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RESUMO

OLIVEIRA, Gustavo Fonseca, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa.
fevereiro, 2010. Desenvolvimento e caracterizagdo de isolado protéico de
soja modificado com hexametafosfato de sédio. Orientador: José Carlos
Gomes. Co-orientadores: Marco Tulio Coelho Silva e Hércia Stampini Duarte
Martino.

A alergia ao leite de vaca é a intolerancia alimentar mais comum da faixa
etaria pediatrica. Criancas de até trés anos de idade sdo mais suscetiveis ao
aparecimento da alergia alimentar possivelmente por imaturidade da mucosa
intestinal e do sistema imunoldgico. Neste caso, o tratamento mais adequado &
a substituicdo do leite de vaca, e derivados, da dieta, por alimentos palataveis,
sem reacdes cruzadas com o leite de vaca, de custo acessivel e que sejam
adequadas quanto as propriedades nutricionais. Assim, produtos formulados a
base de soja sdo considerados seguros e eficazes, proporcionando uma
alternativa nutricional valida para uma parte expressiva de pacientes com
alergia ao leite de vaca. Buscou-se, no presente trabalho, modificar o perfil de
solubilidade, em relacdo ao pH, da proteina da soja utilizando-se
hexametafosfato de sédio, de modo que tal proteina apresentasse
comportamento adequado durante o processo de digestdo. Observou-se que 0
tratamento com hexametafosfato 10% m/m foi eficiente em reduzir a
solubilidade das proteinas da soja em valores de pH inferiores ao ponto
isoelétrico. A partir do ponto isoelétrico a solubilidade do isolado modificado
aumenta sensivelmente, inclusive ficando superior a solubilidade do isolado
nao modificado, o que facilita sobremaneira a utilizacdo deste em produtos
alimenticios onde a solubilidade é uma propriedade importante. A baixa
solubilidade das proteinas em pH estomacal € importante para o processo de
coagulacdo. Devem-se formar coagulos firmes, mas suficientemente macios
para uma apropriada digestdo no intestino delgado. A formacao inapropriada
de coagulo pode causar crescimento descontrolado de bactérias e desordens
intestinais. Os indices de qualidade protéica foram determinados por ensaio
biolégico e os resultados foram considerados apropriados, principalmente
quanto a digestibilidade que ndo apresentou diferenca significativa em relagcéo
a caseina (p>0,05).
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Gustavo Fonseca, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa.
February, 2010. Development and characterization of modified soy protein
isolate with sodium hexametaphosphate. Adviser: José Carlos Gomes. Co-
advisers: Marco Tulio Coelho Silva and Hércia Stampini Duarte Martino.

Allergy to dairy products is the most common food intolerance in
childhood. Because immaturity of intestinal mucosa and of immune system
children under three years old are most susceptible to the onset of food allergy.
This situation requires replace of dairy products in the diet by foods without
cross-reactivity with cow's milk protein, affordable and which are appropriate
regarding nutritional properties. Thus formulated products based on soy are
considered safe and effective, providing an alternative nutritional solution for
patients with allergy to dairy products. Modification of the profile of solubility in
relation to pH of soy protein suspension was the approach in this study. Sodium
hexametaphosphate was the chemical agent used to modify the protein
solubility profile. It was observed that treatment with 10% w/w sodium
hexametaphosphate was effective in reducing the solubility of soy proteins at
pH values below the isoelectric point. Above the isoelectric point the solubility of
modified soy protein isolate increased considerably, higher than the solubility of
the unmodified protein isolate. This behavior facilitates the use of this modified
soy protein isolate in products where solubility is an important parameter. The
low solubility of proteins in the stomach pH is important for the clotting process.
Firm clots but soft enough for a proper digestion in the small intestine should be
formed. Inappropriate clot formation can cause uncontrolled growth of bacteria
and intestinal disorders. The protein quality indices were determined by
biological assay and the results revealed encouraging applications, especially
because digestibility showed no significant difference compared to casein (p>
0.05).
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1. INTRODUCAO

A alergia ao leite de vaca é a intolerancia alimentar mais comum da faixa
etaria pediatrica, com varios relatos de literatura apontando prevaléncia de até
7% em criancas menores de 3 anos de idade. As manifestacdes clinicas sao
extremamente variadas, encontrando-se acometimento cutédneo, gastrintestinal,
respiratério e, mais raramente, as manifestacdes cardiovasculares, incluindo
choque anafilatico (SAMPSON, 1992).

Criancas de até trés anos de idade sdo mais suscetiveis ao aparecimento
da alergia alimentar possivelmente por imaturidade da mucosa intestinal e do
sistema imunolégico, com conseqglente prejuizo na absorcdo e maior
desenvolvimento de sensibilidade as macromoléculas absorvidas. Este
processo pode ocorrer também no adulto, por mecanismo bastante parecido
(SAMPSON, 1997).

O tratamento mais adequado é a exclusdo do leite de vaca, e derivados,
da dieta, por alimentos mais palataveis, sem reacfes cruzadas com o leite de
vaca, de custo acessivel e que sejam adequadas quanto as propriedades
nutricionais, garantindo bom desenvolvimento dos pacientes. Dentre esses
alimentos, destacam-se aqueles a base de soja e os hidrolisados protéicos
(SICHERER, 2000).

Segundo Muraro et al. (2002), formulacfes a base de soja sdo seguras e
eficazes, proporcionando uma alternativa nutricional valida para pacientes com
alergia ao leite de vaca. Além disso, elas sdo mais baratas e mais agradaveis
sensorialmente, principalmente as do isolado protéico de soja, quando

comparadas com formulac@es de alto grau de hidrdlise.

As proteinas de soja sdo mais eficazes no tratamento de criancas
alérgicas as proteinas do leite de vaca quando esta alergia € mediada por
imunoglobulinas E (IgE), ou seja, alergia verdadeira. Entretanto, em criangas
com intolerancia ao leite de vaca, a ocorréncia de intolerancia a soja mostrou
ser mais comum e, neste caso, formulacées com alto grau de hidrélise sé&o
recomendadas (MORO et al., 2002).



A soja [Glycine max (L.) Merrill], um gréo nativo da China, € uma das mais
antigas culturas do extremo oriente. Durante séculos, os chineses e outros
povos orientais, incluindo japoneses, coreanos e sudeste-asiaticos,
costumavam usar a soja de varias formas como uma das mais importantes
fontes de proteina e 6leo para alimentacdo. Agora este grao é visto por alguns
como uma arma contra a fome mundial e uma fonte de proteina do futuro. Mais
recentemente, a soja tem sido investigada como uma possivel arma contra

doencas croénicas (LIU, 1997).

A proteina da soja supera todos 0s outros suplementos nos programas de
nutricdo ao redor do planeta. Esta vantagem sobre outras proteinas € atribuida
a abundancia da soja, baixo custo e um programa de pesquisa ativo bem como
seu uso histérico como alimento no Oriente. Algumas pesquisas conseguiram
reduzir o custo de producdo de lisina e metionina sintéticas para uso em
suplementacdo de aminoacidos em proteinas vegetais. A lisina € usada
principalmente para suplementacéo da proteina da farinha de trigo na producao
de pédo. Entretanto, a fortificacdo de proteinas com lisina deve ter sua eficiéncia
comparada com a suplementacao por proteina de soja. Esta tem um excedente
de lisina e, quando usada para complementar alimentos a base de cereais, ela
nao somente equilibra seu perfil de aminoacidos como também aumenta sua
guantidade total de proteina (SMITH & CIRCLE, 1980).

A qualidade nutricional de uma proteina depende de muitos fatores,
incluindo a digestibilidade e a composicdo em aminoacidos, devendo esses ser
absorvidos em uma forma biodisponivel. Portanto, para avaliar a qualidade
nutricional de uma proteina € importante conhecer a sua composicdo
aminoacidica e a biodisponibilidade dos aminoacidos presentes nessa proteina
(FRIEDMAN, 1996).

Embora a funcdo nutricional das proteinas e sua importancia para a
manutencao da boa saude fisica e mental sejam reconhecidas, 0os conceitos de
qualidade nutricional das proteinas tém sido amplamente discutidos e
modificados nos ultimos anos. A qualidade nutricional das proteinas depende
basicamente de sua composicdo em aminoacidos essenciais, digestibilidade,

biodisponibilidade e auséncia de toxicidade e/ou propriedades antinutricionais.
2



A escolha do método depende de diversos fatores: reprodutibilidade de
resultados, rapidez de obtencéo de resultados e custos (ADLER-NISSEN,
1986).

Buscou-se, no presente trabalho, modificar o perfil de solubilidade, em
relacdo ao pH, da proteina da soja utilizando-se hexametafosfato de sédio, de
modo que tal proteina apresentasse comportamento adequado durante o

processo de digestao.

E importante ressaltar que, diferentemente de outros trabalhos, neste

partiu-se do gréo de soja integral e ndo de isolados comerciais.

A modificacdo quimica ocorreu durante a fase de ressuspensdo do
isolado precipitado antes da secagem em spay-dryer, na hipotese de uma
maior interacdo do hexametafosfato com as proteinas. Villalva (2008) modificou

seu isolado durante a etapa de extracdo das protinas em pH 10.

1.1. Objetivo geral

Desenvolver um isolado protéico de soja com perfil de solubilidade, em
relacdo ao pH, modificado utilizando-se hexametafosfato de sodio, determinar

suas caracteristicas fisico-quimicas e avaliar sua qualidade nutricional.

1.1.1. Objetivos especificos

» Obter um isolado protéico de soja modificado através da adicao de
hexametafosfato de s6dio em uma das etapas do processamento.
» Determinar as caracteristicas fisico-quimicas deste isolado.

» Avaliar a qualidade nutricional através de ensaio biolégico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Breve histérico, caracteristicas e situacado atual da soja

Acredita-se que a soja originou-se na China, provavelmente nas regifes
norte e central, h4 cerca de 4.000 a 5.000 anos. A planta foi registrada pelo
imperador chinés Shen Nong, por volta de 2838 a.C., quando descreveu as

plantas da China em seu livro (LIU, 1997).

Durante séculos, o cultivo da soja permaneceu restrito apenas aos paises
orientais, sendo usada na preparacdo de grande variedade de alimentos
frescos, fermentados e secos (MORAIS e SILVA, 1996).

A soja foi introduzida na Europa em 1712, pelo botanico alemé&o Engelbert
Kaempfer. Na época, o botanico relacionou a leguminosa e os detalhes dos

varios produtos alimenticios fabricados pelos japoneses (RUSSEL, 2004).

Nos Estados Unidos a soja passou a ser utilizada a partir de 1804.
Primeiramente, o processamento visava apenas a obtencéo de 6leo, com toda
a massa restante destinada a alimentacdo de gado leiteiro e ao uso como
fertilizante. Ap6s a Segunda Guerra Mundial, quando foi detectada uma
deficiéncia mundial de proteinas para a alimentacdo humana, foi dada atencéo
especial a soja havendo grandes avancos em novas tecnologias para a
viabilizacdo e aceitacdo de suas proteinas na alimentacdo humana
(PEARSON, 1983).

No Brasil, o agronegdcio da soja teve sua expansdo apenas na década de
1970, ganhando competitividade e elevando o Pais a condicdo de um dos

maiores produtores e exportadores mundiais (GOMES, 2001).

Botanicamente, a soja pertence a familia Leguminosae, a subfamilia
Papilionoideae e ao género Glycine, L. A forma cultivada, denominada Glycine
max (L.) Merril, cresce anualmente (LIU, 1997).



Morfologicamente, a semente de soja é 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 infec¢des bacterianas antes e depois do plantio (MULLER, 1981).

A soja se tornou a mais importante commodity agricola, e ainda continua
com forte crescimento. A estimativa de producdo mundial para a safra
2009/2010 estd em aproximadamente 253 milhdes de toneladas, com os
maiores produtores sendo Estados Unidos, Brasil, Argentina, China e india
(Figura 1) (USDA, 2010).

8%

M Estados Unidos
H Brasil

21% )
i Argentina
M China
Hindia

i Qutros

26%

Fonte: adaptado de USDA, 2010
Figura 1 — Projecéo da producdo mundial de soja (safra 2009/2010)

A producdo nacional, estimada em aproximadamente 65 milhdes de
toneladas, representa um acréscimo de 14% (8 milh8es de toneladas) sobre o
volume de 57 milhdes de toneladas produzidas em 2008/09. O Estado de Mato
Grosso lidera o ranking da produgao nacional com um volume estimado em
18,65 milhdes de toneladas, em uma area estimada em 6,14 milhdes de
hectares, seguido do Parana (13,28 milhdes de toneladas) e do Rio Grande do
Sul com uma producéo de 8,76 milhdes de toneladas. Estes resultados vém ao
encontro das expectativas do mercado (Interno e Externo) de aumento
significativo da producdo nacional de soja para a temporada 2009/10, com a
soja conquistando areas das lavouras de algoddo e milho em funcdo das
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condicbes de mercado e da maior liquidez e rentabilidade que a soja

apresenta, comparativamente as demais culturas de verdo (CONAB, 2010).

A evolucéo da safra brasileira de soja pode ser observada pela Figura 2.

Evolucao da producgao brasileira de soja (x10° ton)

A ® P O DD D> O B QD ©
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Figura 2 — Evolugao da safra brasileira de soja

2.2. Composicao da soja

A composicdo da semente da soja depende de muitos fatores como
variedade, época de plantio, local geografico e clima. 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 composicdo quimica sui generis,
pois possui alto teor de proteina e lipidios comparados com outras leguminosas
e cereais de expressao comercial. Outros componentes valiosos encontrados

na soja incluem fosfolipidios, vitaminas e minerais (LIU, 1997).

Segundo Liu (1997), a soja contém muitas substancias secundarias como

inibidores de tripsina, fitatos e oligossacarideos. Outras como isoflavonas, sao



registradas pela sua poderosa habilidade na diminuicdo do risco de ocorréncia

do cancer e outras enfermidades.

Em média, a soja € constituida de 40% de proteina, 35% de carboidratos,
20% de lipidios e 5% de cinzas (Tabela 1).

Tabela 1 — Composi¢ado quimica da soja (% em base seca)

Parte Proteinas Lipideos Carboidratos Cinzas
Grao inteiro 40 20 35 5
Cotilédone 43 23 29 5

Casca 9 1 86 4,3

Hipocaotilo 41 11 43 4.4

Fonte: adaptado de LIU (1997)

2.2.1. Proteinas da soja

Segundo Saidu (2005), a maior parte das proteinas estd armazenada nos
cotilédones, sob a forma de aleuronas ou corpos protéicos. A maioria delas é
globulina e tem massa molar acima de 100 kDa. As globulinas da soja tém
solubilidade minima em valores de pH entre 3,7 e 5,2 e maxima em pH entre
1,5 e 2,5 e acima de pH 6,3. Além disso, seu ponto isoelétrico esta situado
entre pH 4,2 e 4,6. A proteina da soja tem maior valor nutricional que outras
fontes de proteinas vegetais destinadas a alimentacdo humana, apresentando

alto teor de lisina.

2.2.1.1. Classificacdo das proteinas

As proteinas podem ser classificadas segundo varios critérios, alguns

deles séo os seguintes:

2.2.1.1.1. Coeficiente de sedimentacgéo

As proteinas da soja, solUveis em agua, sao caracterizadas de acordo
com a sua massa molar, ou por seus coeficientes de sedimentacdo, usando

ultracentrifugacdo para separar as proteinas. Sob condi¢cdes apropriadas de
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tampdo, as proteinas de soja apresentam quatro fracbes apdés a
ultracentrifugacdo, designadas como 2, 7, 11 e 15S, em que S € a unidade
Svedberg (Tabela 2). As fragbes 7S (3-conglicinina) e 11S (glicinina) sédo os
principais componentes protéicos e constituem a maior parte da proteina total.
De particular importancia entre os componentes de menor ocorréncia estao 0s
inibidores de tripsina, que fazem parte da fracdo 2S, que sé&o fatores
antinutricionais. Esses fatores, se nao inativados, tém efeito negativo na
digestibilidade e, consequentemente, na eficiéncia nutricional da proteina.
Outro componente que pode causar problemas nas aplicacfes da proteina da
soja é a lipoxigenase. Essa enzima catalisa a oxidagdo de lipidios que contém
acidos graxos insaturados, e os produtos da oxidacdo conferem caracteristicas
indesejaveis ao alimento, como o sabor de “feijao cru” (MCKLEM, 2002;
PEARSON, 1983; RADOVIC et al., 1999).

Tabela 2 — Componentes das fracGes protéicas da soja separadas por
ultracentrifugacéo

Sedimentacdo Proporcao (%) Componentes Massa (kDa)
2S 22 Inibidores de tripsina 8-215
Citocromo C 12
7S 37 Hemaglutinina 110
Lipoxigenase 102
B-amilases 61,7
7S globulina 180 - 210
11S 31 11S globulina 350
15S 11 - 600

Fonte: adaptado de PEARSON (1983).

2.2.1.1.2. Funcéo biolégica

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 do segundo tipo. As proteinas de reserva,
juntamente com o0s depositos de Oleo, sédo formadas durante o
desenvolvimento do grdo. Apos a germinacdo do gréo, vao fornecer nitrogénio
e esqueletos de carbono para o desenvolvimento da planta. A maior parte das

proteinas da soja é deste tipo (LIU, 1997).
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2.2.1.1.3. Padrao de solubilidade

Osborne dividiu as proteinas em cinco classes baseadas na solubilidade
em diferentes solventes, estes grupos sao conhecidos como as fracbes de
Osborne. Depois de extracfes continuas de materiais biolégicos usando agua,
solucéo salina diluida, etanol a 70% e alcali obtiveram-se 5 fragBes protéicas:
albumina, proteinas sollveis em &gua, globulina, proteinas sollUveis em
solucdes salinas diluidas, prolaminas, sollveis em etanol e glutelinas, soluveis
em solucdes alcalinas. As proteinas das leguminosas sdo principalmente
albuminas e globulinas, sendo que estas representam a maior fracdo
(DANIELS et al. 1977).

2.2.2. Lipideos da soja

Os graos da soja armazenam seus lipidios principalmente na forma de
triglicerideos, em organelas denominadas corpos lipidicos. Apés a maturacéo
da semente, eles sdo encontrados nas células vizinhas as aleuronas
(PEARSON, 1983).

Os lipidios da soja sdo constituidos por triglicerideos, fosfolipideos,
matéria insaponificavel (esterdis, tocoferois, hidrocarbonetos) e acidos graxos
livres. A lecitina, que é constituida dos trés mais importantes fosfolipideos, a
fosfatidilcolina, a fosfatidiletanolamina e o fosfatidilinositol, € um subproduto do

0leo de soja e amplamente utilizada como emulsionante (RUSSEL, 2004).

O acido graxo encontrado em maior porcentagem no 6leo de soja € o
acido linoléico, decrescendo os demais &cidos graxos na seguinte ordem:

oléico, palmitico, linolénico e &cido estearico (SAIDU, 2005).

Na Tabela 3 aparece a composi¢ao basica dos triglicerideos dos gréos de
soja segundo Liu (1997).



Tabela 3 — Triglicerideos na soja

Acido graxo Carbonos Insaturacdes Proporcéo (%)
Palmitico 16 0 8-17
Estearico 18 0 3-30

Oléico 18 1 25 -60
Linoléico 18 2 25 -60
a-linolénico 18 3 2-15

Fonte: adaptado de LIU (1997)

2.2.3. Vitaminas

As vitaminas hidrossolUveis presentes na soja sdo: tiamina (vitamina B1),
riboflavina (vitamina B2), niacina (vitamina B3), acido pantoténico (vitamina do
complexo B) e &cido fdlico. J& as vitaminas lipossoluveis biodisponiveis
encontradas na soja sao a A e E (LIU, 1997).

Quando as proteinas da soja sdo ingeridas em quantidade equivalente a
metade das necessidades humanas diarias, o grdo consumido provera também
vitaminas na proporcao de 30 a 50% da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR),

sendo as principais a tiamina, a riboflavina e a niacina (PEARSON, 1983).

2.2.4. Minerais

Dentre 0os minerais presentes na soja, 0 potassio apresenta a maior
concentracdo, seguido por fésforo, magnésio, enxofre, célcio, cloro e sodio,
devendo ser ressaltado que o conteldo destes minerais atinge valores médios
entre 0,2 e 2,1% (PEARSON, 1983).

Também, verifica-se uma quantidade de célcio biodisponivel presente no
grdao de soja cerca de quatro vezes maior que a quantidade que se faz
presente no extrato hidrossoluvel de soja. Este ultimo tem uma quantidade do
mineral aproximadamente igual aquela presente no leite de vaca. Os minerais
presentes em menores propor¢cdes na soja e nos seus produtos incluem o
silicio, ferro, zinco, manganés, cobre, molibdénio, flior, cromo, selénio, cobalto,
cadmio, mercurio, iodo, chumbo e arsénio, podendo o conteudo destes
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minerais variar de 0,01 a 140 ppm. Assim como outros componentes, 0S
minerais na soja também sdo influenciados pela variedade, estacdo e
localidade de plantio (PERKINS, 1995; ENDRES, 2001).

A Tabela 4 apresenta a composicdo mineral tipica de um isolado protéico

de soja.

Tabela 4 — Composicéo mineral tipica de um isolado protéico de soja

Elemento Concentracao
Arsénio 0,2 ppm
Cadmio <0,2 ppm

Célcio 0,18%
Cloro 0,13%
Cromo <1,0 ppm
Cobalto <1,0 ppm
Cobre 12 ppm
Flaor <10 ppm
lodo <10 ppm
Ferro 160 ppm
Litio <0,2 ppm

Magnésio 380 ppm

Manganés 17 ppm
Mercurio <0,5 ppm

Molibdénio <0,3 ppm
Fosforo 0,76%
Potassio 960 ppm
Selénio 0,36 ppm

Sadio 1,10%
Enxofre -
Zinco 40 ppm

Fonte: adaptado de PEARSON (1983)

2.2.5. Fibras e Carboidratos

A fibra dietética € o conjunto de compostos que resistem a hidrolise por
meio das enzimas do aparelho digestivo. Esses componentes incluem celulose,
hemicelulose, lignina, substancias pécticas, gomas e mucilagens. Elas
aumentam a velocidade do transito intestinal (celulose) e alteram a microflora

para uma microflora mais saudavel (celulose, hemicelulose, galactanas e
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pentosanas). As fibras estdo presentes em quantidades significativas na soja e
tém sido apontadas como fator benéfico a saide, como a reducédo do risco de
cancer de célon, do colesterol sanguineo, da pressado sanguinea e dos niveis
de glicose no sangue (ENDRES, 2001; PEREIRA e OLIVEIRA, 2004).

Os carboidratos sao o segundo componente majoritario no gréo de soja. A
soja contém, aproximadamente, 30% de carboidratos totais, sendo 15%
carboidratos soluveis e 15% insoluveis. Basicamente, os oligossacarideos na
soja séo acgucares nédo redutores, contendo duas ou mais unidades de frutose,
glicose e galactose. Dentre os carboidratos sollveis, a rafinose e estaquiose
recebem mais atencdo, principalmente pela sua presenca estar relacionada
com a flatuléncia e dores abdominais causados pelo consumo da soja e 0s
seus produtos. Isto se deve ao fato de o organismo humano ndo possuir a
enzima a-galactosidase, responsavel pela hidrolise destes oligossacarideos.
Por isto, eles ndo sao digeridos no duodeno, passando intactos pelo intestino
delgado, sendo metabolizados no intestino grosso pelos microorganismos que
contém esta enzima e produzindo gases como diéxido de carbono, nitrogénio,
hidrogénio etc (CRISTOFARO et al. 1974, LIENER 1994).

Os carboidratos insolUveis sdo componentes estruturais encontrados,
principalmente, nas paredes celulares. Eles incluem celulose, hemicelulose e
pectina. O tegumento representa aproximadamente 8% do grao de soja,
contendo 86% de carboidratos (LIU, 1997).

2.2.6. Isoflavonas

As isoflavonas sdo compostos difendlicos heterociclicos, de ocorréncia
natural, cuja distribuicAo no reino vegetal esta praticamente limitada a
subfamilia Papilionoideae das Leguminosae, em que as sementes de soja

destacam-se como a principal fonte (MURKIES, 1998).

As isoflavonas ocorrem naturalmente em vegetais, principalmente sob a
forma glicosidica. Apos a ingestao, elas sao hidrolisadas e desmetiladas pelas

enzimas hidroliticas das bactérias intestinais, liberando as formas agliconas
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livres, bem como os produtos demetilados. No lumen, as bactérias convertem

grande parte dessas agliconas em outras moléculas (SAIDU, 2005).

Flavondides séo considerados antioxidantes potentes, reagindo com
radicais livres e inibindo a oxidacdo de lipidios. Estudos epidemiolégicos
mostram uma relagdo inversa entre uma dieta com ingestdo de flavondides e
mortalidade por doencas coronarias. As isoflavonas, que juntamente com
outros compostos vegetais denominados fitoquimicos, ndo sédo reconhecidos
oficialmente como nutrientes, mas sé@o reconhecidos pelo efeito benéfico a

saude da mesma forma que as vitaminas, e 0os minerais (MESSINA, 1994).

Nos ultimos anos, varios trabalhos cientificos tém sido publicados,
expondo os diversos modos nos quais as isoflavonas podem ajudar na
manutencdo da saude humana. Devido ao extensivo consumo dos produtos de
soja pelos asiaticos, estudos epidemioldgicos tém mostrado uma possivel
relacdo entre as isoflavonas e a prevencdo de doencas cronico-degenerativas,
como doencas cardiovasculares, osteoporose e canceres de mama, célon e
prostata, quando comparado com a dieta dos ocidentais, pobre nessa
leguminosa (SAIDU, 2005).

2.3. Propriedades funcionais das proteinas da soja

Além das funcdes 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 termo propriedade funcional tem sido definido como qualquer
propriedade de um alimento ou componente de um alimento, excetuando-se as
nutricionais, que afeta sua utilizacdo como ingrediente em um alimento,

principalmente sobre o carater sensorial (HALL, 1996).

As propriedades funcionais de uma proteina como solubilidade,
emulsificacao, viscosidade, formacéo de espuma e gelificacéo refletem efeitos

especificos no processamento e vida util dos alimentos (LI, 2002).
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As propriedades funcionais das proteinas podem ser modificadas por
meio da utilizagdo de agentes fisicos, quimicos e biolégicos, nos processos de
obtencdo ou isolamento de proteinas. O tipo de extracdo empregado, a
temperatura, o pH, a forca ibnica e as condi¢cdes de secagem e estocagem da
proteina isolada séo fatores que podem afetar as suas propriedades funcionais
(DAMODARAN,1996).

2.3.1. Solubilidade

A solubilidade de uma proteina € definida como a porcentagem de
proteina que se mantém em solucdo ou dispersdo coloidal sob condi¢cdes
especificas e que ndo sedimenta com forcas centrifugas moderadas
(ORDONEZ et al., 2005).

A solubilidade é 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 formacao
de espuma, emulsificacdo e formacéo de gel sdo afetadas pela solubilidade da
proteina (ORDONEZ et al., 2005).

A solubilidade de uma proteina é uma manifestacdo termodinamica do
equilibrio entre interacbes proteina-proteina e proteina-dgua. As maiores
interag6es que influenciam as caracteristicas de solubilidade das proteinas séo
a natureza hidrofébica e ibnica. As interacBes hidrofébicas favorecem as
interacOes proteina-proteina, que resulta em um decréscimo na solubilidade,
enquanto interacdes ibnicas favorecem as interacdes proteina-agua e resultam
em aumento de solubilidade. A mudanca de pH, portanto, altera a distribuicédo
de sitios polares catidnicos, anibnicos e nao-ibnicos na molécula de proteina,

que afetam as interacdes agua-proteina e proteina-proteina (FENNEMA, 1996).

Segundo Damodaran (1997), a solubilidade das proteinas em solucdes
aguosas dependem do pH. Para a maioria das proteinas a menor solubilidade
se consegue no ponto isoelétrico (PI), onde elas possuem carga liquida igual a
zero, sendo a interacdo hidrofébica maxima com a agua. Neste ponto, observa-

se também que a repulsdo eletrostatica e hidratacdo i6nica sdo minimas.
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Quando os valores de pH séo superiores ou inferiores ao ponto isoelétrico as
proteinas tém carga e a repulsdo eletrostética e hidratac&o i6bnica promovem a

solubilizagéo.

Na Figura 3 aparece uma curva de solubilidade em fun¢édo do pH tipica

das proteinas da soja.
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Figura 3 — Perfil de solubilidade em funcédo do pH das proteinas da soja

Além do efeito da forca ibnica, certos tipos especificos de ions de sais
exercem efeitos sobre as caracteristicas de solubilidade das proteinas.
Enquanto o efeito da forca ibnica de sais atua sobre as forcas eletrostaticas da
proteina, os efeitos ibnicos especificos de sais estdo relacionados com seus
efeitos sobre as forgcas hidrofobicas (DAMODARAN, 1997).

Silva (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 concentracdes de 10% m/v. O meio foi acidificado até pH
3,0 com HCI 0,1 mol/l, por 1 hora. Apos a acidificacao, foi adicionado 0,5% de
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polifosfato, seguidamente atingiu-se pH 7 com NaOH 0,1 mol/l

e

posteriormente as proteinas foram desidratadas em spray dryer; obtendo-se os

isolados protéicos de soja modificados. A Figura 4 mostra os perfis de

solubilidade encontrados.
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Figura 4 — Perfil de solubilidade dos IPS modificados e da caseina humana

2.3.2. Emulsificacao

Segundo Hill (1996), uma emulsao pode ser definida como a mistura de
dois liquidos imisciveis, um dos quais é disperso na forma de glébulos (fase
dispersa) no outro liquido (fase continua). A principal caracteristica de um

agente emulsificante € a de possuir, na mesma molécula, partes hidrofilicas e

hidrofébicas, ou seja, apresenta caracteristica anfifilica.

A capacidade de emulsificagdo dos produtos protéicos de soja aumenta
com o aumento da solubilidade da proteina, enquanto o isolado protéico de
soja comercial, que é geralmente seco pelo processamento térmico, tem uma

fraca propriedade emulsificante, visto que apresenta baixa solubilidade

(MITIDIERI e WAGNER, 2002).
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2.3.3. Espumabilidade

A capacidade de uma proteina formar espuma refere-se a expanséo de
volume da disperséo protéica. A incorporacdo de ar por batimento, agitacao ou
aeracao é util em diversos sistemas alimenticios, como produtos de padaria e
confeitaria, cujo ganho de volume € de grande interesse, em razdo da
necessidade de incorporacdo de ar ou CO,. E uma propriedade funcional de
interface que depende da natureza da proteina, do pH, da solubilidade, da
temperatura (desnaturacdo), da presenca de sais, da presenca de outros
constituintes nos alimentos (lipidios e acucares) e da concentracdo de proteina
(WILDE e CLARK, 1996).

Para a formacdo de espuma a proteina deve ser sollavel em &agua e
flexivel para formar uma pelicula coesiva de agua-ar. Para que a pelicula seja
estavel, deve possuir forca mecénica e viscosidade para prever rotura e
coalescéncia. A formacdo de espuma das proteinas de soja esta
correlacionada com a sua solubilidade. Alguns estudos mostram que as
propriedades de formacdo de espuma sao superiores para proteinas isoladas
em comparagcdo com outros produtos de soja como proteinas concentradas ou

farelos. A presenca de gordura € a principal causa de desestabilizacdo de
espuma (LIU, 1997).

2.3.4. Gelificacao

Géis de proteina consistem de uma rede tridimensional em que a agua €
encapsulada e, frequentemente, sdo considerados por ter uma fase
intermediaria entre um sdlido e um liquido (YATSUMATSU et al. 1972).

A gelificacdo ocorre quando as moléculas desnaturadas pelo calor se
agregam para formar uma rede protéica orientada (MATSUMURA e
MORI, 1996).

Os principais fatores que afetam a gelificacdo da proteina de soja incluem
a concentracdo de proteina, 0 tempo e a temperatura de aquecimento, a

concentracdo salina e as condi¢cdes de resfriamento, visto que todos eles
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afetam as interacdes proteina-agua ou proteina-proteina. Enquanto a farinha e
o concentrado protéico de soja formam géis macios e fracos, os isolados
protéicos formam géis firmes, duros e resistentes (LIU, 1997).

2.3.5. Capacidade de absorcéao e retencao de agua

Os termos absorcéo e retencdo de agua envolvem a interacdo entre a
proteina e a agua, e expressam a quantidade maxima de agua que o material
protéico pode captar e reter durante a formulacdo do alimento (FENNEMA,
1996).

Segundo Hutton e Campbell (1981), a concentracdo de proteinas esta
diretamente relacionada com a quantidade total de agua que elas podem
absorver. O isolado protéico de soja apresenta uma maior capacidade de
absorcdo de agua, aproximadamente 35 g/100g, em razdo do seu maior
conteudo protéico dentre os produtos protéicos de soja. As proteinas sao
consideradas como as primeiras responsaveis na absorcdo de agua, embora

outros constituintes e aditivos tenham essa capacidade.

Os principais fatores que afetam a capacidade de absor¢cdo de agua de
uma proteina incluem a composi¢cdo aminoacidica, a estrutura e conformacao
da proteina, a polaridade e carga na superficie, a forca idnica, o pH e a
temperatura (DAMODARAN, 1996).

2.4. Fatores que influenciam na qualidade nutricional das proteinas

Segundo Sgarbiere (1996), os principais agentes responsaveis pela
alteracdo das propriedades das proteinas em alimentos sdo: tratamentos
térmicos, formagdo de complexos com carboidratos, lipidios e compostos
fendlicos, acidez ou alcalinidade elevadas, além da presenca de fatores

antinutricionais.

Os inibidores de proteases sdo considerados o0s principais fatores
responsaveis pela diminuicdo da digestibilidade de proteinas, pois estes inibem

a acao das enzimas tripsina e quimotripsina que agem sobre a hidrélise das
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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).

Sob condicdes fisioldgicas, o acido fitico é fortemente ionizado e capaz de
interagir extensivamente com proteinas e ions metalicos. Muitos desses
complexos sdo insollveis e biologicamente indisponiveis para seres humanos
em condi¢cdes fisiologicas normais. Os taninos (fendis condensados) sao
considerados potentes inibidores de enzimas devido a sua complexacdo com
elas (TORRE, 1991).

O valor nutricional das proteinas € aumentado pelo processamento
térmico, especialmente pelo calor umido. Isso decorre, provavelmente, da
desnaturacao das proteinas e dos fatores antinutricionais de natureza protéica,
ja que para exercer 0s seus efeitos biolégicos 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 desnaturacdo térmica. O processo térmico deve garantir
suficiente inativagédo dos fatores antinutricionais e a0 mesmo tempo, previnir a

degradacdo de aminodacidos essenciais (POEL et al. 1990).

De acordo com Cheftel (1979), o processamento dos alimentos pode
envolver o uso de calor, agentes oxidantes (como peréxido de hidrogénio),
solventes organicos, alcalis e acidos, com o objetivo de melhorar sabor,
textura, propriedades funcionais e sensoriais, além de inativar fatores
antinutricionais. Esses tratamentos, entretanto, podem levar a formacao da
reacdo de Maillard, oxidacdo de aminoéacidos sulfurados e ligacdes cruzadas
entre peptideos, diminuindo, assim, a qualidade e biodisponibilidade de

aminoacidos essenciais.

Outro fator que compromete a qualidade das proteinas, especialmente as
de leguminosas, € a limitagdo dos aminoacidos sulfurados, metionina e
cisteina. A metionina é considerada um aminoécido limitante do valor biol6gico
das proteinas de leguminosas, por ser nutricionalmente essencial para o

organismo humano. A cisteina, apesar de nao constituir um aminoacido
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essencial, tem a metionina como intermediario na biossintese, tornando, assim,

esse aminodcido ainda mais limitante (SGARBIERI, 1996).

2.5. Digestao e absorcdo em mamiferos monogastricos

O sistema digestivo de todo mamifero recém nascido € naturalmente
adaptado ao leite materno. 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 distarbios gastrointestinais e depressao de
crescimento (FERREIRA et al, 1988).

Por causa de suas caracteristicas nutricionais, a soja € usada como
ingrediente em diversas formulacdes alimenticias. Ha alguns problemas
relacionados com a absorcdo e digestdo dessa proteina no trato
gastrointestinal de leitbes em fase de aleitamento, fato que decorre da
inadequacao do sistema enzimatico digestivo do suino, nessa idade, a proteina
de soja (MURAD, 1993).

Segundo Decuypere et. al. (1981), o tipo de coagulo formado no
estbmago pode estimular, de maneira diferente, a atividade das enzimas
proteoliticas, gastricas e pancreaticas, por esse motivo € essencial a formacao
adequada do coagulo para que a passagem do leite pelo estbmago permita
uma acao mais eficiente das enzimas. O coagulo parece ter funcdo de
armazenamento, em que a proteina e a gordura seriam lentamente digeridas
no intestino delgado, prevenindo sobrecarga intestinal e aumento da carga

bacteriana.

2.6. Alergia e intolerancia a proteinas

A alergia alimentar € uma reacdo de imunidade, segundo a European
Academy of Allergy and Clinical Immunology. A substancia agressora ou
antigeno, geralmente proteina, atravessa a mucosa intestinal, entra na
circulacdo e é percebida pelo sistema imunolégico, que estimula a producgéo de

anticorpos especificos, pertencentes a uma ou mais classes de
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imunoglobulinas, com propriedades fisicas e quimicas caracteristicas
(SPRIKKELMAN, 2000).

Quando um antigeno e um anticorpo especifico se combinam formam um
complexo, o0 que produz no organismo efeitos biolégicos de uma reacao
alérgica, como voémito, diarréia, rinite alérgica, dermatite atopica ou eczema

atopico e outros sintomas (HEINE et. al., 2002).

Segundo a European Academy of Allergy and Clinical Immunology, a
intolerancia alimentar € definida como uma resposta fisiologica alterada a
certos alimentos ou aditivos alimentares por diversos mecanismos, que,
geralmente, é decorrente de uma deficiéncia ou anomalia enzimatica, de um
problema digestivo ou até mesmo de uma reacéao psicolégica (SPRIKKELMAN,
2000).

Rozenfeld et al. (2002) apontaram a caseina, a B-lactoglobulina e a a-
lactalbumina do leite de vaca como o0s agentes mais freqientemente

envolvidos nas reacdes alergénicas.

Segundo Brandao et. al. (2008), 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 é uma das alergias mais comuns em criancas, talvez porque o leite de

vaca usualmente € o veiculo para a primeira proteina estranha a ser

introduzida no estdmago das criancas.

Embora o leite de vaca esteja envolvido com problemas de alergia, cerca
de 50% das criancas apresentam alergia simultdnea as proteinas de outros
alimentos, incluindo ovos, soja, amendoim, achocolatados, 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).
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2.7. Alergenicidade relacionada aos produtos de soja

De acordo com Liu (1997), a alergenicidade relacionada a soja esta ligada
a sua fracdo protéica. Produtos de soja, como o 6leo e a lecitina de soja,
normalmente ndo contém alérgenos, a menos gque uma contaminacao proteica
tenha ocorrido. Em estudos com animais, principalmente bezerros, a maior
parte das proteinas de soja, incluindo as globulinas de armazenamento,
inibidores de proteases e lectinas, tem mostrado uma participacédo direta na
ocorréncia das rea¢des imunoldgicas. Entretanto, dentre as proteinas da soja,
a B-conglicinina é um forte alérgeno, por provocar hipersensibilidade em
bezerros. Além disso, proteinas de soja com baixa massa molar, denominadas
P22-25, demonstraram forte inducédo na producdo de anticorpos em bezerros.
Entretanto, sabe-se que um tratamento térmico eficiente nesses produtos €&
suficiente para eliminacdo desta alergenicidade, visto que geralmente os
produtos de soja sao considerados por serem hipoalergéncicos.

Segundo Cordle (2004), a soja tem uma atividade imunolégica menor em
comparacao com as outras fontes protéicas estudadas (leite de vaca, ovo, trigo
e amendoim), indicando-a como uma boa alternativa ao leite de vaca, mas
criancas que tém alergia ao leite de vaca desenvolvem também, com o tempo,

alergia a soja.

Embora o tratamento térmico possa eliminar a maioria dos componentes
responsaveis por induzir uma reac¢do imunoldgica, alguns componentes da
proteina de soja, com forte atividade alergénica, podem ser resistentes ao
aquecimento e outros processamentos. Portanto, esses componentes também
podem ser resistentes a digestdo e, consequentemente, permanecer intactos
ao longo do estbmago e intestino e induzir reacbes adversas em alguns

humanos e animais (LIU, 1997).

O fato de a proteina da soja ser antigénica, nao significa que seja
obrigatoriamente alergénica. Pode existir hipersensibilidade a soja, sem que
obrigatoriamente aconteca um fendmeno alérgico, isto €, formacdo de

anticorpos especificos (SILVA, 2007).
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Segundo Zeiger et al. (1999), as formulacdes 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.

2.8. Métodos para avaliar a qualidade protéica

Os meétodos para avaliacdo das propriedades nutricionais das proteinas
podem ser divididos em trés categorias principais: quimicos e, ou, bioquimicos,
biolégicos e microbioldgicos. Alguns sdo consagrados no que diz respeito a
qualidade nutricional da proteina de soja (HERNANDEZ et al., 1996).

2.8.1. Coeficiente de eficiéncia protéica (PER)

O PER determina a capacidade de uma proteina promover o crescimento
de ratos recém-desmamados. Representa a relagdo de ganho de peso
relacionado a quantidade de proteina consumida. A relacdo de eficiéncia
protéica (PER) é ainda utilizada freqientemente como medida biologica para
determinar a qualidade de proteinas. Os valores de PER séo determinados em
testes com ratos, em que os animais sao alimentados com uma dieta contendo
uma racao de cerca de 10% de proteinas. O PER ¢é 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 e 2,0, qualidade
intermediéaria; e PER<1,5, baixo valor nutricional (FRIEDMAN, 1996).

2.8.2. Razéo protéica liquida (NPR)

O NPR constitui uma modificacdo 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 é determinado no 14° dia do experimento, tomando-se o0 ganho de peso
do grupo-teste mais a perda de peso do grupo de dieta aprotéica, em relacao
ao consumo de proteina do grupo-teste. Essa soma de perda de peso elimina
possiveis erros ocorridos nos valores de PER decorrentes de variagdes nos
teores de proteina na dieta (BENDER e DOELL, 1957).
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2.8.3. Escore quimico de aminoacidos (EQ)

O EQ € uma técnica quimica considerada rapida, consistente e barata.
Esse indice determina o conteddo 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 criancas ente 2 e 5 anos de idade
(FAO/WHO, 2007).

2.8.4. Escore quimico corrigido pela digestibilidade protéica (PDCAAS)

O PDCAAS (Protein Digestibility using Corrected Amino Acid Score) € um
método baseado no requerimento de aminoacidos para humanos e na
digestibilidade da proteina, sendo considerado o método mais apropriado para
avaliar a qualidade protéica de alimentos e férmulas infantis. Entretanto, o
método tem apresentado algumas limitacdes, como a falta de padronizacao e
reprodutibilidade nas analises da composicdo em aminoacidos sulfurados e
triptofano e a incapacidade de se distinguir as formas D e L (SCHAAFSMA,
2005).

Esse método consiste em adicionar ao escore quimico mais um
componente, que € a digestibilidade protéica. O escore quimico de aminoacido
corrigido pela digestibilidade protéica (PDCAAS) é definido como a relacao
entre o conteudo do primeiro aminoacido limitante na proteina (em mg/g), e o
conteudo daquele aminoacido em uma proteina de referéncia (mg/g),
multiplicado pela digestibilidade verdadeira. Sdo recomendadas como padrao
as necessidades de aminoacidos essenciais para criancas ente 2 e 5 anos de
idade. Valores de PDCAAS maiores que 1,0 sdo considerados de fonte
protéica de boa qualidade, contendo os aminoacidos essenciais capazes de
suprir as necessidades da dieta de humanos (FAO/WHO, 2007).

2.8.5. Digestibilidade protéica (D)

Digestibilidade protéica é definida como a porcentagem da proteina
ingerida que vai ser absorvida pelo organismo. Digestibilidade da proteina é

condicionante da qualidade protéica, pois dado aminoacido pode estar
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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 fatores interferem na digestibilidade, dentre
estes se incluem a presenca 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).

Segundo Sgarbieri (1987), a digestibilidade € a medida da percentagem
das proteinas que sao hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas na
forma de aminoacidos, ou de qualquer outro composto nitrogenado pelo
organismo; € um determinante da qualidade protéica da dieta. Quando certas
ligacbes peptidicas ndo sdo hidrolisadas no processo digestivo, parte da
proteina € excretada nas fezes ou transformada em produtos do metabolismo

pelos microrganismos do intestino grosso.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratorios do Departamento
de Tecnologia de Alimentos (DTA) onde foi elaborado o isolado protéico de
soja modificado (IPSM), e no Laboratério de NutricAo Experimental do
Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal Vigosa (UFV)
onde foi avaliada a qualidade nutricional do produto.

3.1. Obtencéao do isolado protéico modificado

A extracdo das proteinas foi realizada tomando como referéncia algumas
publicacdes como Cooper (1942), Daniels et al. (1977) e Gomes et al. (1987),
para classificacdo de proteinas de acordo com sua solubilidade, conhecidas

como fracdes de Osborne.

Inicialmente, o grdo de soja foi adquirido no Supermercado Escola
(Vicosa — MG), foi moido até que as particulas passassem por peneira 14
Mesh, seu dleo foi extraido com soxleht durante 8 horas utilizando-se éter de
petroleo como solvente e foi moido mais uma vez, mas até que as particulas
passassem por peneira 30 Mesh. Este produto foi chamado de farinha

desengordurada.

Foram preparadas suspensdes de farelo desengordurado de soja em
agua na proporc¢ao 1:20 adicionando-se hidroxido de sodio 0,5 mol/l até atingir
pH 9 em que as proteinas de soja alcangcam grande solubilidade permitindo

maior extracao. A suspensao foi mantida nesse meio por 24 horas.

Apoés a extracdo, as proteinas solUveis em meio basico foram separadas,
por centrifugacdo, de outros compostos insoliveis como carboidratos
complexos, fibras e outros. Foi utilizada uma centrifuga da marca Beckman,
modelo J2-MC a 8.000 x g por 20 minutos, em temperatura ambiente. O
sobrenadante teve seu pH ajustado para 4,5 utilizando-se HCI 0,5 mol/l para

gue as proteinas precipitassem.
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A suspensao resultante foi centrifugada nas mesmas condi¢cdes da
centrifugacdo anterior. O material precipitado € o isolado protéico de soja
umedecido.

Este precipitado foi submetido a ressuspensdo em agua na proporcéo de
1:10, correcdo do pH para 7 com hidroxido de sédio 0,1 M e adicdo de
hexametafosfato de sédio nas proporc¢des de 3% m/m, 5% m/m e 10% m/m em

relacdo ao peso de precipitado.

O tratamento térmico foi realizado em banho maria Frigomix® B. Braun

Biotech International a 70°C por 4 minutos.

Em seguida foi realizada 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 80°C e 90°C. O fluxograma de obtencdo do isolado protéico

modificado é mostrado na Figura 5.
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3.2. Caracterizacao do isolado protéico modificado
3.2.1. Anédlises fisico-quimicas
3.2.1.1. Proteina

O teor protéico foi determinado pelo método Kjeldahl (N x 6,25). Para a
quantificacdo de nitrogénio total, foi utilizado o método descrito pela AOAC
(1984). As analises foram realizadas em duplicatas.
3.2.1.2. Umidade

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

A andlise de cinzas foi realizada por incineracdo em mufla a 550°C,
conforme a metodologia descrita pelas Normas Analiticas do Instituto Adolf
Lutz (PREGNOLATTO e PREGNOLATTO, 1985).
3.2.1.4. Lipidios

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

3.2.1.5. Carboidratos

A quantidade de carboidratos foi determinada por diferenca, subtraindo de

100 a soma de proteinas, lipidios, cinzas e umidade (AOAC, 1984).
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3.2.1.6. Atividade ureasica

A urease foi escolhida para servir de indice de inativagdo dos fatores
antinutricionais da soja, devido a sua resisténcia térmica ser maior em relacéo
as fitohemaglutininas e inibidores de tripsina. Deste modo, uma vez inativada
parte expressiva da urease, 0s outros fatores estardo inativados. Valores
inferiores a ApH 0,05 indicam tratamento térmico excessivo e valores
superiores a ApH 0,25 indicam tratamento insuficiente (SMITH & CIRCLE,
1980).

A atividade uredsica foi determinada pela metodologia AACC (1962), a
qual se baseia no principio de que a atuacao da enzima sobre a uréia provoca
a liberacdo de amoénia, formando hidroxido de aménio. O aumento de pH é

proporcional a atividade ureédsica presente na amostra.

Foi pesado 0,200 g da amostra dentro de um tubo de ensaio e
adicionados 10 mL de uma solucdo tampdo de uréia. Os tubos foram

homogenizados e transferidos para um banho-maria a 30°C.

Foi preparada uma prova em branco com 0,200 g da amostra e 10 mL de
solucédo tampao fosfato 0,05 M. Foi marcado 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 é o indice de atividade de urease.

Entre as medidas de pH, o eletrodo foi lavado com solucdo de HCI 0,1
mol/l, para remover uma possivel camada de proteina aderida a superficie de
vidro.

3.2.1.7. pH

Foi determinado conforme o método descrito pela AOAC (1984).

30



3.2.2. Determinacéao da solubilidade protéica

Para determinacdo da solubilidade protéica foi utilizada uma variacao da
metodologia proposta por Morr et al. (1985). Por¢cdes de 500 mg do isolado
protéico de soja modificada, comercial e caseina bovina foram dissolvidas com
25 mL de agua em béquer de 100 mL. O pH da amostra foi ajustado para 2,0;
3,0; 4,0; 4,5; 50; 6,0; 7,0 e 8,0, 9,0, 10,0, sendo mantido pela adicao de
solucdes de NaOH 0,1 mol/l ou HCI 0,1 mol/l. Depois de manter as suspensodes
nos seus respectivos pH por 1 h sob agitacdo, as amostras foram levadas a
centrifugacdo a 8000 x g por 30 minutos a 4 °C. Tomaram-se aliquotas do
sobrenadante e determinaou-se a concentracdo de proteinas pelo método
micro-Kjeldahl, segundo método 38012 da AOAC (1984).

3.3. Avaliacdo da qualidade protéica do isolado modificado

Para avaliar a qualidade nutricional dos isolados protéicos de soja, foram
utilizado os seguintes métodos biolégicos: Digestibilidade verdadeira (DV),
Coeficiente de Eficacia Protéica (PER) e Coeficiente de Eficiéncia Liquida da
Proteina (NPR).

3.3.1. Ensaio biolégico

Foram utilizados 18 ratos machos (Rattus novergicus, variedade albinus,
classe Rodentia), linhagem Wistar, recém desmamados, com média de 31 dias
de idade, peso variando de 72 a 107 g; provenientes do biotério do Centro de

Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa.

Os ratos foram alocados em gaiolas individuais, de aco inoxidavel,
mantidos em condi¢cbes de temperatura de 22 + 3°C, com fotoperiodo de 12

horas.

Os animais foram divididos em trés grupos com seis animais, de modo
gue a média dos pesos fosse semelhante entre os grupos. A divisdo foi
realizada de acordo com as dietas recebidas pelos animais: aprotéica (L),

caseina (C) e isolado protéico de soja modificado. A composicao das dietas foi
31



baseada na AIN-93G, segundo REEVES et al. (1993), com teor de proteinas
entre 9 e 10% (Tabela 5).

Durante o periodo de 14 dias os animais receberam, de forma controlada,

as dietas experimentais e agua deionizada ad libitum.
No periodo experimental os animais foram pesados no 7° e 14° dias e
determinaram-se o coeficiente de eficacia alimentar, digestibilidade verdadeira,

PER (coeficiente de Eficiéncia Protéica) e NPR (Raz&o Protéica Liquida).

Tabela 5 - Composicao base das dietas experimentais (g/100g)

Ingredientes Dietas

L C D
Caseina - 11,47 -
Isolado protéico de soja modificado - - 12,03
Amido dextrinizado 13,2 13,2 13,2
Sacarose 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja 7,0 7,0 7,0
Celulose microfina 5,0 5,0 5,0
Mistura mineral 3,5 3,5 3,5
Mistura vitaminica 1,0 1,0 1,0
L-cistina 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25
Amido de milho (g. s. p.) 59,75 59,75 59,75
Proteina - 10,00 9,42
Calorias (kcal/100g) 3948 3948 394,8

Fonte: Adaptado de REEVES et al. (1993)

3.3.1.1. Coeficiente de eficacia alimentar (CEA)

O CEA foi calculado dividindo-se o ganho de peso pelo consumo de dieta
no periodo de 14 dias.

3.3.1.2. Digestibilidade verdadeira (DV) do IPSM

Para a determinacdo da digestibilidade verdadeira, as dietas foram
marcadas com carmim na proporc¢éo de 200 mg/100 g e oferecidas aos animais

no 7° e 13° dias. As fezes foram coletadas do 8° ao 14° dia, correspondendo as
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fezes marcadas com carmim oferecidas no 7° dia e as fezes ndo-marcadas dos
dias subsequentes. As fezes foram acondicionadas em recipientes individuais
para cada rato e mantidas sob condicdes de refrigeragdo a 4 °C.
Posteriormente ao periodo de coleta, as fezes foram secas em estufa com
circulacdo forcada de ar a 105 °C, por 24 horas, depois resfriadas em
dessecador, pesadas e moidas em moinho de navalha, para posterior
determinacao do teor de nitrogénio. Para tal, foi utilizado o método semi-micro
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

recomendacao da National Academy of Sciences (1963).

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

seguinte equacéo:

. . _ I —(F—F.) %100
Digestibilidade verdadeira (DV) = ; %

Onde:
| = nitrogénio ingerido pelo grupo-teste;
F = nitrogénio fecal do grupo-teste;

Fx = nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

3.3.1.3. Coeficiente de eficacia protéica (PER) do IPSM

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
equacao:

anho depeso do grupo teste
pER =9 p grup (g)

proteina ingerida pelo grupo teste (g)
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3.3.1.4. Coeficiente de eficiéncia liquida da proteina (NPR) do IPSM

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
relacdo 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 ingerida pelo grupo teste (g)

3.3.2. Andlise estatistica

Foi feito uma andlise descritiva para as caracteristicas fisico-quimicas do

isolado proteico de soja. Todas as andlises foram realizadas em duplicata.

Para os dados dos indices de qualidade protéica procedeu-se a analise
estatistica (ANOVA), para determinagéo do valor de “F” a 5% de probabilidade,
para comparacdo entre as médias. A dispersdo da média foi expressa em

desvio-padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas fisico-quimicas

4.1.1. Composicédo centesimal

A composicdo centesimal do isolado protéico de soja modificado esta

apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 — Composicéo centesimal (g/100g)

Componente % (m/m)

Proteinas 83,47 + 0,39
(86,18 £ 0,30)*

Cinzas 9,93+£0,20
(10,26 £ 0,22)*

Carboidratos 3,30 £ 0,09
(3,41 £ 0,09)*

Umidade 3,15+0,12

Lipidios 0,12 +£0,01

(0,12 + 0,01)*

*valores em base seca.

O conteudo de proteinas, de 86,18% (base seca), € inferior ao indicado
pela legislacdo brasileira que estabelece um minimo de 88% de proteina
(Brasil, 2005). O Codex Alimentarius (2010) é ainda mais exigente e estabelece
que um isolado protéico de soja deve conter no minimo 90% de proteina. O
teor de proteinas encontrado abaixo do especificado justifica-se por dois
fatores. Primeiro, o processo de preparacdo do isolado que envolve:
alcalinizacdo até pH 9 com adicdo de hidroxido de sédio para extracdo das
proteinas; acidificagdo com &cido cloridrico até pH 4,5 para precipitacdo
protéica; neutralizacéo (pH 7) com hidroxido de sédio. Esta sequéncia de acbes
produziu o sal correspondente a reacdo do hidroxido de sodio com o &cido
cloridrico, no caso, o cloreto de sédio (NaCl). Segundo, a etapa de modificagdo
quimica envolve a adicdo de 1% de hexametafosfato de s6dio em relacdo ao

peso do sobrenadante, antes da secagem em spray-dryer. Estes dois fatores
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elevaram os teores de cinzas, provocando uma diluicdo do teor de proteinas e

dos demais componentes (Tabela 6).

Silva (2007), trabalhando com modificacdo de dois isolados comerciais,
também utilizou hexametafosfato como agente quimico, e encontrou

concentracdes de proteina de 82,60% e 83,61%.

Villalva (2008) isolou e modificou proteinas de soja com hexametafosfato,
adicionado em uma etapa diferente, e encontrou teor de proteina de 85,30%,

muito préximo ao valor encontrado no presente trabalho (86,18%).

O teor de cinzas encontrado foi de 10,26% (base seca), acima do
recomendado pelo Codex Alimentarius (2010) que é de no maximo 8%. Silva
(2007) e Villalva (2008) reportaram conteudos de cinzas de no minimo 11,15%
e 9,09%, respectivamente. A explicacao para elevados teores de cinzas, tanto
neste como nos trabalhos de Silva (2007) e Villalva (2008), € a mesma

evidenciada anteriormente para o teor de proteinas.

Tendo-se em vista que o isolado protéico obtido com modificacdo quimica
por hexametafosfato podera ser utilizado em formulacdes de alimentos infantis,
principalmente bebidas para lactentes com alergia ao leite de vaca, o teor de
cinzas ndao é um fator limitante, visto que seu conteldo de fosforo é
aumentado. Isto diminui a necessidade de complementacao da formula com tal

elemento.

A proporcao de carboidratos encontrada foi de 3,41% (base seca), um
pouco abaixo dos valores meédios encontrados por Silva (2007) e Villalva
(2008), 5,41% e 5,45%, respectivamente. Isto pode se dever a diferenca na
diluicdo utilizada na etapa de extragcdo que foi de 1:20 no presente trabalho
contra 1:10 utilizada usualmente em outros trabalhos. Uma diluicdo maior pode
ter implicado em uma maior eliminacdo de carboidratos apds a etapa de

precipitacdo em pH 4,5.

A umidade média encontrada foi de 3,15%, adequando-se ao padrdao do

Codex Alimentarius (2010) que preconiza valores abaixo de 10%.
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O conteudo de lipidios de 0,12% do isolado modificado é préximo ao valor
médio reportado por Villalva (2008) e por Silva (2007) que foi de 0,14% em
média. Ja os isolados comerciais utilizados por Silva (2007) apresentaram
valores mais elevados de 0,34% e 0,38%. O baixo conteudo de lipideos dos
isolados modificados em relacdo aos isolados comerciais pode ser devido a
diferencas nas matérias-primas utilizadas, diferencas na etapa de extracdo do
Oleo e devido a centrifugacfes adicionais durante a obtencdo do produto. Visto
que a fracdo lipidica € mais leve que os demais componentes, esta sofreu

maiores perdas apos a ultima centrifugacao.

4.1.2. indice de atividade de urease

O indice de atividade de urease foi de 0,15, 0 que indica que o tratamento

térmico foi corretamente aplicado. Este indice deve ficar entre 0,05 e 0,25.

4.1.3. Curva de solubilidade protéica

As curvas de solubilidade do isolado protéico de soja modificado (IPSM) e
do isolado protéico de soja ndo modificado (IPS), em relacdo ao pH podem ser

vistas na Figura 6.

Os isolados protéicos de soja modificados contendo 3% m/m e 5% m/m
de hexametafosfato ndo foram utilizados nas avaliacGes fisico-quimicas e
nutricionais por apresentarem perfis de solubilidade em funcdo do pH
inadequado ao propdésito do presente trabalho, isto €, uma fonte protéica com
baixa solubilidade a valores de pH abaixo de 5 e solubilidades altas acima

deste pH.
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Figura 6 — Perfis de solubilidade dos isolados modificado (IPSM) e ndo
modificado (IPS).

Observou-se que o tratamento com hexametafosfato 10% m/m foi
eficiente em reduzir a solubilidade das proteinas da soja em valores de pH
inferiores ao ponto isoelétrico (Figura 6). Uma explicacdo para a menor
solubilidade dessas proteinas modificadas em pH menor que o0 ponto
isoelétrico € que a carga negativa na fracdo da proteina ligada ao
hexametafosfato € maior do que estas fragcdes sem o anion hexametafosfato a

ela ligado.

O isolado protéico de soja tem solubilidade minima no seu ponto
isoelétrico, que ocorre entre pH 4 e 5, como ja foi constatado por diversos
autores, entre eles, Gomes et al. (1987), Liu (1997) e Sorgentini e Wagner
(2002). O mesmo ocorreu com os isolados comerciais estudados por Silva
(2007) e por Villalva (2008).

Em um meio onde o pH é menor que o ponto isoelétrico, 0s grupos amino
ficam carregados positivamente, devido aos pKa destes grupos serem maiores

que o pH do meio; assim ocorre forte interacédo entre as cadeias polipeptidicas
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e 0s grupos idnicos do hexametafosfato, formando agregados que precipitam.
E bem sabido que a carga liquida da proteina e a forca idnica do meio afetam
sua solubilidade (CHEFTEL, 1989; DAMODARAN, 1996).

A partir do ponto isoelétrico a solubilidade do isolado modificado aumenta
sensivelmente, inclusive ficando superior a solubilidade do isolado néo
modificado. Provavelmente pela maior retencdo de moléculas de dgua do meio
(DAMODARAN, 1996).

O padrédo de solubilidade alcancado através da modificacdo quimica
aplicada no presente trabalho é analogo ao da caseina humana, conforme
reportado por Silva (2007) (Figura 4).

O comportamento em relacdo a solubilidade do isolado protéico de soja
modificado é de grande importancia no processo digestivo de monogastricos,
pois, a baixa solubilidade das proteinas em pH estomacal é importante para o
processo de coagulacdo das proteinas no estbmago destes. Devem-se formar
coagulos firmes, mas suficientemente macios para uma apropriada digestdo no
intestino delgado. A formacdo inapropriada de coagulo pode causar
crescimento descontrolado de bactérias e desordens intestinais. Além disso, 0s
coagulos tém funcdo de armazenamento de proteinas e lipidios que sé&o
lentamente liberados pela acdo das enzimas pancreéticas (FERREIRA et al.,
1988).

4.2. Avaliacdo da qualidade protéica do IPSM

4.2.1. Ganho de peso (GP), consumo alimentar (CA) e coeficiente de

eficiéncia alimentar (CEA)

Os dados relacionados ao GP, CA e CEA estdo apresentados na Tabela

O GP, o CA e o CEA foram menores (p<0,05) nos animais do grupo teste

em comparacédo a caseina. Como o CEA diferiu entre 0s grupos experimentais,
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isto indica que as dietas nao foram isocaldricas, portanto nédo foram capazes de

promover ganho de peso semelhante por grama de dieta consumida.

Tabela 7 — ganho de peso (GP), consumo alimentar (CA) e coeficiente de

eficiéncia alimentar (CEA) dos grupos Caseina e IPSM (n=6).

Ganho de Peso Consumo Alimentar CEA
Caseina 65,83 + 9,932 209,35 + 3,892 0,31 + 0,042
Isolado 29,67 + 7,81° 154,77 + 21,39° 0,19 + 0,03°

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nédo diferem entre si pelo
teste de ANOVA, a 5% de probabilidade.

4.2.2. Razao de eficiéncia protéica (PER) e Razao protéica liquida (NPR)

Na Tabela 8 s&o apresentados os valores de PER, PER relativo (PER-R),
NPR e NPR relativo (NPR-R).

Tabela 8 — Razéo de eficiéncia protéica (PER) e Razao protéica liquida (NPR)

dos grupos Caseina e Isolado (n=6).

PER PER-R NPR NPR-R
Caseina 3,14 + 0,452 100,00 4,06 + 0,452 100,00
Isolado 2.01+0,33° 63,93 3,34 +0,27° 82.46

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nédo diferem entre si pelo
teste de ANOVA, a 5% de probabilidade.

Segundo Friedman (1996), fontes de proteina com PER menor que 1,5
sdo de qualidade baixa ou pobre, entre 1,5 e 2,0 de qualidade intermediéaria e

acima de 2,0 de boa ou alta qualidade.

Os animais tratados com o isolado protéico de soja modificado
apresentaram PER diferente (p<0,05) do grupo da caseina. Embora o PER do
IPSM tenha sido inferior (p<0,05) ao da caseina, o valor 2,01 indica proteina de

boa qualidade. Houve também diferenca (p<0,05) nos valores de NPR entre os
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grupos experimentais. Apesar de o NPR ter sido mais baixo (p<0,05), o valor

3,34 indica a boa capacidade na manutencao do peso dos animais.

Villalva (2008) encontrou valores de 75,73 para o PER-R e 90,07 para o

NPR-R de um isolado preparado em laboratorio.

Silva (2007) reportou valores de 69,94 e 58,22 para PER-R e 80,31 e

70,61 para NPR-R de dois isolados comercias submetidos a modificacéo.

Murad (1993) elaborou um IPS modificado com perfil de solubilidade
aproximado ao da caseina bovina e encontrou valor de NPR-R igual a 72.

4.2.3. Digestibilidade verdadeira (DV)

A Tabela 9 apresenta os valores médios de digestibilidade verdadeira

(DV) e digestibilidade verdadeira relativa (DV-R) a caseina.

Tabela 9 — Digestibilidade verdadeira e relativa dos grupos Caseina e Isolado
(n=6).

DV DV-R
Caseina 05,38 + 1,472 100,00
Isolado 92,18 + 4,452 96,64

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo
teste de ANOVA, a 5% de probabilidade.

A digestibilidade do IPSM elaborado no presente trabalho (Tabela 9) néo
diferiu significativamente da digestibilidade da caseina ao nivel de 5% de
probabilidade.

Villalva (2008) relatou digestibilidade verdadeira de seu isolado
modificado igual a 90,8, sendo este valor significativamente diferente, pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade, da dieta padrdo de caseina utilizada

em seu experimento.
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5. CONCLUSAO

O método de obtencdo do isolado protéico modificado desenvolvido no
presente trabalho foi eficiente em alterar o padrdo de solubilidade em funcéao do

pH de modo que este fosse similar ao da caseina humana.

O hexametafosfato aplicado em pH neutro alterou o balanco de cargas
superficiais das proteinas provocando a reducao da solubilidade na faixa de pH
de 1 a 5. Este resultado e estudos anteriores mostram que em meio acido,
como o estomacal, € possivel a formacdo de coagulos adequados que
permitem uma melhor digestdo da proteina estudada.

Os resultados do ensaio bioldgico revelaram que os indices de qualidade

bY

protéica alcancaram valores considerados bons, principalmente quanto a

Q_)/

digestibilidade que n&o apresentou diferenca significativa em relacéo

caseina.

O isolado protéico de soja modificado obtido no presente trabalho,
possivelmente, poderd ser utilizado em formulagbes infantis nas quais a
caracteristica de solubilidade discutida se fizer importante, sem prejuizo das

caracteristicas nutricionais.
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