas IAC PL-1 (45,21%), IAC 17 (44,40%), IAC 24 (44,06%) e UFV
TN 105 KL (41,84%) exibiram valores de proteina iguais em nivel de 1% de
probabilidade, exibindo, entretanto, diferenga (p<0,01) da soja UFV TN 105
(36,12%) e da soja UFV TN 105 sem casca (41,40%). Feijao vermelho sem
casca (25,44%), leite em pé integral (24,77%) e feijao vermelho (23,40%)
também nao apresentaram diferenga entre si (p>0,01).

Segundo NEVES et al (2006), as sementes de leguminosas utilizadas
na alimentacdo contém cerca de 20% a 30% de proteina, exceto a soja e
tremocgo (Lupinus - uma das mais ricas fontes de proteinas entre as sementes
de leguminosas) que apresentam maiores teores. Essas afirmagdes sao
ratificadas com os resultados desse trabalho, onde a digestibilidade do feijao
teve média de 24,42% e da soja de 42,17%.

Em literaturas especializadas, a porcentagem de proteinas no feijao

varia entre 16 e 33% para os diversos tipos de feijao, sendo influenciada pela
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expressao genética, vigor da planta, maturagao, tamanho dos graos, fatores
ambientais e condigbes de armazenamento (OSBORN, 1988; ANTUNES e
SGARBIERI, 1979). MESQUITA et al (2007) afirma que o feijdo é um excelente
alimento, fornecendo nutrientes essenciais ao ser humano, como proteinas,
ferro, calcio, magnésio, zinco, vitaminas (principalmente do complexo B),
carboidratos e fibras. Portanto, como alimento basico e sob o ponto de vista
quantitativo, o feijdo é considerado um alimento protéico, embora, seu

conteudo caldrico, mineral e vitaminico ndo possa ser desprezado.

Tabela 1 — Teores de proteinas das amostras secas analisadas

Amostras Proteinas (g/100 g)
Aveia 18,13"
Quinoa 12,93
Carne de Boi 75,202
Carne de Frango 75,042
Carne de Peixe 70,78°
Carne de Porco 72,27%P
Leite em p6 desnatado 32,94
Leite em po integral 24,779
Feijao vermelho 23,40°
Feijao vermelho sem casca 25,449
Proteina Texturizada de Soja (PTS) 52,12°
Soja IAC 17 44 40°%
Soja IAC 24 44,06%¢
Soja IAC PL-1 45,21¢
Soja UFV TN 105 36,12'
Soja UFV TN 105 KL 41,84%¢
Soja UFV TN 105 sem casca 41,40°

Os resultados sdo médias de triplicatas.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 1% de

probabilidade.

Estudos feitos por PIRES et al (2006) e MONTEIRO et al (2004)

encontraram para a soja convencional 41,85 e 39,55% de proteina,
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respectivamente, e para a soja isenta de inibidor de tripsina Kunitz e de
lipoxigenases, 40,0 e 42,44% de proteina, respectivamente. Os resultados
desses autores confirmam os encontrados nesse trabalho, onde a soja
convencional (IAC PL-1) obteve 45,21% de proteina e a soja isenta de inibidor
de tripsina Kunitz e de lipoxigenases, (UFV TN 105 KL) apresentou 41,84% de
proteina.

O teor de proteina do feijdo vermelho integral (23,40%) e sem casca
(25,44%) nao apresentou diferenga entre si (p>0,01). Ao contrario desse
resultado, PEREIRA e COSTA (2002) afirmaram a existéncia de variagdo no
teor protéico entre feijao integral e sem casca, onde encontraram para o feijao
preto sem casca, 19,7% de proteina e para o feijdo preto com casca, 22,0% de
proteina. Esta variacdo pode ser decorrente da diferenca entre os cultivares
estudados, da diferenca nas condicdes de plantio e/ou do armazenamento ou
da variabilidade ao se descascar o feijao manualmente. Ja a soja UFV TN 105
com casca (36,12%) e sem casca (41,40%) obteve diferenga no teor de
proteina.

De todas as amostras estudadas, a aveia (18,13%) e a quinoa
(12,93%) foram as que apresentaram menor teor de proteinas, diferindo entre
si e das demais (p<0,01), embora esses teores sejam mais altos do que os
normalmente encontrados para outros cereais, como milho, arroz e trigo.

A Figura 5 ilustra os teores de proteina das fontes integrais e sem

casca.
e 50 . 41,407
\6 40 36,12
5 30 23,40° 25,44°
g 20
v 10
U 0 T
P
8 Soja UFV TN 105 Feijdo Vermelho
|_

Amostras

| Integral O Sem Casca

Figura 5 — Valores do teor de proteina da soja UFV TN 105 e do feijao vermelho das amostras
integrais e sem casca. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade.

22



Percebe-se que as amostras com menor teor de fibra apresentaram
maior teor de proteina, sendo essa diferencga significativa (p<0,01) apenas na
soja UFV TN 105. Esse resultado mostra que na casca dos graos ha maior
concentracido de fibra, com baixo teor de proteina. Sendo assim, ao retirar a
casca, a quantidade de proteina sera praticamente a mesma, porém em uma
menor massa do gréo, explicando assim o aumento na porcentagem protéica

nas amostras sem casca de soja UFV TN 105 e de feijao vermelho.
5.2. Teor de lipidio

A Tabela 2 apresenta o teor de lipidios das amostras analisadas. O
leite em pd integral € a fonte com maior teor de lipidio (26,72%), diferindo das
demais (p<0,01), seguida pela carne de porco (22,73%). A amostra com menor

teor de lipidio foi a proteina texturizada de soja, com apenas 0,58%.

Tabela 2 — Teores de lipidio das amostras analisadas

Amostras Lipidio (g/100 g)
Aveia 7,98'
Quinoa 5,62"9
Carne de Boi 19,30°
Carne de Frango 4,919
Carne de Peixe 1,35"
Carne de Porco 22,73°
Leite em po integral 26,72°
Feijao Vermelho 1,35"
Proteina Texturizada de Soja (PTS) 0,58
Soja IAC 17 17,78°1
Soja IAC 24 11,84°
Soja IAC PL-1 15,95¢
Soja UFV TN 105 20,27°°¢
Soja UFV TN 105K L 16,17¢

Os resultados sdo médias de duplicatas.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 1% de

probabilidade.
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MORAES et al (2006) obteve uma média no teor de lipidio de 20,60%,
variando de 24,03% a 18,56% e VIEIRA et al (1999) obtiveram porcentagens
de o6leo variando de 22,24% a 23,80%, observando que a medida que se
aumenta o teor de proteina, o teor de d6leo é reduzido.

No presente trabalho, dentre as amostras de soja, a soja sem
lipoxigenase (UFV TN 105) apresentou maior teor de lipidio (20,27%) deferindo
das demais variedades: IAC 17 (17,78%), UFV TN 105 KL (16,17%), IAC PL-1
(15,95%), IAC 24 (11,84%), com p<0,01. Essa alta porcentagem de lipidio na

soja UFV TN 105 pode explicar o baixo teor de proteina da mesma.

5.3. Teor de fibra

A Tabela 3 apresenta os teores de fibra total das amostras de feijao

vermelho e soja UFV TN 105 com e sem casca.

Tabela 3 — Teores de fibra total das amostras analisadas

Fibra (g/100 g)

Amostras
Integral Sem casca
Feijao vermelho 21,31 18,81
Soja UFV TN 105 25,75 16,97

As amostras de feijao vermelho obtiveram teor de fibra de 21,31% para
a amostra integral e 18,81% para a amostra sem casca. Outros autores
afirmaram que os feijdes possuem em torno de 15 a 25% de fibra alimentar e
constituem uma boa fonte de fibra alimentar soluvel e insoluvel (HUGHES;
SWANSON, 1989; HUGHES, 1991).

A soja apresentou 25,75% de fibra total para a amostra integral e
16,97% de fibra total para a amostra sem casca. SARMENTO et al (2001)
encontraram 18,99% de fibra em detergente neutro (que estima uma das
fragcbes do conteudo total de fibra, composto por celulose, hemicelulose e

lignina) para a soja integral.
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A diferenca encontrada no teor de fibra dos outros autores e os
encontrados no presente trabalho pode ser explicada pelo uso de técnicas de
determinacao diferentes. Mas percebe-se que o alto teor de fibra encontrado

para a soja e o feijao integrais indica que a casca contém grande quantidade
deste componente.

A Figura 6 ilustra os teores de fibra total das fontes integrais e sem
casca.

30 25,75
25 | 21,31
18,81

16,97

Teor de Fibra (%)
o

Feijao Vermelho Soja UFV TN 105

Amostras
mIntegral @O Sem casca

Figura 6 — Valores do teor de fibra do feijao vermelho e da soja UFV TN 105 das amostras
integrais e sem casca.

25



5.4. Teste de Urease

A Tabela 4 apresenta os resultados do teste de uréase feito nas
amostras de soja pra verificar o efeito do tratamento térmico nos graos. O
indice de urease elevado (>0,20) indica que o calor aplicado foi insuficiente e
indice de urease baixo (<0,05), indica que o calor foi excessivo. Sendo assim,
podemos observar que o tratamento térmico aplicado nesse trabalho (105°C

por 6 horas) foi insuficiente para desativar os fatores antinutricionais das sojas.

Tabela 4: Teor de urease das sojas analisadas

pH

Amostras A pH
Tampao Fosfato Tampao Fosfato Uréia

6,88 8,59 1,71

Soja IAC 17 6,84 8,53 1,69
6,84 8,65 1,81

Soja IAC 24 6,88 8,63 1,75
6,77 8,76 1,99

Soja IAC PL-1 6,84 8,80 1,96
6,84 8,38 1,54

Soja UFV TN 105 6,87 8,45 1,58
6,87 8,25 1,38

Soja UFV TN 105 KL 6,88 8,28 1,40
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5.5. Digestibilidade in vitro

A digestibilidade € o primeiro fator que reflete a eficiéncia da utilizagao
protéica da dieta, portanto, pode ser considerada um condicionante de sua
qualidade (CHIARADIA, 1997). Sendo assim, os métodos ajustados por PIRES
et al (2006) para proteinas de origem animal e vegetal proporcionam valores de
digestibilidade in vitro bem proximos daqueles in vivo, permitindo, assim, o uso
dessas metodologias como uma forma rapida e barata para a predigdo da
digestibilidade de proteinas.

Estudos da FAO/WHO (1991) e da FAO/WHO/UNU (1985)
identificaram varios fatores que contribuem para a menor digestibilidade das
proteinas de alimentos vegetais em relagdo as proteinas animais. A presenca
de fatores dietéticos (compostos fendlicos, componentes da fibra alimentar,
pigmentos, inibidores de enzimas e outros) modificam a digestdo e as reacdes
quimicas que alteram a liberacdo de aminoacidos e de proteinas por processos
enzimaticos.

Os valores obtidos para a digestibilidade in vitro das amostras integrais
estudadas variaram entre 32,13% (UFV TN 105 — soja sem lipoxigenase) e
90,76% (PTS) (Tabela 5). Essa grande variedade era esperada ja que os
alimentos analisados foram de origem vegetal, com uma menor digestibilidade
protéica devido aos fatores antinutricionais, € animal, que possui uma alta
digestibilidade.

Em estudo feito por PIRES et al (2006), as proteinas de origem animal
apresentaram maiores valores de digestibilidade verdadeira (obtida por ensaio
in vivo com animais) que as de origem vegetal, possivelmente devido a
auséncia de fatores antinutricionais, os quais, sabidamente, contribuem para
diminuir a digestibilidade em alimentos de origem vegetal. De acordo com
BRESSANI (1989), a maioria das proteinas de origem animal tem boa
digestibilidade, implicando em uma absorgdo de aminoacidos de forma eficaz.
Nesse presente estudo, a maior digestibilidade foi da proteina texturizada de
soja (fonte vegetal), 90,76%, seguida das carnes (fonte animal) n&o diferindo
estatisticamente entre si (Tabela 5). A maior digestibilidade da PTS pode ser
explicada pelo processamento ao qual é submetido o farelo de soja, resultando

em uma melhora da digestibilidade protéica, no qual os fatores antinutricionais
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sao retirados durante o processamento.

Pelo método de digestibilidade in vitro de queda de pH, as sojas UFV
TN 105 K L (57,11%), IAC 17 (52,91%), IAC PL-1 (52,21%), IAC 24 (46,16%)
nao difeririam entre si com significancia de 1%, diferente da soja UFV TN 105
(32,13%) que obteve a menor digestibilidade de todas as amostras, com
diferengca estatistica (p<0,01). O feijao vermelho apresentou 46% de
digestibilidade, n&o diferindo da digestibilidade das soja (Tabela 5).

Apesar do alto teor protéico, a qualidade nutricional das proteinas de
reserva de leguminosas mostra-se baixa em comparagao com fontes protéicas
de origem animal. Isso é resultante, entre varios fatores, de caracteristicas
estruturais, da digestibilidade e da deficiéncia de aminoacidos sulfurados das
proteinas, assim como da presencga de fatores antinutricionais, em especial os
inibidores de tripsina e lectinas (NEVES et al, 2006).

No trabalho realizado por PIRES et al (2006), de todas as proteinas
analisadas, aquela que apresentou menor digestibilidade verdadeira foi a soja
convencional (71,76%), ndo diferindo estatisticamente da soja isenta de inibidor
de tripsina Kunitz e lipoxigenases, que apresentou 74,26% de digestibilidade.
Esses dados confirmam os resultados encontrados no presente trabalho, onde
a soja convencional (Soja IAC PL-1) apresentou 52,21% e a soja isenta de
inibidor de tripsina Kunitz e lipoxigenases (UFV TN 105 KL) apresentou 57,11%
de digestibilidade protéica, ndo tendo diferenca entre si (p>0,01). Isto mostra
que a eliminagao genética deste inibidor ndo levou a um aumento significativo
na digestibilidade protéica. MONTEIRO et al (2004) encontraram digestibilidade
verdadeira de 86,36% para variedade de soja convencional e de 90,59% para a
soja isenta KTI-LOX-.

Uma possivel explicacdo para as diferencas encontradas entre os
valores de MONTEIRO et al (2004), de PIRES et al (2006) e do presente
trabalho pode estar no método de preparo das amostras, como o bindmio
tempo e temperatura utilizados no tratamento térmico da soja. HERKELMAN et
al (1992), estudando o efeito de cultivares (com teor normal x baixo teor de
KTI) e do tratamento térmico sobre a digestibilidade aparente da proteina da
soja administrada a suinos, observaram que animais expostos a dietas com
soja convencional apresentaram desempenho inferior a animais que receberam

dietas com soja com baixo teor de KTI. Porém, um adequado tratamento
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térmico é requerido para melhorar o valor nutricional de ambos os tipos de soja.

No presente trabalho foi encontrado, para o feijdo vermelho,
digestibilidade protéica de 46,00% para o método de queda de pH e 73,33%
para o método de pH estatico. Comparando-se esses resultados de
digestibilidade in vitro aos encontrados na literatura, cujos percentuais variaram
de 48,80 a 73,00% (EGGMENDONCA et al., 2003; ESTEVES, 2000; RIOS et
al., 2003), observa-se que os resultados deste trabalho estdo dentro do
esperado. Mas deve-se ressaltar que o valor da digestibilidade in vitro pelo
método de pH estatico se aproxima mais da digestibilidade in vivo como
encontrado por CRUZ, 2003 (88,61% de digestibilidade verdadeira para o feijao
vermelho) e PIRES, 2005 (78,70% de digestibilidade verdadeira para o feijao

Pérola)

5.5.1 Influéncia do lipidio no método de digestibilidade in vitro

A Tabela 5 mostra os valores de digestibilidade das amostras integrais
e desengorduradas, analisados utilizando os meétodos de queda de pH e pH
estatico, respectivamente. As analises de variancia (anexo 1) mostraram que
nao ha diferenga estatistica (p>0,01) entre a digestibilidade in vitro das
amostras integrais e desengorduradas, nos métodos de queda de pH e de pH
estatico. Sendo assim, pode-se afirmar que o lipidio nao interfere na
determinacdo da digestibilidade protéica utilizando-se estes métodos de
digestibilidade protéica in vitro.

Comparando-se a digestibilidade protéica in vitro encontrada nesse
trabalho e a digestibilidade in vivo encontrada por PIRES et al (2006) pode-se
afirmar que a melhor equacgéao para avaliar fontes protéicas de origem vegetal é
a de pH Estatico, uma vez que os valores in vivo foram de 74,26% para a soja
sem lipoxigenase e inibidor de tripsina e de 71,76% para a soja convencional.
O feijao obteve uma digestibilidade de 78,70%. Esses valores se aproximam
mais dos encontrados no método de pH estatico onde a digestibilidade da soja
variou de 71,78 a 72,03% e do feijao 73,33%.
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Tabela 5: Valores de digestibilidade in vitro, calculados pela equagao do

método de Queda de pH e pH estatico, das amostras protéicas integrais e

desengorduradas
% Digestibilidade
Amostras Queda de pH’ pH estatico”
Integral  Desengordurada  Integral  Desengordurada

Quinoa 72,61 68,35 75,59"° 74,54
Carne de Boi 83,89%" 83,67 75,77°¢ 76,60
Carne de Frango 78,3920 55,89 76,41°°¢ 72,17
Carne de Peixe 90,142 88,04 79,27%P 80,64
Carne de Porco 71,67° 66,21 74,29¢ 71,18
Leite em po 85,62 86,87 84,53 82,40
Feijao vermelho 46,00° 43,82 73,33%¢ 73,68
PTS 90,76% 91,17 - -
Soja IAC 17 52,91° 62,36 71,90° 71,63
Soja IAC 24 46,16° 35,85 71,86° 71,01
Soja IAC PL-1 52,21° 51,97 72,03° 70,86
Soja UFV TN 105 32,13¢ 42,55 71,69° 72,13
Soja UFV TN 105 KL 57,11° 55,00 71,78° 71,70

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.
*9%D = -230,65pH? + 3270,9pH — 11505 (R? = 0,7904)
“%D =-1,4048%> + 11,573x + 68,524 (R? = 0,8378); em que: x = mL de NaOH (0,1 N) adicionados.

Para as fontes protéicas de origem animal o método in vitro que

apresentou valores mais proximos ao in vivo foi o0 método de Queda de pH,

onde as carnes tiverem uma digestibilidade de 91,13 a 93,37% e no presente
trabalho 71,67 a 90,14%.
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As Figuras 7 e 8 ilustram os diferentes valores de digestibilidade in
vitro, pelos Métodos de queda de pH e pH estatico, das fontes integrais e

desengorduradas.

Valores de digestibilidade in vitro das amostras integrais
e desengorduradas pelo Método de Queda de pH
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Figura 7 — Valores de digestibilidade in vitro pelo Método de Queda de pH das amostras
integrais e desengorduradas.

Valores de digestibilidade in vitro das amostras integrais
e desengorduradas pelo Método de pH Estético
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Figura 8 — Valores de digestibilidade in vitro pelo Método de pH Estatico das amostras integrais
e desengorduradas.
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As Figuras 9 a 12 mostram o comportamento de algumas amostras,

integrais e desengorduradas durante os 10 minutos da queda do pH.

Queda de pH ap0s a adicédo da solucéao de
enzimas
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Figura 9 — Queda de pH da proteina texturizada de soja, integral e desengordurada, apés a
adicao da solugao enzimatica.
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Figura 10 — Queda de pH da carne de peixe, integral e desengordurada, apos a adigao da
solugao enzimatica.
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Figura 11 — Queda de pH do feijao vermelho, integral e desengordurada, apds a adi¢cdo da
solugao enzimatica.
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Figura 12 — Queda de pH da soja UFV TN 105 KL, integral e desengordurada, apos a adigéo
da solugao enzimatica.

Percebe-se que as curvas tiveram comportamento semelhante aquelas
apresentadas pelas amostras integrais e desengorduradas. Essa semelhancga
na curva indica que apdés a adicdo da solucdo de enzimas as amostras
integrais e desengorduradas obtiveram hidrolise protéica semelhantes e,
consequentemente, valores de pH préximos em tempos iguais. Sendo assim, a
digestibilidade protéica in vitro pelo método de Queda de pH dispensa

desengordurar as amostras protéicas antes da analise.
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5.5.2 Influéncia da fibra no método de digestibilidade in vitro

A presengca de fibra, notavelmente polissacaridios estruturais de
paredes celulares, e suas interagdes com proteinas podem reduzir a
acessibilidade da proteina a protedlise, causando reducédo de digestibilidade
(GALLAND-IRMOULI et al. 1999; MELITO e TOVAR, 1995). Sabe-se que a
fibra pode interferir na absor¢ao de alguns minerais, dificultando o crescimento
de animais experimentais (BEDNAR et al. 2001).

No presente trabalho, a fibra presente em sua grande maioria na casca
do vegetal, causou alteracao significativa (p<0,01) na digestibilidade in vitro no
método de queda de pH. O método de pH estatico para proteinas de origem
vegetal tem uma baixa correlagdo com o ensaio in vivo (R? = 0,4329), por isso
nao foi utilizado para predizer a digestibilidade in vitro das amostras protéica.

A soja UFV TN 105, no método de queda de pH, obteve digestibilidade
protéica de 47,79% para a amostra integral e 51,99% para a amostra sem
casca, tendo assim um aumento significativo (p<0,01) na digestibilidade apds a

retirada da casca do gréao (Tabelas 6 ).

Tabela 6: Valores de digestibilidade in vitro, calculados pela equagao do
método de Queda de pH, das amostras integrais e sem casca

% Digestibilidade

Amostras
Integral Sem casca
Feijao vermelho 55,84° 69,99°
Soja UFV TN 105 46,81° 54,122

Médias seguidas por uma mesma letra em uma mesma linha n&o diferem entre si ao nivel de
1% pelo teste F.
*%D =-122,53pH2 + 1725,3pH — 5986,7 (R2 = 0,8178).

Na Tabela 6, método de queda de pH, o feijao vermelho teve um
aumento na digestibilidade apds a retirada da casca de 25,98% e a soja UFV

TN 105 obteve um aumento de 15,16%. A maior diferenga na digestibilidade do
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feijao pode ser explicada pela alta concentragcao de tanino na casca do mesmo,
0 que nao acontece na casca da soja.

Para o feijdo, a digestibilidade de proteinas varia entre 50 e 80%,
sendo tipicamente menor que a de produtos de origem animal (80 a 95%)
(NAVARRETE et al., 1981). Essa baixa digestibilidade €& considerada o
principal fator responsavel pelo baixo valor nutritivo dos feijdes (HUGHES,
1991).

No presente trabalho, para o feijao vermelho a digestibilidade protéica
da amostra integral e sem casca foi de 55,84% e 69,99% no método de queda
de pH. Deste modo, afirma-se que a casca interferiu no método de
digestibilidade in vitro (p<0,01), aumentando-a na retirada da casca dos graos.
Valor parecido foi encontrado por HERNANDEZ et al. (1984), onde a
digestibilidade in vitro do feijao preto foi de 58,4%. SGARBIERI & WHITAKER
(1982) encontraram no experimento para a digestibilidade verdadeira do feijao
preto sem casca, 76,8%.

BRESSANI (1993) apontou ser multicausal a reduzida digestibilidade
das proteinas do feijao e de outras leguminosas, havendo, além dos inibidores
de proteases, outros fatores ligados a casca (taninos), aos cotilédones
(proteinas, taninos e fitatos), ao processamento e ao armazenamento. O tanino
faz parte de um grupo heterogéneo de compostos fendlicos presentes nos
vegetais e pode interagir com as proteinas, formando complexos. Esta
interagcado podera ocorrer tanto com as proteinas dos alimentos, como com as
enzimas do trato gastrintestinal (COELHO & LAJOLO, 1993). Os taninos, em
quase sua totalidade, encontram-se na casca dos graos, principalmente no
feijao de cor (COELHO, 1991).

Outro componente da casca que pode interferir na digestibilidade é o
acido fitico. O acido fitico, por ser carregado negativamente, também forma
complexos com proteinas de cargas positivas e diminui, assim, a digestibilidade
deste nutriente (TORRE et al., 1991).

De acordo com BRESSANI (1989), o tegumento do feijao preto é rico
em taninos, os quais interferem no processo digestivo, por interagdo com a
proteina ingerida ou com as enzimas digestivas presentes no trato
gastrintestinal. Portanto, é esperado que a digestibilidade e qualidade protéica

seja mais elevada e o menor conteudo de taninos no feijdo descascado e
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cozido. Segundo o mesmo autor, a digestibilidade protéica requer estudos
adicionais sobre os fatores inerentes a semente e sobre o processo que a torna
tdo baixa. Ele sugere levar isto em consideragdo quando se trata de seu

consumo.

As Figuras 13 e 14 mostram o comportamento das amostras integrais e
sem casca durante os 10 minutos da queda do pH.

Quedade pH apés a adicdo da solucao de

enzimas
8,2 1
8,0 %
T
L 78
7,6
7,4 T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo (min)
—e— Feijao Integral Feijdo sem casca

Figura 13 — Queda de pH do feijao vermelho, integral e sem casca, apés a adigdo da solugéo
enzimatica.
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Figura 14 — Queda de pH da Soja UFV TN 105, integral e sem casca, apos a adigdo da solugao
enzimatica.
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Pode-se perceber que as curvas, apos 10 minutos de adicdo da
solugdo de enzimas, as amostras sem casca obtiveram uma maior queda em
relacdo as amostras integrais, ou seja, houve maior hidrolise da proteina com
menor teor de fibra. Sendo assim, pode-se afirmar ha maior digestibilidade

protéica dos alimentos com menor teor de fibra.

As Figuras 15 e 16 ilustram os diferentes valores de digestibilidade in
vitro, pelos Métodos de queda de pH e pH estético, das fontes integrais, e sem

casca.

Valores de digestibilidade in vitro das amostras
integrais e sem casca pelo Método de Queda de pH

80 -
70
60 -
50 -
40 -
30 -
20 +
10

(%)

M Integral

O Sem casca

Digestibilidade in vitro

0 - -
Feijao vermelho Soja UFV TN 105
Amostras

Figura 15 — Valores de digestibilidade in vitro pelo Método de Queda de pH das amostras
integrais e sem casca.
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Valores de digestibilidade in vitro das amostras
integrais e sem casca pelo Método de pH Estatico
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c 50 -
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= 20 -
= 10
0
o 0
[a) Feijdo vermelho Soja UFV TN 105
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Figura 16 — Valores de digestibilidade in vitro pelo Método de pH Estatico das amostras
integrais e sem casca.

ApOs realizadas as analises de quantificagcado do teor de proteina e da
digestibilidade protéica in vivo, pode-se afirmar que as fontes protéicas de
origem animal tém uma melhor qualidade protéica em relacdo as fontes de
origem vegetal, destacando-se a proteina texturizada de soja, que obteve uma

otima digestibilidade e uma quantidade consideravel de proteina.
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6. CONCLUSOES

As equagdes descritas por PIRES et al (2006) sdo uma o6tima
alternativa para a determinac&o da digestibilidade protéica de um alimento. No
método da queda do pH, as melhores equacbes que correlacionam
digestibilidade com queda de pH foram obtidas para todas as fontes protéicas e
para as proteinas de origem vegetal, com R? de 79,04 e 81,78%,
respectivamente. No método do pH estatico, quando se correlacionou a
digestibilidade com o volume de NaOH necessario para manter em 8,0 o valor
de pH, a melhor equacdo foi obtida quando se trabalhou com todas as
proteinas (R? de 83,78%).

No presente trabalho as proteinas de origem animal apresentaram os
maiores valores de digestibilidade in vitro que as de origem vegetal, exceto a
proteina texturizada de soja que apresentou maior digestibilidade devido ao
processamento sofrido. Dentre as carnes, a de peixe foi a proteina com maior
digestibilidade, porém n&o diferiu das demais amostras de carne, indicando que
as fontes protéicas originarias das carnes apresentam a mesma digestibilidade.

A proteina texturizada de soja exibiu valor de digestibilidade protéica
superior aos da soja convencional (IAC PL 1) e da soja isenta de inibidor de
trispina Kunitz e de lipoxigenases (UFV TN 105 KL), evidenciando melhora na
digestibilidade da proteina de produtos a base de soja submetidos a
processamento térmico.

No presente trabalho, verificou-se ainda que nao houve influéncia do
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conteudo de lipidio na digestibilidade protéica, indicando que o lipidio das
amostras nao interferiu no método de digestibilidade in vitro de queda de pH e
pH estatico. Desse modo ndo é preciso desengordurar as amostras antes de
realizar o experimento de digestibilidade in vitro, dispensando-se entdo uma
etapa nessa técnica, economizando tempo e amostra, tornando-se ainda mais
facil a utilizacdo desses métodos para alimentos com alto teor de lipidio em
industrias de alimentos.

A fibra, presente em grande quantidade na casca dos gréos, interferiu
na digestibilidade in vitro, tanto no método de queda de pH quanto no método
de pH estatico. Sendo assim, faz-se necessario a retirada da casca dos
vegetais ricos em fibra para utilizagdo das equacgdes descritas por PIRES et al
(2006). A retirada da casca pode nao corresponder a realidade do consumo de
um determinado alimento, como por exemplo, o feijao que normalmente &
consumido com casca. Desse modo, seria interessante a dedugao de outra
equagao, que correlacione a digestibilidade in vivo e in vitro de um numero
maior de amostras ricas em fibra, exclusiva para alimentos fibrosos, sem ter

necessidade da retirada da parte rica em fibra.
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Anexo — Analises de Variancia

Tabela A- Resumo da analise de variancia para proteina das fontes analisadas.

FV GL SQ QM F
Fonte 16 19446,60 1215,41 1267,61*
Residuo 34 32,60 0,96
Total 50 19479,20

* Significativo a 1% pelo teste F

Tabela B- Resumo da analise de variancia para lipidio das fontes analisadas.

FV GL SQ QM F
Fonte 13 1768,711 136,055 481,98*
Residuo 14 3,952 0,285
Total 27 1772,663

* Significativo a 1% pelo teste F

Tabela C- Resumo da analise de variancia para o método de queda de pH, das

amostras integrais e desengorduradas

FV GL sQ QM F
Fonte proteica 12 49849.3 4154 .1 112.01°
Gordura 1 178.8 178.8 4.82N°
Fonte x gordura 12 24423 203.5 5.49N°
Residuo 130 4821.1 371
Total 155 57291.5369

* Significativo a 1% pelo teste F

NS No significativo a 1% pelo teste F

FV = Fonte Variavel

GL = Grau de Liberdade
SQ = Soma dos Quadrados
QM = Quadrado Médio
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Tabela D- Resumo da analise de variancia para o método de pH estatico, das

amostras integrais e desengorduradas

FV GL sSQ QM F
Fonte 11 1888,3 171,7 42 1%
Gordura 1 23,1 23,1 57N
Fonte x Gordura 11 89,0 8,1 2,0N°
Residuo 116 472,8 4.1

Total 139 2473,2

* Significativo a 1% pelo teste F

NS No significativo a 1% pelo teste F

Tabela E- Resumo da analise de variancia para o método de queda de pH, das

amostras integrais e sem casca

FV GL sSQ QM F
Fonte 1 930,4475 930,4475 70,18*
Fibra 1 690,5949 690,5949 52,09*
Fonte x Fibra 1 69,9985 69,9985 5,3N°
Residuo 20 265,1432 13,2572

Total 23 1956,1841

* Significativo a 1% pelo teste F

NS No significativo a 1% pelo teste F

FV = Fonte Variavel

GL = Grau de Liberdade
SQ = Soma dos Quadrados
QM = Quadrado Médio
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Tabela F- Resumo da analise de variancia para o método de pH estatico, das

amostras integrais e sem casca

FV GL sQ QM F
Fonte 1 297,5708 297,5708 71,80*
Fibra 1 3,2769 3,2764 0,791N°
Fonte x Fibra 1 41,4086 41,4086 9,99*
Residuo 16 66,3128 4,1445

Total 19 408,5691

* Significativo a 1% pelo teste F

NS No significativo a 1% pelo teste F

FV = Fonte Variavel

GL = Grau de Liberdade
SQ = Soma dos Quadrados
QM = Quadrado Médio
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