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RESUMO

MENDES, Fabricia Queiroz, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2009. Qualidade proteica de alimentos, aprimoramento de métodos de
digestibilidade in vitro e qualidade de graos atacados por insetos-praga.
Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-Orientadores: Neuza Maria
Brunoro Costa, Raul Narciso Carvalho Guedes, Joel Anténio de Oliveira e Thiago
Rennd dos Mares Guia.

O valor nutricional das proteinas depende de sua digestibilidade, da
biodisponibilidade de seus aminoacidos essenciais e da auséncia de toxicidade e
fatores antinutricionais. Diversos fatores podem alterar a digestibilidade dos
alimentos, como melhoramento genético, processamento e armazenamento. O
grao atacado por insetos sofre altera¢des, dentre as quais perda de peso;
deterioracdo decorrente do aquecimento promovido pelo metabolismo do inseto,
perda do valor de mercado e perda do valor nutritivo do alimento, em decorréncia
do consumo dos compostos do grdo pelo inseto. O presente trabalho teve como
objetivos determinar a digestibilidade de diferentes fontes proteicas por métodos in
vivo e in vitro; verificar qual método desenvolvido para a digestibilidade in vitro
apresenta maior correlagao com a digestibilidade in vivo; determinar o coeficiente
de eficiéncia proteica (PER) e razdo proteica liquida (NPR) de diversas fontes
proteicas; e avaliar o grau de infestacdo, as alteracdes de umidade e massa
especifica aparente ao longo do periodo de armazenamento de grdos de duas
variedades de feijdo (jalo e radiante), milho e trigo na presenca ou n3do do inseto-
praga e avaliar as caracteristicas bromatolégicas e qualidade proteica das farinhas
destes grdos infestados e ndo infestados. A avaliacdo da qualidade proteica foi
conduzida por ensaios bioldgicos, durante 14 dias, utilizando-se ratos recém
desmamados. Para o calculo da digestibilidade in vitro foram utilizados os valores
de pH obtidos em 10 min (método queda de pH) apds a adicdo da solucdo de

enzimas e o do pH estdtico, o qual mede o volume de NaOH adicionado necessario
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para manter em 8,0 o valor de pH da solucdo de proteinas apds a adicdo da solugdo
enzimatica. As melhores equacdes relacionando a digestibilidade in vivo com as
metodologias in vitro foram obtidas utilizando-se o0 método de queda de pH. Para
ambos os métodos, a presenca da caseina nao influenciou no ajustes das curvas,
para um ajuste exponencial e o melhor ajuste foi obtido somente para amostras de
origem vegetal. As dietas de caseina, albumina, arroz, proteina de soro de leite e as
carnes de porco, peixe e frango apresentaram maiores valores de digestibilidade,
nao diferindo entre si e apresentando valores entre 92,12 % a 95,54 %. Ja as que
continham soja foram as que apresentaram menor valor de digestibilidade (73,23 %
a 78,04 %). Para valores de PER e NPR, leite em p0, caseina, albumina, proteina de
soro e as carnes de porco, peixe e frango apresentaram os maiores valores.
Observou-se um aumento do grau de infestacdo de forma quadratica com o periodo
de armazenamento para os graos de feijdo e trigo e linear para os graos de milho. A
presenga do inseto-praga causou aumento de umidade e diminuicdo da massa
especifica aparente. As farinhas dos grdos infestados apresentaram maior teor de
nitrogénio e cinzas e reducdo no teor de carboidratos e lipidios. Observou-se que a
presenca do inseto-praga nao alterou a digestibilidade dos graos analisados, porém
houve reducdo do PER e do NPR para os graos de feijdo, fato ndo foi observado para
os grdaos de milho e trigo. A qualidade nutricional de grdos é diminuida com o

ataque de insetos, porém a familia do inseto influencia esta alteracdo da qualidade.
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ABSTRACT

MENDES, Fabricia Queiroz, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2009.
Protein quality of foods, improvement of methods of in vitro digestibility and
quality of grains attacked by pest insects. Adviser: Maria Goreti de Almeida
Oliveira. Co-advisers: Neuza Maria Brunoro Costa, Raul Narciso Carvalho Guedes,
Joel Antbnio de Oliveira and Thiago Rennd dos Mares Guia.

The value nutritional of the proteins depends on its digestibility, on the
bioavailability of its essential amino acids and on the absence of toxicity and anti
nutritional factors. Several factors can alter the digestibility of the foods, such as
genetic improvement, processing and storage. The grain attacked by insects suffers
alterations, among which weight loss, deterioration due to heating promoted by the
metabolism of the insect, loss of market value and loss of nutritional value of the
food, due to the consumption of the grain by the insect. This study aimed to
determine the digestibility of different protein sources by in vivo and in vitro
methods, check which method developed for the in vitro digestibility shows a
greater correlation with the in vivo digestibility; to determine the protein efficiency
ratio (PER) and net protein ratio (NPR) of different protein sources, and assess the
degree of infestation, the changes in moisture and apparent density during the
grain storage of two varieties of beans (jalo and radiant), maize and wheat in the
presence or not of the pest insect and evaluate the bromatological characteristics
and protein quality of the flour of these infested and not infested grains. The
evaluation of protein quality was led by biological rehearsals, for 14 days, using
recently weaned mice. To calculate the in vitro digestibility, pH values obtained at
10 min (Method pH fall) after addition of the solution of enzymes and pH static
were used, which measures the volume of added NaOH necessary to maintain in 8.0
the pH value of the protein solution after the addition of the enzyme solution. The
best equations relating the in vivo digestibility with the in vitro methodologies were

obtained being used the method of pH fall. For both methods, the presence of
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casein did not influence in the adjustment of the curves, for an exponential
adjustment and the best adjustment was only obtained for samples of vegetable
origin. The casein, albumin, rice, milk serum protein and pork, fish and chicken meat
diets presented larger digestibility values, not differing among each other and
presenting values between 92,12% to 95,54%. The diets that contained soy were
the ones that presented smaller digestibility value (73,23% to 78,04%). Para PER
and NPR values, powdered milk, casein, albumin, serum protein and pork, fish and
chicken meat presented the largest values. An increase of the degree of infestation
in a quadratic way was observed with the storage period for the bean grains and
wheat and lineal for the corn grains. The presence of the pest insect caused
humidity increase and decrease of the apparent specific mass. The flours of the
infested grains presented larger level of nitrogen and ashes and reduction in the
carbohydrates and lipids levels. It was observed that the presence of the pest insect
did not alter the digestibility of the analyzed grains, however there was reduction of
PER and NPR for the bean grains, this fact was not observed for corn and wheat
grains. The nutritional quality of grains is reduced with the attack of insects;

however the family of the insect influences this quality alteration.

XXi



INTRODUCAO

As proteinas sdao as macromoléculas mais abundantes no interior das células,
exibindo uma variedade de fung¢des. Todos os organismos vivos necessitam de uma
fonte de nitrogénio para a sintese de aminoacidos e conseqliente sintese proteica,
nucleotidios e outros compostos. Os vegetais geralmente utilizam amonia ou
nitratos soliveis como unica fonte de nitrogénio. Os animais vertebrados,
entretanto, precisam obté- lo na forma de aminoacidos e de outros compostos
organicos.

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

Métodos para determinar a qualidade de proteinas avaliam crescimento
animal (PER), equilibrio de nitrogénio, valor bioldgico, escore quimico,
digestibilidade e escore quimico corrigido pela digestibilidade (PDCAAS) (MILLWARD
etal,. 2008)

A digestibilidade é a medida da percentagem das proteinas que sdo
hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas pelo organismo na forma de
aminoacidos ou de qualquer outro composto nitrogenado (SGARBIERI, 1996). E
determinada em funcdo da fragcdo do nitrogénio ingerido que o animal absorve. A
digestibilidade verdadeira é obtida pela diferenca entre o nitrogénio ingerido e
aquele que aparece nas fezes corrigido pela quantidade de nitrogénio fecal
excretado quando o individuo consome uma dieta livre de proteina (HERNANDEZ et
al., 1984).

As melhores fontes proteicas para a alimentagdao humana sao as de origem
animal, como ovos, queijos, carnes em geral e leite. Proteinas de origem vegetal
possuem qualidade biolégica inferior as de origem animal devido a sua deficiéncia
em alguns aminoacidos essenciais e presenca de fatores antinutricionais. No

entanto, a ingestdo de misturas de cereais e leguminosas, como arroz e feijao, arroz



e soja, milho e feijao, também fornece ao organismo as quantidades necessarias de
aminodacidos para a sintese proteica.

As proteinas de origem vegetal constituem a principal fonte de proteina
humana, especialmente em paises em desenvolvimento, pois as de origem animal
sdo, geralmente, de custo mais elevado (CRUZ et al., 2004; WONG & CHEUNG,
2001).

De acordo com levantamentos realizados pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), estima-se que a produgdo brasileira de graos sera de 137
milhdes de toneladas na safra 2008/09 (CONAB, 2009). Calcula-se que no Brasil 10 a
15 % da produgao de graos é perdida anualmente por ataque de insetos. Dentre os
prejuizos causados, destaca-se a perda de peso; o aquecimento e conseqiente
deterioracdo, devido ao metabolismo do inseto, a perda do valor de mercado e a
perda do valor nutritivo do alimento, em decorréncia do consumo pelo inseto
(ATHIE et al.1998).

Andlises quimicas de grdos atacados por insetos revelam perdas de
nutrientes como carboidratos, vitaminas e minerais. Tem sido descrito que o teor
de proteina total, nitrogénio ndao protéico e acido urico é aumentado em graos
infestados por insetos (JOOD et al., 1992). Entretanto, ha relatos de diminuicdo do
teor de proteinas com aumento da infestacdo (LALE & IGWEBUIKE, 2002). Analises
guimicas padrboes, como determinacdo do teor de proteina pelo método de
Kjeldhal, determinam o teor de nitrogénio total, ndo separando substancias
nitrogenadas toxicas, excretas de insetos, fragmentos de corpos de insetos ou
inibidores de proteases. Uma analise mais precisa e eficiente do valor bioldgico das
proteinas presentes nestes grdaos se torna importante, uma vez que estes podem
ser importantes fontes proteicas para a populacao brasileira.

A presenga de compostos inerentes ao proprio alimento (fatores
antinutricionais, como inibidores de tripsina e de amilase, saponinas e compostos
fendlicos) ou fatores externos, como processamento e armazenamento podem
afetar qualidade nutricional (VARGAS et al., 1984).

O processamento dos alimentos pode reduzir os fatores nutricionais
presentes, promover diferentes alteragdes nos alimentos e afetar a digestibilidade

proteica.



A redugao de fatores antinutricionais presentes nas fontes proteicas de
origem vegetal também podem ser conseguidas através do melhoramento genético
destas fontes.

Durante o armazenamento pode ocorrer perda de qualidade proteica pelo
consumo do grao por insetos.

A realizagdo de ensaios in vivo para avaliar a digestibilidade de uma fonte
proteica apdés a obtencdo de uma nova variedade, apds cada alteracdo do
processamento em alimentos ou durante o armazenamento é custosa e demorada.
Métodos in vitro podem predizer variacdes de digestibilidade para novas variedades
vegetais obtidas e em alteracbes de processamento de alimentos de forma mais
rapida e barata, sendo possivel predizer se esta alteracao trara ganhos ou perdas na
digestibilidade.

O presente trabalho teve como objetivos determinar a digestibilidade in
vivo, ajustar equagdes para a determinagao da digestibilidade in vitro por meio de
diferentes métodos e verificar qual método desenvolvido para a digestibilidade in
vitro apresenta maior correlacdo com a digestibilidade in vivo; avaliar o grau de
infestacdo, as alteracdes de umidade e massa especifica aparente ao longo do
periodo de armazenamento de grdos de duas variedades de feijdo (jalo e radiante),
milho e trigo na presenca ou ndo do inseto-praga e avaliar as caracteristicas
bromatoldgicas e qualidade proteica das farinhas destes grdos infestados e ndo

infestados.
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1.1. Valor nutricional de Proteinas

As proteinas sao as macromoléculas mais abundantes nas células vivas
(NELSON & COX, 2002), portanto sdo nutrientes essenciais aos organismos animal e
humano e devem estar presentes na alimentacdo em quantidades adequadas. Além
do aspecto quantitativo, deve-se levar em conta o aspecto qualitativo das
proteinas, isto é, o seu valor nutricional, que dependerd de sua composicdo,
digestibilidade, biodisponibilidade de aminoacidos indispensaveis e auséncia de
toxicidade e de fatores antinutricionais (SGARBIERE, 1996).

As proteinas também sao 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, 2002; BORSOI, 2001). Sao macromoléculas presentes em todas as células dos
organismos vivos e formadas por combinacdes de 20 aminodcidos em diversas
proporc¢des, sendo unidos entre si por ligacdes peptidicas. Quanto a origem, os
aminodacidos podem ser exdgenos, ou seja, ingeridos pela dieta, ou enddgenos, que
sdo aqueles derivados da degradacdo das proteinas celulares do préprio organismo
(OLIVEIRA, 1998).

As proteinas sdo Uteis a formacdo dos tecidos novos do corpo e, por isso, sdo
chamadas de alimentos de construgcdo ou alimentos plasticos. Sdo, portanto,
indispensaveis ao crescimento e manutengdao da vida, cumprindo fungdes
estruturais, reguladoras, de defesa e de transporte dos fluidos biolégicos (PELUZIO
& BATISTA, 2008). De acordo com Oliveira et al. (1982), as proteinas funcionam
como biocatalisadores, controlando processos como crescimento, digestao,

absorcdo, transporte e metabolismo. S3o também importantes na manutencdo da
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pressao osmotica do sangue e de outros fluidos e na formagao de anticorpos para a
defesa imunoldgica, funcionando, ainda, como elementos estruturais como na pele,
0ss0s e musculos.

As melhores fontes proteicas para a alimentacdo humana sdo as de origem
animal, como ovos, queijos, carnes em geral e leite. As proteinas de origem vegetal
possuem qualidade bioldgica inferior que as de origem animal devido a sua
deficiéncia em alguns aminodcidos essenciais. No entanto, a ingestdo de misturas
de cereais e leguminosas, como arroz e feijdo, arroz e soja, milho e feijao, também
fornece ao organismo as quantidades necessdrias de aminodcidos para a sintese
proteica (LAJOLO & TIRAPEGUI, 1998; BORSOI, 2001). As proteinas de origem
vegetal constituem a principal fonte de proteina humana, especialmente em paises
em desenvolvimento, pois as de origem animal sdo de custo mais alto (CRUZ et al.,
2004; WONG & CHEUNG, 2001).

Alguns aminoacidos podem ser sintetizados no organismo a partir de
precursores, sendo estes classificados como aminodacidos dispensaveis ou nao-
essenciais, sdo eles: alanina, aspartato, glutamato, asparagina, glutamina, glicina,
prolina, serina, tirosina e cisteina. No entanto, outros aminoacidos ndo conseguem
ser sintetizados no organismo em quantidades suficientes, os quais sdo chamados
de aminodcidos indispensdveis ou essenciais e devem ser fornecidos através da
alimentacdo (ANGELIS, 1999). Os aminoacidos essenciais sdo: treonina, triptofano,
histidina, lisina, leucina, isoleucina, metionina, valina e fenilalanina e,
condicionalmente, arginina, importante para criancas em fase de crescimento. A
falta desses aminodcidos no organismo ocasiona alteragdes nos processos
bioquimicos e fisioldgicos e na sintese proteica, resultando em balango nitrogenado
negativo. Em criangas provoca diminuicdo do crescimento, perda de peso e
profundas alteracGes bioquimicas (LAJOLO & TIRAPEGUI, 1998; ANGELIS, 1999).
Segundo Oliveira (1998) existem, ainda, os aminoacidos denominados
condicionalmente essenciais, que sdao aqueles que podem ser essenciais em
determinadas condi¢Bes clinicas, como: glicina, prolina, tirosina, serina, cisteina e
cistina, arginina, histidina e glutamina.

O conceito de necessidades de proteinas e aminoacidos tem sido objeto de

muitas discussdes e vem sofrendo modificagdes ao longo do tempo. De acordo com
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Angelis (1999), a necessidade proteica é a quantidade que deve ser ingerida em
determinado periodo de tempo para contrabalangar os gastos organicos nesse
periodo. A recomendacdo de ingestdao de proteinas representa quantidades
especificas para a manutengcdo da saude em individuos sauddaveis. Essa
recomendacdo deve satisfazer as necessidades fisioldgicas de todos os individuos de
determinada faixa etdria, género e estado metabdlico (PELUZIO & BATISTA, 2008).
No Quadro 1 sdo apresentadas as recomendacOes de proteinas de acordo

com o sexo e a faixa etaria.

1.2. Métodos para avaliar a qualidade proteica

1.2.1. Coeficiente de eficiéncia proteica (PER)

O PER determina a capacidade de uma proteina promover o crescimento de
ratos recém-desmamados. Representa a relacdo entre ganho de peso e a
quantidade de proteina consumida. O valor encontrado é comparado ao de uma
proteina de referéncia, normalmente a caseina. PER maior que 2,0 indica proteina
de alta qualidade; entre 1,5-2,0, qualidade intermediaria; e PER menor que 1,5,
baixo valor nutricional (FRIEDMAN, 1996).

Este método tem duas limitacGes a serem destacadas. A primeira é nao
poder ser extrapolado para criancas em fase de crescimento, uma vez que o
requisito de aminoacidos para criangcas € menor do que aqueles para ratos. A
segunda limitagdo reside no fato de que o PER é uma medida de qualidade proteica
para promover crescimento e ndo leva em consideragao a proteina utilizada para a

manutencado ou prevencao da perda de peso.



Quadro 1: Ingestdo Dietética de Referéncia (IDR) para proteinas

Estagio da vida Idade RDA/AI g/dia EAR g/kg/dia AMDR %
Infante 0-6 meses 9,1 ND
7-12 meses 13,5 1,1 ND
Crianga 1-3 anos 13 0,88 5-20
4-8 anos 19 0,76 10-30
Homens 9-13 anos 34 0,76 10-30
14-18 anos 52 0,73 10-30
19-30 anos 56 0,66 10-35
31-50 anos 56 0,66 10-35
51-70 anos 56 0,66 10-35
> 70 anos 56 0,66 10-35
Mulheres 9-13 anos 34 0,76 10-30
14-18 anos 46 0,71 10-35
19-30 anos 46 0,66 10-35
31-50 anos 46 0,66 10-35
51-70 anos 46 0,66 10-35
> 70 anos 46 0,66 10-35
Gestantes < 19 anos 71 0,88 10-35
19-30 anos 71 0,88 10-35
31-50 anos 71 0,88 10-35
Lavtagao <19 anos 71 1,05 10-35
19-30 anos 71 1,05 10-35
31-50 anos 71 1,05 10-35

Fonte: Peluzio & Batista (2008)



1.2.2. Razao proteica liquida (NPR)

O NPR constitui uma modificacdo do PER e acrescenta ao ganho de peso do
grupo com dieta proteica a perda de peso de um grupo com dieta aproteica. O NPR
é determinado no 14° dia do experimento, tomando-se o ganho de peso do grupo-
teste mais a perda de peso do grupo de dieta aproteica, em relagdo ao consumo de
proteina do grupo-teste, segundo o método de Bender & Doell (1957). Essa soma
de perda de peso elimina possiveis erros ocorridos nos valores de PER decorrentes

de variacGes nos teores de proteina na dieta.

1.2.3. Escore quimico de aminoacido (EQ)

EQ determina o conteudo de aminoacidos presentes em uma fonte de
proteinas e compara os valores obtidos com os de uma proteina tida como
referéncia para criangas ente dois e cinco anos de idade, segundo FAO/WHO (1985).

A qualidade da proteina é avaliada com base no aminoacido essencial
limitante. Para valores de EQ maiores que 1,0, considera-se fonte proteica de boa
qualidade, contendo os aminodcidos essenciais capazes de suprir as necessidades

para a dieta de humanos (PIRES et al., 2006a).

1.2.4. Escore quimico corrigido pela digestibilidade proteica (PDCAAS)

Consiste em adicionar ao escore quimico mais um componente, que é a
digestibilidade proteica. O escore quimico de aminoacido proteicacorrigido pela
digestibilidade proteica (PDCAAS) é definida como a relagdo entre o conteldo do
primeiro aminoacido limitante na proteina (mg/g) e o conteddo daquele
aminoacido em uma proteina de referéncia (mg/g) multiplicado pela digestibilidade
verdadeira da proteina teste. S3o recomendadas como padrdo as necessidades de
aminodacidos essenciais para criancas entre dois e cinco anos de idade, segundo

FAO/WHO (1985). Valores de PDCAAS acima de 1,0 sdo considerados fonte proteica
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de boa qualidade, contendo os aminoacidos essenciais capazes de suprir as

necessidades da dieta de humanos (PIRES et al., 2006a)

1.2.5. Digestibilidade

A digestibilidade da proteina corresponde a fragcdo do nitrogénio ingerido
gue o animal absorve. O nitrogénio absorvido é obtido pela diferenca entre o
nitrogénio ingerido e aquele que aparece nas fezes. Considera-se a digestibilidade,
assim calculada, como aparente, por ndo se levar em conta o nitrogénio eliminado
nas fezes como resultado da descamacdo do tubo digestivo, dos sucos e das
secrecdes da microbiota intestinal, que se constituem em perdas inevitaveis de
nitrogénio. Assim, para determinar a digestibilidade verdadeira é necessario corrigir
a quantidade de nitrogénio fecal excretado quando o individuo consome uma dieta
livre de proteina (PEREIRA, 1988).

A digestibilidade é 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 (SGARBIERI, 1996).

Digestibilidade da proteina é um condicionante de qualidade proteica, pois
dado aminoacido embora presente na proteina, pode ndo estar necessariamente
disponivel para o organismo. As proteinas presentes nos alimentos podem se
associar com compostos presentes nos alimentos, como polifendis, e, desta forma,
nao estarem disponiveis para a acdo de proteases. As proteinas ndo podem ser
utilizadas pelo organismo sem serem antes digeridas e absorvidas por este.

Varios fatores tém sido identificados capazes de interferir na digestibilidade
de alimentos proteicos, 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
aminodcidos menos disponiveis para serem absorvidos pelo organismo (LIU, 1995).

Vargas et al. (1984) citaram que as dietas de origem vegetal, especialmente
quando contém leguminosas, apresentam digestibilidade proteica muito baixa, da

ordem de 50 a 70%. Acrescentaram ainda que a baixa digestibilidade proteica
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constitui um dos principais fatores que limitam a utilizagao da proteina de dietas de

origem vegetal, em particular as que incluem leguminosas.

1.2.6. Digestibilidade in vitro

Os métodos de determinacdo de digestibilidade in vitro se baseiam em
digerir a amostra com enzimas proteoliticas em condigdes padronizadas. A
diferenga esta entre o nimero 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 simulacdo de
sistemas digestivos (PIRES et al., 2006b).

O método desenvolvido por Mauron et al. (1955) foi adaptado como
método oficial pela Association of Official Analytical Chemists (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 modificacdes devido a sua baixa
correlagdo com os ensaios bioldgicos.

Akeson & Stachman (1964) trabalharam com um método em que as
amostras de proteina sao incubadas primeiramente com pepsina e, depois, com
pancreatina em tampdo-fosfato. O residuo é separado por filtracdo e o seu
conteudo de nitrogénio, analisado. Blichmann (1979) modificou o método para a
sua aplicagdo em amostras de cevada e outros cereais. Uma vez realizada a digestao
enzimatica, precipitam-se as proteinas com acido tricloroacético, sendo o
nitrogénio determinado no sobrenadante.

Outro método utilizado é aquele proposto por Saunders et al. (1973), em
que a amostra proteica é inicialmente incubada com pepsina pH acido (1,0 - 1,5) a
37 °C e deixada agir nessas condi¢cdes durante 2 h. A suspens3o ou solucdo de
enzima e amostra deve ser mantida em banho termostatizado e em constante
agitacdo leve. Apds 2 h de incubacgdo, o pH da suspensdo ou solugdo é elevado a 8,0
com solugdo de hidréxido de sédio, adicionando-se em seguida pancreatina em

solucdo-tampao de fosfato de sddio, pH 8,0. A relagdo entre enzima/proteina é da

12



ordem de 1:10 para pepsina e 1:5 para pancreatina. A pancreatina é deixada agir
sobre a amostra durante 24 h a 37 °C, pH 8,0, e sob agitacdo. No fim desse tempo, a
reacdo é bloqueada pela adicdo de uma solucdo de acido tricloroacético (TCA) para
uma concentracao final de TCA na mistura de 5% (p/v). O TCA precipita a fragdo ndo
digerida da proteina e, por filtracdo ou centrifugacdo, separa-se a fracao soluvel em
TCA, que ird conter os aminodcidos ou peptidios de baixo peso molecular liberados
durante a digestdo enzimdtica ou protedlise. Essa fracdo conterd aminodcidos
existentes na amostra antes da digestdo enzimatica e poderd ser subtraida da
fracdo total. O nitrogénio é determinado pelo método de Kjeldahl, na amostra
inicial e na fracao digerida, apds a precipitacdao com TCA da proteina digerida.

Hsu et al. (1977), baseando-se nos estudos de Maga et al. (1973), nos
quais foi utilizada a enzima tripsina para a digestdao das proteinas in vitro e media a
velocidade inicial de protedlise como indicador da digestibilidade, desenvolveram
um método rapido e sensivel. Utilizaram uma solugdo multienzimdtica (tripsina,
quimotripsina e peptidase) para determinar a digestibilidade de proteinas. A
diminuicdao de pH apds 10 min de digestdo com a solugdo multienzimatica foi
comparada a digestibilidade in vivo aparente em ratos. A equacdo de regressao
obtida permitiu predizer a digestibilidade. O método é capaz de detectar o efeito de
inibidores de tripsina e tratamento térmico sobre a digestibilidade.

Procurando uma melhor correlagdo com a digestibilidade, Satterlee et al.
(1979) modificaram o método, realizando uma segunda incubacdo da amostra com

proteases e determinando o pH até 20 min depois de iniciada a incubacao.

1.3. Armazenamento de graos

O armazenamento adequado dos graos possibilita manter a sua duracdo, as
gualidades bioldgicas, quimicas e fisicas que os grdos possuem, imediatamente apds
a colheita. O armazenamento dos graos mantém a disponibilidade do produto de
forma regular e continua, para abastecer os centros de consumo e possibilita a

formacao de estoques. O prolongamento da utilidade no tempo permite o
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abastecimento mais estdvel aos mercados consumidores, assim como contribui
para a maior estabilidade dos precos dos produtos (LAZZARINI & JAQUETI, 1984).

Durante a etapa do processo de armazenamento ndo se pode melhorar a
gualidade dos grdos armazenados, apenas consegue-se, ho maximo, manté-las.
Entretanto, ndo adianta obter produtos de alta qualidade se ndao houver um
adequado armazenamento.

Um armazenamento adequado e seguro dos grdos evita perdas e preserva a
qualidade. Os fatores de qualidade a serem observados dependem do uso final do
grdo (ALVES et al., 2001).

A qualidade do feijao pode ser afetada com o armazenamento. O aumento
no grau de dureza do feijdo tem como conseqliéncia o aumento no tempo
necessario para o cozimento, gasto de energia, mudancas no sabor, ndo formacao
de caldo espesso e viscoso e escurecimento do tegumento, levando a uma

depreciacdo do produto pelo consumidor (RIBEIRO et al, 2005; RIOS et al., 2003).

1.4. Graos armazenados atacados por insetos

Entre os insetos normalmente encontrados em graos armazenados, os
pertencentes as ordens Coleoptera e Lepdoptera compreendem as espécies de
maior importancia como pragas (PACHECO & PAULA, 1995). As fémeas desses
insetos geralmente colocam seus ovos sobre ou entre vagens ou em graos expostos.
As larvas recém-eclodidas penetram nos graos e passam a consumir os cotilédones.
Alimentam-se continuamente durante o periodo larval e, ao final do ultimo instar,
empupam. Em seguida, emergem para acasalar e recomegar o ciclo reprodutivo
(BALDIN, 2001).

O ataque direto dos insetos-praga provoca reducdo de peso dos graos,
perdas nutricionais e alteracdes fisicas, além dos danos indiretos, por facilitarem a
entrada de microrganismos e acaros através das perfuragdes (FARONI & SILVA,
2000; ZIMMERMANN et al., 1988). As perdas podem atingir até 30% em alguns
casos, sendo 10% delas causadas diretamente pelo ataque de insetos-praga (SINHA,

1995; SCHOLLER et al.,1997).
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Os insetos-praga obtém muitos de seus aminodcidos essenciais utilizando
proteinases extracelulares (NATION, 2002).

Além de serem consumidos pelos insetos, os graos tem uma redugdo na sua
qualidade, por que os insetos danificam e alteram o ambiente da massa,
favorecendo outros fatores de deterioracdo, como os fungos e a respiracdo dos
graos. Também contaminam os graos com suas exuvias, excrementos e despojos,
aumentam os niveis de acidos graxos livres, contaminando-os com acido urico,
causam odores, empobrecem o rendimento e a qualidade das farinhas (BROOKER et
al., 1992; PEDERSEN, 1992; FARONI, 1995; WHITE, 1995). A presenca deste provoca
contaminacdo dos graos e seus subprodutos pela presenca do inseto vivo ou morto,
pela presenca dos metabdlitos produzidos pelos insetos ou outros aspectos do
processo da vida. Larvas pupas e adultos no interior do grdao ndo sdo observados na
amostra, porém ndo podem ser removidos e s3do uma preocupagcao no
processamento dos grdos, pois tornan-se contaminantes nos subprodutos (FARONI;
SILVA, 2000).

Os graos de feijdo sdo severamente atacados por carunchos no mundo
inteiro e as espécies mais freqlentes no Brasil sdo Acanthoscelides obtecus (Say) e
Zabrotes subfasciatus (Boh.) (CARVALHO & ROSSETO, 1968).

A infestagdo por A. obtectus pode ocorrer no armazenamento ou no campo.
A condicdo ideal para seu desenvolvimento é encontrada emambiente com 30°C e
70 a 80% de umidade relativa. Os ovos sdo espalhados entre os grdaos armazenados,
ou colocados nas suas proximidades, ou inseridos em fendas de vagens em
desenvolvimento, podendo ser colocadas isoladamente ou em grupos. As larvas,
assim que eclodem, deslocam-se a procura do hospedeiro e penetram na semente,
passando todo o seu desenvolvimento. Ao completarem o desenvolvimento larval,
constroem um orificio de saida para o adulto antes de entrarem na fase de pupa
(ATHIE et al., 1998).

O Sitophilus zeamais é um inseto de graos armazenados encontrado em
todas as regides quentes e tropicais do mundo. E praga primaria de milho, trigo,
arroz e sorgo e pode se desenvolver em produtos de cereais processados, como
macarrdo e mandioca desidratada (DOBIE et al., 1984). A postura pode ocorrer em

grdaos com elevado teor de umidade, como, por exemplo, o milho em estado de
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maturacdo. Com essa caracteristica e por ser um voador ativo, pode atacar graos no
campo (PACHECO & PAULA, 1995). A fémea de S. zeamais cava orificios nos graos
com as mandibulas, onde depositam os ovos. A cavidade é fechada com uma
substancia gelatinosa produzida por glandulas acessérias do aparelho reprodutor. A
larva se alimenta do interior do grdo. A fase de pupa também ocorre no interior do

grio e o adulto, ao emergir, cava uma saida para o exterior (ATHIE et al., 1998).
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CAPITULO 2

CORRELAGAO DE METODOS DE DIGESTIBILIDADE IN VITRO E
DIGESTIBILIDADE IN VIVO

2.1. RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos determinar a digestibilidade in
vivo, ajustar equagdes para a determinagao da digestibilidade in vitro por meio de
diferentes métodos e verificar qual método desenvolvido para a digestibilidade in
vitro apresenta maior correlacdo com a digestibilidade in vivo. Foram utilizadas as
seguintes fontes de proteina: caseina, arroz, aveia, carne bovina, carne de frango,
carne de peixe, carne suina, carne de ra sem 0sso, carne de ra mecanicamente
separada, carne de ra com osso, feijao, leite em pd, milho (fuba), proteina de soro
de leite, proteina texturizada de soja, quinoa, soja e trigo (farinha). Para o calculo da
digestibilidade in vitro foram utilizados os valores de pH obtidos em 10 min (método
gueda de pH) apds a adicdo da solucdo de enzimas e o do pH estatico, o qual mede
o volume de NaOH adicionado necessario para manter em 8,0 o valor de pH da
solucdo de proteinas apds a adicdo da solucdo enzimatica. As melhores equacbes
obtidas relacionando a digestibilidade in vivo com as metodologias in vitro foi pelo
método de queda de pH. Para ambos os métodos a presenga da caseina ndo
influenciou no ajustes das curvas, para um ajuste exponencial e o melhor ajuste
somente foi obtido para amostras de origem vegetal. O uso de técnicas in vitro para
a determinacdo da digestibilidade proteica beneficios como: requer menos tempo,
sdo mais baratos e requisitam de menos mao-de-obra e espaco fisico do que os

métodos de determinacdo de digestibilidade in vivo.

PALAVRAS - CHAVE: Qualidade proteica; digestibilidade in vitro; digestibilidade in

vivo.
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2.2. INTRODUCAO

As proteinas sao as macromoléculas mais abundantes nas células vivas
(NELSON & COX, 2002), sendo, portanto sdo nutrientes essenciais aos organismos
animais devendo estar presentes na alimentacdo em quantidades adequadas. Além
do aspecto quantitativo, deve-se levar em conta o aspecto qualitativo das
proteinas, isto &, o seu valor nutricional (SGARBIERE, 1996). Métodos classicos para
determinar a qualidade proteicaavaliam o crescimento animal (PER), o equilibrio de
nitrogénio, o valor biolégico, o escore quimico, a digestibilidade e o escore quimico
corrigido pela digestibilidade (PDCAAS), que foi introduzido pela FAO/ WHO em
1985 e é a medida aceita desde entdo para avaliar a qualidade das proteinas. O
PDCAAS ¢é definido como a relacdo entre o contelddo do primeiro aminoacido
limitante na proteina (em mg/g) e o conteddo daquele aminoicido em uma
proteina de referéncia (mg/g) multiplicado pela digestibilidade verdadeira. O
padrdo de referéncia é a necessidade de aminoacidos essenciais para criancas ente
2 e 5 anos de idade, segundo FAO/WHO (1985) (MILLWARD et al.,2008;
SCHAAFSMA, 1994).

A digestibilidade da proteina é determinada em funcdo da fracdo do
nitrogénio ingerido que o animal absorve. A digestibilidade verdadeira é obtida pela
diferenca entre o nitrogénio ingerido e aquele que aparece nas fezes corrigido pela
guantidade de nitrogénio fecal excretado quando o individuo consome uma dieta
livre de proteina (HERNANDEZ et al., 1984).

A presenca de compostos inerentes ao proprio alimento, por exemplo,
fatores antinutricionais, como inibidores de tripsina e de amilase, saponinas e
compostos fendlicos 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 alterar a qualidade nutricional
da proteina (VARGAS et al.,1984).

O processamento dos alimentos pode envolver o uso de calor, agentes
oxidantes (como peroxido de hidrogénio), solventes organicos, alcalis e 4cidos, com

o objetivo de melhorar sabor, textura, propriedades funcionais e sensoriais, inativar
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microrganismos patégenos e fatores antinutricionais (SANTE-LHOUTELLIER et al.,
2008; CHEFTEL, 1979)

O processamento térmico, especialmente o calor Umido, desnatura as
proteinas aumentando acessibilidade ao ataque enzimatico, aumentando o valor
nutricional (POEL et al., 1990). Entretanto, podem levar a formacdo da reacdo de
Maillard, oxidacdo de aminoacidos basicosformacdo de agregados proteicos
diminuindo, assim, a qualidade e biodisponibilidade de aminodacidos essenciais
(SANTE-LHOUTELLIER et al., 2008; SCHWASS & FINLEY, 1984; CHEFTEL, 1979).

O processamento dos alimentos reduz de forma diferente os fatores
nutricionais presentes. Nergiz & Gokgdz (2007) avaliando o teor de acido fitico,
fenadis totais, taninos e inibidor de tripsina em trés variedades de feijées e dois tipos
de processamento (remolho por 12 horas seguido de cozimento e cozimento na
pressdao, sem remolho) verificou que os teores de acido fitico, fendis totais, taninos
e inibidor de tripsina diminuiram com os tratamentos aplicados, porém a redugao
foi maior para todos os fatores no tratamento de remolho seguido de cozimento.
Redugao em diferentes niveis dos fatores antinutricionais também foi encontrada
por Shimelis & Rakshit (2007) em feijdes. Eles avaliaram o teor de taninos, acido
fitico, lectina, inibidor de tripsina e saponinas em feijdes ndo processados, remolho
em agua por 12 horas, remolho em bicarbonato de sddio, germinagdo por 24, 48, 72
e 96 horas seguidos ou n3do de autoclave, cozimento sem remolho, cozimento com
remolho em dgua e em bicarbonato e autoclave sem remolho e com molho em
agua e bicarbonato. Houve reducdo dos fatores antinutricionais em todos os
tratamentos, mas esta reducdo variou de 6 a 100 %.

Os programas de melhoramento genético visam obter variedades que
apresentem alta produtividade, aliada a resisténcia as doencas, com producdo de
sementes possuindo forma, tamanho, cor e brilho aceitaveis no mercado. Também
podem objetivar a reducdo de fatores antinutricionais para aumentar a qualidade
nutricional dos graos (MENDES et al., 2007; MESQUITA et al., 2007).

As reducbes dos fatores antinutricionais em diferentes processamentos de
alimentos ou por melhoramento genético podem alterar a digestibilidade. A
realizacdo de ensaios in vivo para avaliar a digestibilidade em cada alteracdo do

processamento em alimentos ou a cada nova variedade obtida é custosa e
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demorada. Métodos in vitro podem predizer variagdes de digestibilidade em
alteracdes de processamento de alimentos de forma mais rapida e barata.

A maior parte dos métodos de determinacdo de digestibilidade in vitro se
baseia em digerir a amostra com enzimas proteoliticas em condi¢Oes padronizadas.
A diferenga esta entre o niumero e a natureza das enzimas que se utilizam e a
medida final a ser realizada (PIRES et al., 2006).

O método desenvolvido por Mauron et al. (1955) foi adaptado como método
oficial pela AOAC (1975) para determinar a digestibilidade de proteinas alimentares
de origem animal. Baseia-se na digestdo da amostra com pepsina e determinacao
da porcentagem de nitrogénio solubilizado. O método tem sofrido numerosas
modificagcGes devido a sua baixa correlacdo com os ensaios bioldgicos.

O presente trabalho teve como objetivos determinar a digestibilidade in
vivo, ajustar equacdes para a determinacdo da digestibilidade in vitro por meio de
diferentes métodos e verificar qual método desenvolvido para a digestibilidade in

vitro apresenta maior correlagao com a digestibilidade in vivo.

2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Local do experimento

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Enzimologia,
Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria (BIOAGRO), no Laboratério de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e
Peptideos Prof. Marcos Luiz dos Mares Guia do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular (DBB) e no Laboratério de Nutricdo Experimental do
Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da Universidade Federal de Vigosa (UFV)
- MG.
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2.3.2. Preparo das Amostras

Foram utilizadas as seguintes fontes de proteina: caseina, arroz, aveia, carne
bovina, carne de frango, carne de peixe, carne suina, carne de ra sem 0sso, carne de
ra mecanicamente separada, carne de ra sem 0sso, feijdo, leite em pd, milho (fuba),
proteina de soro de leite, proteina texturizada de soja, quinoa, soja e trigo (farinha).

Foi utilizada caseina comercial obtida da RHOSTER-Industria e Comécio Ltda.

Os graos de arroz branco polido, adquirido no comércio de Vicosa, MG, foi
coccionado em 4gua, em panela doméstica. Apds o cozimento, os graos foram secos
em estufa com circulacdo de ar, a 60 °C, por 24 horas. Em seguida, foram moidos
em multiprocessador doméstico, marca Arno e passado em peneira de 16 mesh (1
mm), obtendo-se uma farinha de arroz.

As carnes de frango (peito de frango sem pele), de peixe (filé de Merluza) e
suina (pernil sem gordura aparente), adquirido no comércio de Vigosa, MG, foram
cozidas com agua em panelas domésticas, na proporcdo de 1:1 (p/v), até secar a
agua. Apds o cozimento, as carnes foram congeladas a -802C, desidratadas em
liofilizador por 24 horas e moidas em multiprocessador doméstico, marca Arno e
passadas em peneira de 16 mesh (1 mm).

A soja foi submetida a tratamento térmico em calor seco de 89°C por 5
minutos. Os grdaos foram moidos em multiprocessador doméstico, marca Arno e
passado em peneira de mesh (1 mm), obtendo-se uma farinha de soja.

As amostras de aveia, leite em pd, proteina de soro de leite e quinoa foram
adquiridas no comércio de Vigcosa, MG. A quinoa foi moida em multiprocessador
marca Arno e passada em peneira de 16 mesh (1 mm).

Os dados de digestibilidade in vivo para carne bovina, carne de ra sem 0sso,
carne de ra mecanicamente separada, carne de ra com osso, feijado, milho (fuba),

proteina texturizada de soja e trigo (farinha), foram obtidos de Pires et al., 2006.

2.3.3. Determinacao do teor de nitrogénio

O teor de proteina de cada amostra foi determinado pelo método semimicro

Kjeldhal, segundo AOAC (1984).
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As amostras foram pesadas em papel manteiga e colocadas nos tubos de
digestdo devidamente identificadas. Acrescentou-se umtubo contendo apenas o
papel manteiga (branco). Adicionou-se 10 mL da mistura digestora. A temperatura
foi aumentada gradativamente até 320 °C. Depois de atingida a temperatura,
deixou-se sob aquecimento por mais uma hora. Os tubos foram retirados do bloco
digestor e deixados esfriar. Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de perdxido de
hidrogénio 30 % e as amostras foram retornadas para o bloco digestor por mais
uma hora. Foram retiradas e deixadas esfriar. Adicionou-se 10 mL de dagua e
procedeu-se a destilacdo de nitrogénio. O material digerido é neutralizado com
NaOH 40 % (aproximadamente 25 mL). Em seguida, o nitrogénio presente, agora na
forma de amoénia é destilado por arraste de vapor e recolhido em solugdo de acido
borico a 4% utilizando indicador de Tashiro. O borato de aménio formado é titulado
com 4cido cloridrico 0,05 N padronizado, determinando o teor de nitrogénio.

A mistura digestora consiste em dissolver CuSO,4 5.H,0 (5 g) e SeO, (5 g) em
500 mL de acido sulfurico concentrado.

No cdlculo de conversdo do nitrogénio em proteinas foi utilizado o fator

6,25.

2.3.4. Ensaio Bioldgico

Foram preparadas uma dieta aproteica, uma dieta de caseina (padrdo) e as
dietas testes, contendo as amostras proteicas estudadas, conforme apresentado na
Tabela 1.

A composi¢do das dietas foi baseada na AIN-93G, segundo Reeves et
al.(1993), com o teor de proteinas alterado para 9 % a 10 % para todas as dietas,
exceto a dieta de arroz, que continha 7 % de proteinas.

As quantidades de outros ingredientes da dieta (amido, amido dextrinizado,
sacarose, Oleo e celulose) também foram alteradas, de acordo com a composi¢cao
dos alimentos testados, de forma que as dietas fossem isocaldricas e isoproteicas

(Tabela 1).
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Tabela 2. Composicdo das dietas utilizadas no ensaio bioldgico (g/100g de mistura)*

Ingredientes D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 LN
Caseina 11,47 - - - - - - - - - -
Arroz! - 82,95 - - - - - - - - -
Aveia’ - - 52,41 - - - - - - - -
Carne de frango1 - - - 12,66 - - - - - - -
Carne de peixe1 - - - - 13,42 - - - - - -
Carne suina® - - - - - 13,15 - - - - -
Leite em po* - - - - - - 38,36 - - - -
Proteina de soro de leite’ - - - - - - - 13,37 - - -
Quinoa® - - - - - - - - 73,48 - -
Soja’ - - - - - - - - - 21,3 -
Amido dextrinizado? 13,2 - 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 8,53 13,2 13,2
Sacarose’ 10,0 - 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 5,93 10,0 10,0
Oleo de soja’ 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 4,37 - 7,0 7,0 3,21 7,0
Fibra alimentar (Celulose) 2 5,0 5,0 0,33 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 - - 5,0
Mistura Salinica (AIN-93G-MX) 2 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura Vitaminica (AIN—93G—VX)2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
L-cistina® 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de Colina > 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho (g.s.p 100) 3 48,28 - 12,01 47,09 46,33 49,23 28,39 46,48 - 47,15 59,75

* Segundo REEVES et al. (1993), modificado, de acordo com a adicdo de cada fonte proteica, de modo que as dietas fossem
isocaldricas e isoproteicas.

! Farinha produzida a partir das amostras analisadas.

2 Obtido da RHOSTER — IndUstria e Comércio Ltda.

? Obtido no comércio de Vicosa, MG.

D1: Dieta com caseina; D2: Dieta com arroz; D3: Dieta com aveia; D4: Dieta com carne de frango; D5: Dieta com carne de peixe;
D6: Dieta com carne suina; D7: Dieta com leite em pd; D8: Dieta com proteina de soro de leite; D9: Dieta com quinoa; D10: Dieta
com soja; LN: Dieta aproteica (Livre de nitrogénio)

g.s.p. = quantidade suficiente para completar 100g de dieta.
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Apds o preparo, determinou-se o teor de proteina de cada dieta. As dietas
foram acondicionadas em sacos de polietileno, devidamente rotulados e
armazenados em refrigerador. Foram utilizados 66 ratos machos, ragca Wistar,
recém desmamados, com média de 23 dias de idade, peso variando de 50 a 60
gramas, provenientes do biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCB)
da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Os animais foram divididos em 11 grupos com seis animais cada, de modo
que a média dos pesos entre os grupos ndao excedesse a 10 g. Os ratos foram
alocados em gaiolas individuais, onde receberam agua e suas dietas ad libitum, por
14 dias. Os animais foram mantidos em condi¢cdes de temperatura de 22 + 32C,
com12 horas de claro-escuro e foi feito o monitoramento do consumo alimentar
semanalmente.

O experimento foi conduzido de acordo com as normas do Colégio Brasileiro

para Experimentagdo Animal — COBEA — e as normas internacionais.

2.3.5. Digestibilidade Verdadeira

Para a determinagdo da digestibilidade, as dietas foram marcadas com
indigocarmin na propor¢do de 100 mg/100g e oferecidas aos animais no 7° e 10°
dias. As fezes foram coletadas do 8° ao 11° dias em recipientes individuais para cada
animal e mantidas sob refrigeracdo. No 8° dia foram coletadas apenas asfezes
marcadas; no 9° e 10° dias foram coletadas todas as fezes; e no 11° dia foram
coletadas apenas as fezes ndao marcadas pelo corante.

Ao término do experimento, as fezes foram secas em estufa com circulacdo
de ar a 1059C por 24 h. Em seguida foram resfriadas, pesadas e trituradas em
multiprocessador para determinacdo da concentracdo de nitrogénio, pelo método
semimicro-Kjeldahl, com amostras em triplicata (AOAC, 1984).

A digestibilidade verdadeira foi calculada medindo a quantidade de
nitrogénio ingerido na dieta, a excretada nas fezes e a perda metabdlica nas fezes,
gue corresponde ao nitrogénio fecal do grupo com dieta aproteica. O célculo da

digestibilidade verdadeira (DV) foi feito de acordo com a seguinte equacéao:
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%Digestibil idade = - —(F =FK)

| = Nitrogénio ingerido pelo grupo teste.
F = Nitrogénio fecal do grupo teste.

FK = Nitrogénio fecal do grupo com dieta aproteica

2.3.6. Digestibilidade in vitro

Dois métodos foram analisados para ensaio de digestibilidade in vitro,
utilizando-se um sistema enzimatico contendo as enzimas tripsina e pancreatina. As
equacoes obtidas foram usadas para correlacionar os estudos in vitro com os
ensaios in vivo e, dessa forma, predizer a digestibilidade verdadeira por meio de
técnicas que ndo demandam o uso de animais e que permitam resultados com
menor tempo e custo.

O presente trabalho utilizou para a hidrdlise da solucdo de proteinas uma
solugdo enzimatica contendo as enzimas tripsina bovina (2,5 mg/mL) e pancreatina
suina (1,6 mg/mL), obtidas da Sigma-Aldrich, em agua deionizada para os dois
métodos. A solugao enzimatica foi preparada imediatamente antes de cada série de

testes e mantida em banho de gelo.

Método descrito por Hsu et al. (1977), com modificagdes (Método queda de pH)

O método de queda de pH baseia-se na correlacdo entre velocidade inicial
de protedlise e digestibilidade, medida por meio do pH, utilizando-se uma solugao
enzimatica para digerir a amostra. O método descrito por Hsu et al. (1977) utiliza as
enzimas tripsina, quimotripsina e peptidase. No presente trabalho utilizou-se para a
hidrdlise de proteinas uma solucdo enzimatica contendo as enzimas tripsina e
pancreatina.

Ajustou-se o pH de 50 mL da suspensdo proteica em 4agua destilada
(contendo 6,25 mg de proteina/mL), para pH 8,0, com solucdo de NaOH, sob

agitacdo, em banho-maria a 37 °C. Cinco mililitros da solu¢do enzimatica foram,
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ent3o, adicionados a suspensdo proteica mantida em banho-maria a 37 °C. A queda
do pH foi medida apds a adicdo da solucdo enzimatica, a partir de 15 seg e
posteriormente de 1 em 1 min, por um periodo de 10 min, usando-se um
potenciometro digital da marca Tecnal. A digestdao enzimatica foi caracterizada pela
gueda do pH, apdés 10 min da adi¢do da solucdo enzimatica e ajuste da equacdo que
descreve a queda do pH versus tempo. A queda do pH apds 10 min e a equac¢do dos
pardametros foram utilizados para descrever a correlacdo com a digestibilidade

verdadeira in vivo.

Método descrito por Cruz et al. (2005), com modificagées (Método pH estatico)

Para a determinacao da digestibilidade in vitro pelo método de pH estatico,
foram utilizadas para a solugdo enzimdtica as enzimas tripsina e pancreatina,
portanto, uma modificacdo do método descrito por Cruz et al. (2005), que utiliza as
enzimas tripsina, quimotripsina e pancreatina.

Ajustou-se o pH de 50 mL da suspensdo proteica em dagua destilada
(contendo 6,25 mg de proteina/mL), para pH 8,0, com solu¢do de NaOH, sob
agitacdo, em banho-maria a 37 °C. Cinco mililitros da solucdo enzimatica foram,
entdo, adicionados a suspens3o proteica mantida em banho-maria a 37 °C. Em
seguida foi adicionado NaOH 0,1 N, em quantidade suficiente para manter o pH em
8,0, independentemente do tempo de 10 min, desde que a queda de pH nao
variasse mais do que 0,03 unidade 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 diferenca de pH é muito pequena, ndo sendo, portanto, significativa (CRUZ
et al., 2005). Posteriormente, mediu-se o volume de NaOH gasto durante o teste. A
digestdo enzimatica foi caracterizada pelo volume de NaOH 0,1 N gasto durante o
teste e por uma equacgao que descreve o volume de NaOH, requerido para manter
o pH em 8,0. O volume de NaOH gasto durante o teste e a equacdo dos parametros
foram utilizados para descrever a correlagdo com a digestibilidade verdadeira in
vivo.

Os valores de pH no método de queda de pH e o volume de NaOH para
manter o pH em 8,0 no método de pH estatico foram obtidos de Pires et al. (2006)

para as amostras de carne bovina, carne de r3a sem o0sso, carne de ra
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mecanicamente separada, carne de rda com osso, feijdo, milho (fubd), proteina
texturizada de soja e trigo (farinha) e Sant’Ana (2008) para as amostras de aveia,

carne de frango,carne de peixe, carne suina, leite em po, quinoa e soja.

Equacgoes de digestibilidade in vitro

Para os dois métodos, varias combinacdes das amostras foram analisadas,
verificando, dessa forma, a interferéncia do tipo de fonte proteica na digestibilidade
da proteina. Para cada método, a digestibilidade in vitro foi comparada: a) a
digestibilidade verdadeira de todas as amostras; b) a digestibilidade verdadeira de
todas as amostras, exceto a caseina; c) a digestibilidade verdadeira das amostras de
proteinas vegetais e d) a digestibilidade verdadeira das amostras de proteinas de
origem animal.

Para o método de queda de pH, a digestibilidade verdadeira foi descrita em
fungdo da queda de pH das amostras apds 10 min da solugao de enzimas. Para o
método de pH estdtico, a digestibilidade verdadeira foi descrita em fungdo do
volume de NaOH 0,1 N gasto para manter em 8,0 o pH da solucdo de proteinas apds

a adicdo da solugdo enzimatica.

2.3.7. Delineamento estatistico

Para a obtencdo das equacdes de digestibilidade in vitro foi utilizada

regressao nao-linear, utilizando o programa Sigma Plot.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores obtidos para a digestibilidade in vivo das amostras estudadas

variaram entre 78,05% (soja) e 94,87% (carne de peixe) (Tabela 2)

Digestibilidade in vitro

Método de queda de pH

Para a elaboragao das equacgdes de digestibilidade in vitro foram anotados os
valores de pH observados em 10 min apds a adicdo da solucdo de enzimas. Esses
valores foram correlacionados com as respectivas digestibilidades in vivo das
amostras, sendo escolhido o melhor modelo matematico para descrever o sistema,
com base nos valores de r? (quanto do comportamento dos dados é representado
pela equacdo), significancia dos parametros e correlagdo com o modelo biolégico de
digestao.

As equacOes elaboradas a partir de valores de pH medidos apds 10 min da
solucdo de enzimas estdo mostradas nas Figuras 1, 2, 3 e 4.

Na Figura 1 estd a equacgdo obtida usando os dados de digestibilidade in vivo
e queda de pH de todas as fontes proteicas. A equacdo obtida é exponencial e
possui um r’ de 76,76 %. Na Figura 2 foram utilizadas todas as fontes de proteina,
com excecdo da caseina, obtendo-se, assim, uma equacdo com r’ de 76,24 %. J4 na
Figura 3 estdo somente as proteinas de origem vegetal, as quais permitiram a
obtencdo de uma equacdo exponencial de digestibilidade em funcdo de pH com um
valor de r? de 88,48 %. A equacdo obtida na Figura 3 foi a que melhor explicou a
digestibilidade em funcdo da queda. Jd a equacdo obtida pela Figura 4, na qual
foram utilizados somente dados de proteinas de origem animal, foi a que permitiu
pior ajuste, com um valor de r’ de 41,61 %, sendo, entdo, a equagao que menos
explicou o comportamento da digestibilidade in vitro em relagdo aos valores de
digestibilidade in vivo. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de os valores de

digestibilidade in vivo das proteinas de origem animal serem muito préximos e os
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valores encontrados para a pH final apresentarem uma maior variabilidade que a

observada na digestibilidade in vivo.
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Tabela 2: Médias da digestibilidade proteica in vivo das amostras das 18 proteinas

estudadas

Fontes de Proteina Digestibilidade Verdadeira (%)
Caseina comercial 94,27
Arroz 92,12
Aveia 87,39
Carne bovina* 92,38
Carne de frango 94,73
Carne de peixe 94,87
Carne suina 93,74
Carne de rd sem osso* 93,37
Carne de rda mecanicamente separada* 92,57
Carne de rd com osso* 91,01
Feijdo Pérola* 78,70
Leite em po 87,32
Proteina de soro de leite 93,69
Proteina texturizada de soja* 86,41
Milho (fuba)* 82,38
Quinoa 85,95
Soja 78,05
Trigo (farinha de trigo)* 89,44
*Dados obtidos de Pires et al., 2006.
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Queda de pH
Todas as amostras

100 -

%D’ =971887 x(1-e 31245 x(8-pH) )
r’=0,7676

95 A

90 1

85 A

% Digestibilidade

80 A

75 T T T T 1
6,6 6,8 7,0 7,2 7.4 7,6

pH

Figura 1 — Curva de digestibilidade in vitro elaborada a partir do Método queda de
pH e da digestibilidade in vivo de todas as 18 proteinas estudadas. Cada

ponto representa a média de seis repeticdes.

Queda de pH
Todas as amostras exceto caseina

100 -
%D* _ 97’9045 X(l— e 30365 X(8—pH))

% (207624

95 A

90 A

85 -

% Digestibilidade

80

75 T T T T 1
6,8 7,0 7,2 7,4 7,6

Figura 2 — Curva de digestibilidade in Pftro elaborada a partir do Método queda de
pH e da digestibilidade in vivo de 17 proteinas estudadas (exceto a

caseina). Cada ponto representa a média de seis repeticOes.

*Significativo a 1%
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Queda de pH
Amostras de origem vegetal

94 -

92 A

90 A

%D = 931359* x(1— e—3,413§ x(8—pH))
r?=0,8848

88 -
86 -
84 -

82

% Digestibilidade

80 A

78 A

76

6,8 7,0 7,2 7,4 7,6
Figura 3 — Curva de digestibilidade in \B/Htro elaborada a partir do Método queda de
pH e da digestibilidade in vivo das proteinas de origem vegetal (arroz,
aveia, feijdo, proteina texturizada de soja, milho, quinoa, soja e trigo).

Cada ponto representa a média de seis repeticdes.

Queda de pH
Amostras de origem animal
9 1 %D = 97,3704 x(L- e 375" @)y
2
96 - r-=04161
]
' :

92 A

90 A
88 A {
86

84 T T T T T T T 1
6,85 6,90 6,95 7,00 7,05 7,10 7,15 7,20 7,25

pH
Figura 4 — Curva de digestibilidade in vitro elaborada a partir do Método queda de

% Digestibilidade

pH e da digestibilidade in vivo das proteinas de origem animal (carne
bovina, de frango, de peixe, suina, de rd sem 0sso, com
0ss0,mecanicamente separada, leite em po e proteina de soro de leite).
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As equacdes obtidas nas Figuras 1 e 2 possuem um valor de r* semelhante.
Desta forma, pode-se concluir que, a presenca da caseina nao influencia no ajuste
das curvas. Pires et al. (2006), ajustando um modelo polinomial quadratico para
descrever a digestibilidade em funcdo dos valores de queda de pH, observou que a
presenca da amostra de caseina diminuia o valor de r pois o ponto referente a
caseina ficou muito distante dos demais, o que comprometeu o comportamento da
equacdo. Para o modelo exponencial este fato ndo é observado, pois um grande
aumento na queda do pH gera pequenos aumentos na digestibilidade para valores
de pH abaixo de 6,8. Foi escolhido um modelo exponencial por se adequar mais ao
modelo biolégico estudado, pois a medida que se aumenta a queda de pH,
aumentam-se os valores de digestibilidade, por isto, o valor de queda de pH
encontrado para a amostra de caseina ndo altera o ajuste das curvas. Pelos ajustes
exponenciais encontrados, observa-se que para um valor de queda de pH infinito,
obtem-se um valor de digestibilidade de 97,19 % pela equagdo obtida utilizando
todas as amostras (Figura 1), 97,90 % utilizando todas as amostras exceto a caseina
(Figura 2), 93,14 % utilizando somente as amostras de origem vegetal (Figura 3) e
97,37 % utilizando apenas as amostras de origem animal (Figura 4).

Os valores de digestibilidade in vitro encontrados a partir das equagdes
obtidas nas Figuras 1, 2, 3 e 4, comparados com os respectivos valores de
digestibilidade in vivo, estao apresentados na Tabela 3.

Pode-se observar que os valores de digestibilidade in vitro obtidos pelas
equacdes acima estdo proximos daqueles de digestibilidade in vivo. Para as
amostras de origem vegetal, a digestibilidade in vitro obtida pela equagado 3 sdo as
gue apresentam valores mais préximas da digestibilidade in vivo. Para as amostras
de origem animal, com excec¢do do leite em pd, apesar de a equacao 4 apresentar
um baixo valor para r® (41,61 %), foi a que apresentou valores mais préximos de
digestibilidade in vitro, quando comparadas com a digestibilidade in vivo.
Entretanto, ao se fazer uma regressdo somente com amostras de carne, a curva
exponencial apresenta um r* de 36,64 %. A dieta contendo leite em pé foi o
alimento de origem animal que apresentou menor valor de digestibilidade. A

digestibilidade para a dieta contendo leite em p6 foi inferior a de caseina, porém a
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caseina é o maior constituinte protéico do leite, representando cerca de 80 % do
total das proteinas (DUARTE et al., 2005; MACHADO et al., 2002). A presenca de
lactose no leite em pdé provavelmente provoca leve diarréia nos animais
experimentais, aumentando o transito intestinal e, consequentemente, a excre¢do
de nitrogénio. Assim, a digestibilidade in vivo da dieta de leite em po é diminuida.
Retirando-se o leite em po6 e fazendo novamente o gréfico para as amostras de
origem animal (Figura 5), observa-se um comportamento linear para as amostras de
origem animal, com digestibilidade in vivo média de 93,24 %, independente a
origem da amostra animal e do valor obtido para a queda de pH, demonstrando que

todas as proteinas de origem animal possuem alta digestibilidade.

Queda de pH
Amostras de origem animal
Sem leite em pé

98 1

96 -
94 - } } I
_g I J_T T
IS
2 92 T *
2
D
S 90 A {
3 %D = 9324
X
88 -
86 -
84 : : T T
7,00 7,05 7,10 715 7,20
pH

Figura 5 — Curva de digestibilidade in vitro elaborada a partir do Método queda de
pH e da digestibilidade in vivo das proteinas de origem animal, sem a
amostra de leite em pd. Cada ponto representa a média de seis

repeticoes.
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Tabela 3 — Valores de digestibilidade in vivo e in vitro calculados para cada uma das

equacdes a 10 min (Método queda de pH)

Digestibilidade

Digestibilidade in vitro

Fonte de proteinas o Todas as Exceto Amostras  Amostras

in vivo

amostras’  caseina’ Vegetais3 Animais”

Caseina comercial 94,27 95,69 - - -
Arroz 92,12 94,83 95,27 91,53 -
Aveia 87,39 90,00 90,11 87,72 -
Carne bovina 92,38 89,65 89,74 - 91,70
Carne de frango 94,73 90,78 90,93 - 92,64
Carne de peixe 94,87 91,16 91,34 - 92,95
Carne suina 93,74 90,57 90,71 - 92,47
Carne de ra sem 93,38 94,06 92,81 - 92,54
0SS0
Carne dera 92,57 90,47 90,61 - 92,57
mecanicamente
separada
Carne de rda com 91,01 89,33 89,41 - 91,44
0SS0
Feijdo Pérola 78,70 82,28 82,07 81,13 -
Leite em pod 87,32 88,51 88,55 - 90,75
Proteina de soro 93,69 94,17 94,56 - 95,33
de leite
Proteina 86,41 90,81 90,97 88,39 -
texturizada de soja
Milho (fubd) 82,38 84,10 84,37 82,72 -
Quinoa 85,95 84,50 84,37 83,07 -
Soja 78,05 78,05 77,72 77,35 -
Trigo (farinha de 89,44 90,97 91,14 88,51 -

trigo)

Yo6D" = 971887 x(1—e ¥®XEP ) 2 _-07676
206D = 97,9045 x(1— e 305XE-Py (2 _ 7624
396D" = 931359 x(1— g 1% *EP))
“96D"" = 97,3704 x(L—e 3757 *&P)) 2 - 04161

*Significativo a 1%

**Significativoa 10 %

r’=0,.8848
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Método do pH estatico

Para a determinacdo da digestibilidade in vitro pelo método do pH estatico,
foi medido o volume de solu¢do de NaOH 0,1 N necessario para manter em 8,0 o pH
da solucdo de proteinas apds a adicdo da solucdo de enzimas, independentemente
do tempo.

As equacOes elaboradas a partir de valores em mL de NaOH gastos para
manter o pH constante em 8,00 apds a adicdo da solucdo de enzimas estdo
mostradas nas Figuras 5,6, 7 e 8.

Na Figura 6 esta a equacdo obtida usando os dados de digestibilidade in vivo
e mL de NaOH gastos para manter o pH em 8,00 de todas as fontes proteicas. A
equacdo obtida é exponencial e possui um r’> de 70,33 %. Na Figura 7 foram
utilizadas todas as fontes de proteina, com excecdo da caseina, obtendo-se, assim,
uma equagao com r’ de 70,71 %. A curva que apresentou maior valor de r? para o
método do pH estatico foi a curva elaborada somente com os volumes de NaOH e
digestibilidade obtidos para proteinas de origem vegetal (r’= 84,84 %, Figura 8).
Observa-se na Figura 9, na qual foram utilizadas apenas amostras de origem animal,
que os valores obtidos de digestibilidade e volume de NaOH n3o permitem um
ajuste exponencial como para as outras trés curvas (Figuras 6, 7 e 8), porque 0s
valores de digestibilidade in vivo estdo muito proximos, com exce¢ao da amostra de
leite em pd. E fazendo-se um ajuste polinomial quadratico observa-se um valor de r?
muito baixo (8,45 %) e tanto os parametros quanto a regressdo sdo ndo
significativos (p>0,10). Portanto, para os dados obtidos somente para amostras de
origem animal, ndo foi construida uma curva para relacionar a digestibilidade com o
volume gasto de NaOH para manter o pH em 8,00. Para as amostras de origem
animal deve-se utilizar as equacdes obtidas na Figura 6 ou na Figura 7. Como para o
método de Queda de pH, ao se retirar a amostra de leite em pd, que apresentou
digestibilidade baixa, provavelmente devido ao elevado teor de lactose,
percebemos um comportamento linear para as amostras de origem animal,com

digestibilidade média de 93,24 % (Figura 10).
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pH estatico
Toas as amostras
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Figura 6 — 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 (Método pH estatico). Cada ponto representa a

média de seis repeticoes.

pH estatico
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Figura 7 — 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 (Método pH estdtico). Cada ponto
representa a média de seis repeticdes.

*Significativo a 1%
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Figura 8 — 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 (Método pH estatico). Cada ponto representa a média

de seis repeticdes.
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Figura 9 — Digestibilidade in vivo e volume de NaOH gasto para manter o pH em 8,0

e da das proteinas de origem animal (Método pH estatico). Cada ponto

representa a média de seis repeticdes.
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Figura 10 — Digestibilidade in vivo e volume de NaOH gasto para manter o pH em 8,0

e da das proteinas de origem animal, sem a amostra de leite em pd

(Método pH estatico). Cada ponto representa a média de seis repeticdes.

Os resultados da digestibilidade in vitro calculados utilizando-se cada uma
das equacgdes obtidas pelo método do pH estatico estdo apresentados na Tabela 4.
Todas as trés equacdes obtidas permitiram a obtencdo de valores de digestibilidade
in vitro bem préximos aos da digestibilidade in vivo. A melhor correlacdo foi
novamente encontrada utilizando apenas os valores obtidos para proteinas de
origem vegetal, discordando dos dados obtidos por Pires et al.(2006), que para o
método de pH estatico, utilizando uma curva polinomial quadratica, encontraram
um valor de r® de 43,29 % ao trabalhar somente com proteinas de origem vegetal.
Entretanto, Pires et al. (2006) encontraram uma maior correlagdo para todas as
proteinas (84,98 %) e para todas as proteinas exceto caseina (83,78 %) em arranjos
polinomiais quadraticos. Em nosso trabalho, foi escolhido o modelo exponencial por
se adequar mais ao modelo bioldgico, por apresentar parametros e regressdes
significativas (p<0,01) e por apresentar um valor de r’ maior que os valores para um

ajuste polinomial quadratico para algumas das equacdes obtidas.
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Tabela 4 — Valores de digestibilidade in vivo e in vitro calculados para cada uma das

equacoes (Método pH estatico)

Digestibilidade

Digestibilidade in vitro

Fonte de proteinas Todas as Exceto Amostras

in vivo

amostras’ caseina® Vegetais7

Caseina comercial 94,27 96,69 - -
Arroz 92,12 89,34 89,46 89,15
Aveia 87,39 86,50 86,32 85,45
Carne bovina 92,38 87,25 87,14 -
Carne de frango 94,73 92,43 92,97 -
Carne de peixe 94,87 92,51 93,07 -
Carne suina 93,74 90,51 90,78 -
Carne de ra sem 91,01 92,75 93,35 -
0SS0
Carne dera 92,57 90,27 90,51 -
mecanicamente
separada
Carne de rda com 93,38 90,75 91,05 -
0SS0
Feijdo Pérola 78,70 81,48 80,88 79,31
Leite em po 87,32 93,12 93,78 -
Proteina de soro 93,69 93,58 94,33 -
de leite
Proteina 86,41 87,25 87,14 86,41
texturizada de soja
Milho (fubad) 82,38 85,26 84,96 83,90
Quinoa 85,95 85,90 85,66 84,69
Soja 78,05 81,48 80,88 79,31
Trigo (farinha de 89,44 91,60 92,03 92,27

trigo)

06D’ = 968917 x(L— g #703xmdeNaOHy 2 _ 7033
%D’ = 985048 x(1— g WoUxm-deNaOHy 2 _ 7077
79%D" =1013461 x(L— g P9 xmdefaofy r2 - 08484

*Significativo a 1%
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Pelo método do pH estatico para digestibilidade in vitro, Cruz et al. (2005)
obtiveram os maiores valores de r* comparados com os ensaios de digestibilidade in
vivo de diferentes variedades de feijoes recém-colhidos e armazenados. O método
permitiu obter valores de R* que variaram de 75 a 83 %.

Para todas as curvas observadas, o método de queda de pH foi o que
apresentou os maiores valores de r’. Portando, para se determinar a digestibilidade
in vitro para proteinas de origem vegetal, recomenda-se a utilizacdo do método de
gueda de pH, utilizando-se a equacdo 3, obtida com valores de digestibilidade de
proteinas vegetais. Para determinar a digestibilidade in vitro para proteinas de
origem animal, recomenda-se o método de queda de pH, utilizando a equacgdo 1,
obtida utilizando as valores de todas as amostras. Na Tabela 5 temos os valores de
digestibilidade in vitro obtidos utilizando a equa¢do 1 para amostras de origem
animal e a equacdo 3 para amostras de origem vegetal.

Utilizando os valores obtidos para digestibilidade in vivo e digestibilidade in
vitro calculadas utilizando as equacgdes 1 e 3 (Tabela 5), obtemos uma relacdo linear
com um R’ de 86,12 % (Figura 9). Desta forma, a partir da equagdo obtida na Figura
11, podemos predizer a digestibilidade in vivo.

Cardoso (2003) determinou a digestibilidade in vitro de gendtipos de soja
pelo sistema pepsina-pancreatina, de acordo com o método de Saunders et
al.(1973). Ele constatou, para a porcentagem de digestibilidade in vitro em relagdo a
digestibilidade in vitro, valores que variaram de 5,28 a 5,60% na farinha de soja
crua, de 10,54 a 25,32% na farinha processada a 120 °C/9 min, de 12,38 a 22,54%
na farinha processada a 120 °C/12 min, de 11,55 a 36,43% na farinha processada a
120 °C/15 min e de 18,53 a 29,02% na farinha processada a 120 °C/18 min.

A digestibilidade determinada utilizando a equagdo obtida na Figura 11 varia
de 0,44 a 5,22 % com relacdo a digestibilidade verdadeira obtida in vivo. Portanto,
método de queda de pH é um bom método para determinar a digestibilidade in
vitro de alimentos, permitindo, assim, o uso desta metodologia para a predicdo da
digestibilidade de proteinas. Técnicas in vitro sao mais baratas e necessitam de
menor mao de obra e espaco fisico, além de gastar uma pequena quantidade da

fonte proteica.
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Tabela 5 — Valores de digestibilidade in vivo e in vitro calculados para cada uma das
amostras pelo Método de queda de pH.

Digestibilidade in  Digestibilidade in  Digestibilidade in
Fonte de proteinas

vivo (%) vitro (%) vivo predita’(%)
Caseina comercial 94,27 95,69" 93,85
Arroz 92,12 91,53 90,40
Aveia 87,39 87,723 87,24
Carne bovina 92,38 89,651 88,84
Carne de frango 94,73 90,781 89,78
Carne de peixe 94,87 91,161 90,10
Carne suina 93,74 90,571 89,61
Carne de ra sem 0sso 93,38 94,061 92,50
Carne de r3 92,57 90,47* 89,52
mecanicamente
separada
Carne de rda com o0sso 91,01 89,331 88,58
Feijso Pérola 78,70 81,13° 81,77
Leite em pd 87,32 88,51" 87,90
Proteina de soro de 93,69 94,17" 92,59
leite
Proteina texturizada 86,41 88,39° 87,80
de soja
Milho (fub) 82,38 82,723 83,09
Quinoa 85,95 83,07> 83,38
Soja 78,05 77,353 78,64
Trigo (farinha de 89,44 88,51° 87,90
trigo)

1osD" = 971887 x(1—e 6Py 207676
> 05D" = 931359 x(1— e #BExEP)y 2 _ 08848
%D invivo predita = 1446+ 08297 x (%D invitro) R? = 08612

*Significativo a 1%
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Digestibilidade in vivo x Digestibilidade in vitro
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Figura 11 — Digestibilidade in vivo e digestibilidade in vitro, utilizando as equagdes
de melhor ajuste para determinar a digestibilidade in vitro, pelo método

de queda de pH.

A digestibilidade de uma fonte proteica pode variar dependendo da
procedéncia, da variedade, de tratamentos térmicos ou outros tipos de
processamentos. Assim, técnicas in vitro podem ser utilizadas para predizer a
digestibilidade de uma nova variedade ou de um processamento diferente do

alimento, com um menor custo (PIRES et al., 2006)

2.5. CONCLUSAO

Os dois métodos analisados neste trabalho apresentaram boa correlagao
com a digestibilidade in vivo. As alteracGes utilizando apenas as enzimas tripsina e
pancreatina tornam a metodologia mais barata e ndo interferem na correlagao com
a digestibilidade in vivo. As equacdes desenvolvidas pelo método de queda de pH
permitiram a obten¢do de valores de digestibilidade in vitro com maior grau de

correlagao com os resultados de digestibilidade in vivo do que as equac¢des obtidas
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pelo método do pH estatico. Tal fato indica a possibilidade de utilizagao, pelas
industrias de alimentos, de ensaios da digestibilidade in vitro de produtos
alimenticios para predizer a digestibilidade proteica, desde que sejam devidamente
respeitados todos os critérios adequados para o uso desse parametro bioquimico.
Esta técnica também é muito util para estudos de melhoramento genético, pois
pode auxiliar na tomada de decisbes de variedades que possuam melhor
digestibilidade proteica de forma mais rapida e com uma menor quantidade de

material.
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CAPITULO 3

QUALIDADE PROTEICA DE DIVERSOS ALIMENTOS

3.1. RESUMO

O valor nutricional das proteinas depende de sua digestibilidade, da
biodisponibilidade de aminodcidos essenciais, auséncia de toxicidade e fatores
antinutricionais. O objetivo desse trabalho foi avaliar a digestibilidade proteica, o
Coeficiente de eficiéncia proteica (PER) e Razdo proteica liquida (NPR) das seguintes
fontes de proteina: caseina, albumina, arroz, aveia, carne de frango, carne de peixe,
carne suina, leite em pd, proteina de soro de leite, quinoa e cinco variedades de
soja e determinar a atividade de inibidor de tripsina nas cinco variedades de soja. A
avaliacdo da qualidade proteica foi conduzida por ensaios bioldgicos, durante 14
dias, utilizando-se ratos recém desmamados. As dietas continham teores de 9 a 10%
de proteina e 7 % para a dieta de arroz. Foi determinada a atividade de inibidor de
tripsina nas amostras de soja. As dietas de caseina, albumina, arroz, proteina de
soro de leite e as carnes de porco, peixe e frango apresentaram maiores valores de
digestibilidade, variando de 92,12 % a 95,54 %, nao diferindo entre si, Enquanto as
dietas de soja apresentaram menores valores de digestibilidade (73,23 % a 78,04
%). Quanto ao PER e NPR, as proteinas de origem animal (leite em pd, caseina,
albumina, proteina de soro e as carnes de porco, peixe e frango) apresentaram os
maiores valores. Os valores encontrados para a inibicdo de tripsina variaram de
100,71 mg de tripsina inibida por g de proteina para a soja UFV TN 105 KL
(expressdo bloqueada para lipoxigenases e inibidor de tripsina Kunitz — KTI) e
157,72 mg de tripsina inibida por g de proteina para a soja UFV TN 105 (expressao
blogueada para lipoxigenases). A menor digestibilidade das variedades de soja
prova que a presencga de fatores antinutricionais reduz a biodisponibilidade das

proteinas.
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3.2. 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, e algumas possuem elementos como fdsforo, ferro e cobalto.
Exercem importantes papéis no organismo humano, como carreadores de ions e
moléculas no plasma sanguineo, hormdnios, células de defesa, fonte energética e
estrutural. Fornecem ao organismo quantidades adequadas de aminoacidos para a
sintese e manutencao dos tecidos corporais (PELUZIO & BATISTA, 2008).

A qualidade proteica é um aspecto importante de qualquer consideracdo de
necessidade proteica humana. Portanto, torna-se importante ndo somente a
quantidade, como o tipo ou qualidade da proteina ingerida (MILLWARD et al.,
2008).

Existem dois aspectos importantes na determinagdao da qualidade proteica:
as caracteristicas das proteinas e a matriz alimentar em que a proteina é consumida
e o estado fisiolégico do individuo que a recebe (MILLWARD et al., 2008).

O aspecto qualitativo das proteinas, isto &, o seu valor nutricional, depende
da composigao, digestibilidade, biodisponibilidade de aminodcidos indispensaveis,
fonte, efeitos do processamento e presenca ou auséncia de toxicidade e fatores
antinutricionais (FRIEDMAN, 1996).

A medida da digestibilidade indica o quanto das proteinas sdo hidrolisadas
pelas enzimas digestivas e absorvidas pelo organismo (BRESSANI & ELIAS, 1983),
constituindo o primeiro fator que afeta a eficiéncia da utilizacdo proteica da dieta.
Quando certas ligacdes peptidicas ndo sdo hidrolisadas no processo digestivo, parte
da proteina é excretada nas fezes ou transformada em produtos do metabolismo
pelos microorganismos do intestino grosso (SGARBIERI & WHITAKER, 1982).

Diversos fatores podem interferir na digestibilidade, incluidos dentre estes a
presenga de componentes biologicamente ativos, tratamento térmico e estrutura

quimica da proteina. Esses fatores afetam a digestibilidade da proteina diminuindo
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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 diminuicdo da
qualidade nutricional (VARGAS et al.,1984). Muitos desses compostos, presentes
em alimentos originarios de leguminosas, podem causar efeitos bioquimicos e
fisioldgicos tanto no pancreas quanto no crescimento de animais (GUEN & BIRK,
1993; YADAV & KHETARPAUL, 1994).

Existem diversos outros métodos para avaliar a qualidade proteica. Dentre
eles o PER e o NPR:

O PER - Coeficiente de eficiéncia proteica - determina a capacidade de uma
proteina promover o crescimento de ratos recém-desmamados. Representa a
relacdo de ganho de peso relacionado a quantidade de proteina consumida. 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. PER maior que 2,0 indica proteina de alta qualidade; entre 1,5-2,0,
gualidade intermediaria; e PER menor que 1,5, baixo valor nutricional (FRIEDMAN,
1996). Este método contém limitagdes: ndo pode ser extrapolado para criangas em
fase de crescimento, uma vez que o requisito de aminoacidos para criangas € menor
do que aqueles para ratos; € uma medida de qualidade proteica para promover
crescimento e ndo leva em consideragdo a proteina utilizada para a manutencao ou
prevencao da perda de peso.

O NPR - Razdo proteica liquida - constitui uma modificacdo do PER e
acrescenta ao ganho de peso do grupo com dieta proteica a perda de peso de um
grupo com dieta aproteica. O NPR é determinado no 14° dia do experimento,
tomando-se o ganho de peso do grupo-teste mais a perda de peso do grupo de
dieta aproteica, em relacdo ao consumo de proteina do grupo-teste, segundo o

método de Bender e Doell (1957). Essa soma de perda de peso elimina possiveis
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erros ocorridos nos valores de PER decorrentes de variagdes nos teores de proteina
na dieta.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a digestibilidade, o PER e o NPR das
fontes proteicas: caseina, albumina, arroz, aveia, carne de frango, carne de peixe,
carne suina, leite em pd, proteina de soro de leite, quinoa, soja IAC 17, soja IAC 24,

soja IAC PL-1, soja UFV TN 105 e soja UFV TN 105 KL.

3.3. MATERIAIS E METODOS

3.3.1. Local do experimento

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Enzimologia,
Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria (BIOAGRO), no Laboratério de de Enzimologia, Bioquimica de
Proteinas e Peptideos Prof. Marcos Luiz dos Mares Guia do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (DBB) e no Laboratério de Nutricdo Experimental
do Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da Universidade Federal de Vicosa
(UFV) - MG.

Foram utilizadas as seguintes fontes de proteina: caseina, albumina, arroz,
aveia, carne de frango, carne de peixe, carne suinasuina, leite em pé, proteina de
soro de leite, quinoa (cereal que é uma alternativa proteica de qualidade e é isenta
de glaten) soja IAC 17 (resistente ao ataque do inseto Anticarsia gemmatalis), soja
IAC 24 (resistente ao ataque do inseto Anticarsia gemmatalis, diferenciando da soja
IAC 17 na produtividade), soja IAC PL-1 (convencional), soja UFV TN 105 (expressao
bloqueada de lipoxigenases) e soja UFV TN 105 KL (expressdao bloqueada de
lipoxigenases e inibidor de tripsina kunitz).

As sojas IACPL-1, IAC 17 e IAC 24 foram fornecidas pelo Dr. André Luiz

Lourengdo do Instituto Agrondmico de Campinas.
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3.3.2. Preparo das Amostras

Foi utilizada caseina comercial obtida da RHOSTER-Industria e Comécio Ltda.
Albumina e proteina de soro de leite foram obtidas da Arve alimentos. Foram
utilizados aveia e leite em p6 comercial.

Os grdos de arroz branco polido, adquirido no comércio de Vigosa, MG, foi
coccionado em agua, em panela doméstica. Apds o cozimento, os grdos foram secos
em estufa com circulac3o de ar, a 60 °C, por 24 horas. Em seguida, foram moidos
em multiprocessador doméstico, marca Arno e passado em peneira de 16 mesh (1
mm), obtendo-se uma farinha de arroz.

As carnes de frango (peito de frango sem pele), de peixe (filé de Merluza) e
suina (pernil sem gordura aparente), adquirido no comércio de Vigcosa, MG, foram
cozidas com agua em panelas domésticas, na proporcdo de 1:1 (p/v), até secar a
agua. Apds o cozimento, as carnes foram congeladas a -802C, desidratadas em
liofilizador por 24 horas e moidas em multiprocessador doméstico Arno e passadas
em peneira de 16 mesh (1 mm).

As amostras de aveia, leite em po e quinoa foram adquiridas no ¢ de Vigosa,
MG. A quinoa foi moida em multiprocessador e passada em peneira de 16 mesh (1
mm).

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 (expressdo bloqueada de lipoxigenases), UFV TN 105 KL (expressdo
bloqueada de lipoxigenases e inibidor de tripsina kunitz) foram submetidas a
tratamento térmico em estufa com calor seco de 105°C por 6 horas, em seguida os
grdos foram moidos em multiprocessador doméstico e passada em peneira de 16

mesh (1 mm), obtendo-se, entdo, uma farinha de soja.

3.3.3. Determinacao da atividade de urease

A intensidade do tratamento térmico foi avaliada através da inativacdo da
enzima urease. Para isso, pesou-se 0,2 g 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
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foi adicionado aos tubos 10 mL de uma solugdo tampdo de uréia (15 g de uréia
dissolvida em 500 mL de solugdo tampdo fosfato 0,05 M pH 7,0 e ajustou o pH para
7,0). O branco foi preparado com 0,2 g de amostra e 10 mL da solugcdo tampao
fosfato 0,05 M. Os tubos foram fechados e agitados a cada cinco minutos. Passados
30 minutos, o conteudo dos tubos foi transferido para béqueres e o pH medido em
potenciometro devidamente equilibrado. A determinacdo do pH entre os tubos
testes e o branco foi de no minimo 2 minutos. Entre as determinaces de pH o
eletrodo foi lavado com solugdo de HCI 0,1 N para remover uma possivel camada de

proteina aderida 4 superficie do vidro. (CARDOSO et al, 2007)

3.3.4. Determinagao do teor de nitrogénio

O teor de proteina de cada amostra foi determinado pelo método semimicro
Kjeldhal, segundo AOAC (1984). No cdlculo de conversdao do nitrogénio em

proteinas foi utilizado o fator 6,25.

3.3.5. Ensaio Bioldgico

Foram realizados dois ensaios bioldgicos. Para o primeiro ensaio foram
preparadas uma dieta aproteica, duas dietas de caseina (padrées com teores de
proteinas de 9,5 % e 7 %) e as dietas testes (arroz, carne de frango, carne de peixe,
carne suina, soja IAC PL 1, soja IAC 17 e soja IAC 24) conforme apresentado na
Tabela 1. Para o segundo ensaio foram preparadas uma dieta aproteica, uma dieta
de caseina (padrao com teor de proteinas de 9,5 %) e as dietas testes (albumina,
aveia, leite em po, proteina de soro de leite, quinoa, soja UFV TN 105 e soja UFV TN
105 KL) conforme apresentado na Tabela 2.

Foram utilizadas duas dietas de caseina com a finalidade de comparar com a
dieta de arroz, uma vez que o arroz possui cerca de 8 % de proteina, o que
inviabiliza o preparo de uma dieta com 9,5 % de proteina.Portanto, a dieta de arroz
também continha 7 % de proteina. Desta forma, a Unica variacdo é a fonte proteica,

ndo variando a quantidade proteica.

60



A composi¢ao das dietas foi baseada na AIN-93G, segundo Reeves et
al.(1993), com o teor de proteinas alterado para 7 % ou 9,5 %. As quantidades de
outros ingredientes da dieta (amido, amido dextrinizado, sacarose, 6leo e celulose)
também foram alterados, de acordo com a composi¢cdo dos alimentos testados, de
forma que as dietas fossem isocaldricas e isoproteicas (Tabela 1).

Apds o preparo, determinou-se o teor de proteina de cada dieta. As dietas
foram acondicionadas em sacos de polietileno, devidamente rotulados e
armazenados em refrigerador.Foram utilizados 60 ratos machos no primeiro ensaio
e 54 ratos no segundo ensaio, raca Wistar, recém desmamados, com média de 23
dias de idade, peso variando de 50 a 60 gramas, provenientes do Biotério do Centro
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCB) da Universidade Federal de Vicosa (UFV).

Os animais foram divididos em dez grupos com seis animais cada para o
primeiro ensaio e nove grupos para o segundo ensaio, de modo que a média dos
pesos entre os grupos nao excedesse a 10 g. Os ratos foram alocados em gaiolas
individuais, onde receberam agua e suas dietas ad libitum, por 14 dias. Os animais
foram mantidos em condicbes de temperatura de 22 + 32C e foi feito o
monitoramento do consumo alimentar e ganho de peso semanalmente.

O experimento foi conduzido de acordo com as normas do Colégio Brasileiro

para Experimentagao Animal — COBEA — e as normas internacionais.
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Tabela 1: Composicdo das dietas utilizadas no ensaio bioldgico (g/100g de mistura)

Ingredientes CAS1 CAS2 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 LN
Caseina’ 11,80 8,32 - - - - - -
Arroz - - 82,95 - - - - -
Carne de frango - - - 12,66 - - - -
Carne de peixe - - - - 13,42 - - -
Carne suina 13,15

SojalACPL1 21,01

Soja IAC 17 - - - - - 21,39 - -
Soja IAC 24 - - - - - - 21,56 -
Amido dextrinizado™" 13,2 13,2 - 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2
Sacarose’ 10,0 10,0 - 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja2 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 4,37 3,22 3,21 3,12 7,0
Fibra alimentar (Celulose) ! 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 - - - 5,0
Mistura Salinica (AIN-93G-MX) L 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura Vitaminica (AIN—93G—VX)1’* 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
L-cistina’” 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de Colina " 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho (g.s.p 100)2 47,95 51,43 - 47,09 46,33 49,24 47,52 47,15 47,07 59,75

! Obtido da RHOSTER — IndUstria e Comércio Ltda.

* Segundo Reeves et al. (1993)
2 Obtido no comércio de Vigosa, MG

CAS 1: Dieta com caseina contendo 9,5 % de proteina; CAS 2: Dieta com caseina contendo 7 % de proteina D1: Dieta com arroz; D2: Dieta
com carne de frango; D3: Dieta com carne de peixe; D4: Dieta com carne suina; D5: Dieta com soja IAC PL 1; D6: Dieta com soja IAC 17; D7:

Dieta com soja IAC 24; LN: Dieta aproteica.
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Tabela 2: Composicdo das dietas utilizadas no ensaio bioldgico (g/100g de mistura)

Ingredientes CAS D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 LN
Caseina® 11,80 - - - - - -
Albumina - 11,56 - - - - -
Aveia - - 52,41 - - - -
Leite em pd - - - 38,36 - - -
Proteina de soro de leite - - - 13,27 - -
Quinoa 73,48

Soja UFV TN 105 - 26,30

Soja UFV TN 105 KL - - - - - 22,70 -
Amido dextrinizado™” 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 8,53 13,2 13,2 13,2
Sacarose’ 10,0 10,0 10,0 10,0 10, 5,93 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja2 7,0 7,0 7,0 - 7,0 7,0 2,27 3,12 7,0
Fibra alimentar (Celulose) ! 5,0 5,0 0,33 5,0 5,0 - - - 5,0
Mistura Salinica (AIN-93G-MX) L 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura Vitaminica (AIN-93G-VX)*" 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
L-cistina’” 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de Colina " 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho (g.s.p 100)° 47,95 48,19 12,01 28,39 46,48 - 43,18 46,08 59,75

! Obtido da RHOSTER — Industria e Comércio Ltda.
* Segundo Reeves et al. (1993)
2 Obtido no comércio de Vigosa, MG

CAS: Dieta com caseina; D1: Dieta com albumina; D2: Dieta com aveia; D3: Dieta com leite em pd; D4: Dieta com proteina de soro de leite;
D5: Dieta com quinoa; D6: Dieta com soja UFV TN 105; D7: Dieta com soja UFV TN 105 KL; LN: Dieta aproteica.
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3.3.6. Digestibilidade Verdadeira

Para a determinagdo da digestibilidade, as dietas foram marcadas com
indigocarmin na propor¢do de 100 mg/100g e oferecidas aos animais no 7° e 10°
dias. As fezes foram coletadas do 8° ao 11° dias em recipientes individuais para cada
animal e mantidas sob refrigeracdo. No 8° dia foram coletadas apenas asfezes
marcadas; no 9° e 10° dias foram coletadas todas as fezes;e no 11° dia foram
coletadas apenas as fezes ndao marcadas pelo corante.

Ao término do experimento, as fezes foram secas em estufa com circulacdo
de ar a 1059C por 24 h. Em seguida foram resfriadas, pesadas e trituradas em
multiprocessador para determinacdo da concentracdo de nitrogénio, pelo método
semimicro-Kjeldahl, com amostras em triplicata.

A digestibilidade verdadeira foi calculada medindo a quantidade de
nitrogénio ingerido na dieta, a excretada nas fezes e a perda metabdlica nas fezes,
gue corresponde ao nitrogénio fecal do grupo com dieta aproteica. Esta ultima foi
estimada pela quantidade de nitrogénio excretada pelos ratos alimentados com a
dieta livre de nitrogénio.

O calculo da digestibilidade verdadeira (DV) foi feito de acordo com a
seguinte equagao:

| —(F - FK)

%Digestibilidade = I

| = Nitrogénio ingerido pelo grupo teste.
F = Nitrogénio fecal do grupo teste.

FK = Nitrogénio fecal do grupo com dieta aproteica.

3.3.7. Coeficiente de eficiéncia proteica (PER)

O PER foi determinado através do método de Osborne, Mendel e Ferry, de
acordo com a AOAC (1975), método esse que relaciona o ganho de peso dos
animais com o consumo de proteina.

O PER foi calculado pela seguinte equacao:
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ganhodepesodogrupo- teste(g)
proteinaconsumidagelogrupo- teste(g)

PER=

3.3.8. Razao proteica liquida (NPR)

O NPR sera determinado, de acordo com Bender e Doell (1957), no 14° dia
do experimento, levando-se em consideracdo o ganho de peso do grupo-teste, mais
a perda de peso do grupo com dieta aproteica, em relacdo ao consumo de proteina

do grupo-teste. Foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

ganhodepesodogrupo- teste(g) + perdadepesodogrupoaprotéicdg)
proteinaconsumidalogrupo- teste

NPR=

3.3.9. Determinacgao de atividade de inibidor de tripsina nas farinhas

de soja

Cerca de 100 mg de amostra das farinhas de soja (triplicata) foram extraidas
com 15 mL de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2. Esta suspensao foi mantida sob
agitacdo por 1 hora para extracdo dos inibidores. Apds este periodo, a suspensao foi
centrifugada a 35.600 x g por 20 min. Aliquotas do sobrenadante obtidas foram
utilizadas para a determinacdo da atividade de tripsina.

Os reagentes utilizados para essas determinagdes foram: Tripsina
pancreatica bovina e o substrato sintético N-benzoil- L-arginina-p-nitroanilida (L-
BApNA), obtidos da Sigma Chemical Co. Solucdo estoque de tripsina foi preparada
em HCI 0,001 M e armazenadas a -20°C. Durante a realizacdo das atividades as
enzimas foram mantidas em banho de gelo. Solucdo estoque de L-BApNA 60 mM foi
preparada a partir de 130,47 mg de substrato em 5 mL de dimetilsulfoxido e
armazenada a -20°C. A concentracdo da solucdo utilizada nos experimentos foi de
1,2 mM, sendo preparada a partir de 200 plL da solucdo estoque diluida em 10 mL
de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo CaCl, 20 mM. A solucdo de trabalho foi

preparada na hora do uso, mantendo-se estavel por cerca de duas horas.
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A determinagdo da atividade de tripsina na presenga dos extratos protéicos
das farinhas de soja foi feita pelo método descrito por Erlanger et al. (1961). Para o
procedimento analitico, foram pipetados 400 pL de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2
contendo CaCl2 20 mM, 50 pL da solucdo de tripsina (1,67 x 10° M) e 150 pL do
extrato (1,2 x 10® M). Os controles da atividade da enzima foram preparados
substituindo-se o extrato por tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo CaCl, 20 mM.
Esta mistura foi agitada lentamente e deixada a temperatura ambiente por 5
minutos. Apds esse periodo, 500 uL dessa mistura foram retirados e transferidos
para outro tubo ja contendo 500 uL de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, com CaCl2 20
mM e 500 plL da solugao de D,L-BApNA. A absorbancia da solugao foi determinada
em espectrofotémetro a 410 nm por cinco minutos

A atividade da tripsina foi determinada pela hidrélise do substrato D,L-
BApNA, sob condi¢cGes controladas. Durante a hidrdlise, o produto p-nitroanilida
liberado foi determinado espectrofotometricamente a 410 nm, utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar 8.800 M™*.cm™ (ERLANGER et al., 1961).

Durante a reacdo, a concentracio de enzima foi de 1,39 x 10° M e de
substrato foi de 4,0 x 10* M.

Os resultados foram convertidos em mg tripsina pura inibida por g de
proteina por meio da equacdo (KAKADE et al., 1974):

AxB
Cx1000xP

mgdetripsinainibida /gdeproteina=

Na qual:

A = absorbancia do controle enzimatico (410 nm) menos absorbéancia da
solugdo contendo extrato protéico (410 nm);

B = fator de corregao da amostra;

C = fator de tripsina ou fator de quimotripsina. Este fator corresponde a
absorbancia em 410 nm do produto da atuagdo de 1 pg de tripsina ou quimotripsina
sob o substrato D,L-BApNA para tripsina ou L-BTpNA para quimotripsina, nas
condicbes de ensaio. C =0,0188 (CARDOSO et al.,2007)

P = concentragdo de proteina em g/g da amostra; determinado pelo método

semimicro Kjeldahl.
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3.3.10. Delineamento estatistico

Procedeu-se a analise estatistica (ANOVA) para a determinacdo do valor de
F. Para valores significativos, utilizou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade,
para comparagdao entre as médias, por intermédio do Sistema de Analises

Estatisticas e Genéticas (SAEG).

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Teor de proteinas

O teor de proteinas nas amostras estudadas esta representado na Tabela 3,
em base Uumida (BU) e em base seca (BS). Caseina e albumina apresentaram os
maiores teores proteina, ndo diferindo entre si (p<0,05). O arroz apresentou o

menor teor de proteinas, seguido pela quinoa e pela aveia (Tabela 3).

3.4.2. Avaliacgao bioldgica das proteinas

Os valores de PER, PER relativo (RPER), NPR, NPR relativo (RNPR) e
digestibilidade do primeiro experimento estdo mostrados na Tabela 4 e do segundo
experimento na Tabela 5. Os valores de PER relativo (RPER) e NPR relativo (RNPR)
foram calculados considerando os valores de PER e NPR da dieta padrao de caseina
como 100 %.

Observa-se na Tabela 4 que o teor de caseina na dieta ndo afetou a
qualidade proteica. Os valores de digestibilidade, PER e NPR ndo diferiram
significativamente (p>0,05) para as dietas de caseina com 9,5 ou 7 %. Os animais
ganham menos peso, porém a ingestao de proteina foi menor, ndo alterando os
valores de PER e NPR. Portanto, pode-se comparar dietas contendo um teor de
proteinas de 7 % a 9,5 % com a dieta de caseina padrdao contendo 9,5 % de

proteinas.
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Tabela 3: Teores de proteinas das amostras analisadas

Proteinas (g/100 g) Proteinas (g/100 g)

Fontes de Proteina BU BS
Caseina 80,49a 89,42a
Albumina 82,16a 91,53a
Arroz 8,34j 8,87k
Aveia 18,13h 19,74i
Carne de frango 75,04b 86,03b
Carne de peixe 70,78c 80,96¢
Carne suina 72,27bc 77,65d
Leite em pd 24,77g 26,66h
Proteina de soro de leite 71,59¢ 77,55d
Quinoa 12,93i 14,19j
SojalACPL1 45,21d 48,00e
Soja IAC 17 44,40de 47,12e
Soja IAC 24 44,06de 46,36ef
Soja UFV TN 105 36,12f 38,02¢g
Soja UFV TN 105 KL 41,84e 44,00f

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os valores obtidos para a digestibilidade das amostras estudadas variaram
entre 73,24 % (soja IAC 24) e 95,54 % (albumina) (Tabela 4 e 5). A digestibilidade
verdadeira da albumina ndo diferiu (p>0,05) dos valores encontrados para a
digestibilidade da caseina (92,84 %) e proteina de soro de leite (93,69%),
encontradas no segundo experimento (Tabela 5). No primeiro experimento, o maior
valor de digestibilidade encontrado foi para a carne de peixe (94,87 %), mas nao
diferiu (p>0,05) da dieta de caseina (94,27 %), carne de frango (94,73 %), e carne
suina (93,74 %) . Pires et al.(2006) observaram valores de digestibilidade verdadeira
de 93,33 % para caseina comercial e de 92,38 % para carne bovina, valores bem
proximos aos encontrados no presente trabalho para a caseina e para as carnes de
peixe, porco e frango. Usydus et al. (2009), estudando a digestibilidade de diversos
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Tabela 4: PER, RPER (PER relativo), NPR, RNPR (NPR relativo) e digestibilidade para o
primeiro experimento.

Dieta PER RPER (%) NPR RNPR (%) Digestibilidade (%)
Caseina (9,5 %) 4,01a 100,00 4,53a 100,00 94,272
Caseina (7 %) 4,42a 110,22 5,21a 115,01 93,562
Arroz 2,57b 64,09 3,62b 79,91 92,122
Carne de frango 4,29a 106,98 4,76a 105,07 94,732
Carne de peixe 4,15a 103,49 4,70a 103,75 94,872
Carne suina 4,05a 100,99 4,52a 99,78 93,742
Soja IAC PL-1 1,78c 44,39 2,64c 58,28 78,05bc
Soja IAC 24 1,56¢ 38,90 2,42c 53,42 73,24c
Soja IAC 17 1,59¢ 39,65 2,41c 53,20 74,15c

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 5: PER, RPER (PER relativo), NPR, RNPR (NPR relativo) e digestibilidade para o
segundo experimento.

Dieta PER RPER (%) NPR RNPR (%) Digestibilidade (%)
Caseina 3,65a 100,00 4,63a 100,00 92,842
Albumina 3,30a 90,41 4,363 94,17 95,542
Aveia 2,09b 57,26 3,33b 71,92 87,84b
Leite em pod 3,76a 103,01 4,693 101,30 87,32b
Proteina de soro de

3,62a 99,18 4,59a 99,14 93,692
leite
Quinoa 2,13b 58,39 3,68b 79,48 85,95b
Soja UFV TN 105 0,74c 20,27 2,37c 51,18 76,38c
Soja UFV TN 105 KL 1,59bc 43,56 3,16b 68,63 77,70c

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

produtos de peixe, encontraram valores que variaram de 90,6 a 98,7 %, resultados

que ressaltam a alta digestibilidade de proteinas de origem animal.
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A digestibilidade da proteina do arroz foi de 93,56 %, nao diferindo (p>0,05)
da caseina 7 % (Tabela 4). Boisen et al. (2001), estudando a digestibilidade de
diferentes variedades de arroz, encontraram valores de digestibilidade variando de
92,5 % a 98,8 %.

As digestibilidades das proteinas de origem animal e do arroz se
apresentaram elevadas, com relacdo as proteinas de origem vegetal, por ndo
apresentarem fatores antinutricionais. Desta forma, as proteinas presentes no arroz
sao facilmente digeridas e absorvidas, porém nao necessariamente bem utilizadas
para crescimento e manutencdo, uma vez que os valores de PER e NPR
correspondem a 64,1 e 79,9 em relacdo a caseina, respectivamente.

De todas as proteinas analisadas aquelas que apresentaram menor
digestibilidade verdadeira foram as variedades de soja. A soja convencional IACPL 1
apresentou maior valor de digestibilidade entre elas (78,05 %), ndo diferindo das
demais (p>0,05). Isto mostra que a resisténcia ao ataque da lagarta Anticarsia
gemmatalis ndo influenciou na qualidade nutricional da semente de soja. A soja
UFV TN 105 KL apresentou valor de digestibilidade (77,70 %) semelhante ao da soja
UFV TN 105 (76,78 %). A eliminagdo genética do inibidor de tripsina Kunitz na
variedade de soja UFV TN 105 KL ndo levou a um aumento significativo na
digestibilidade proteica (Tabela 5). Fato também observado por Pires et al. (2006),
gue encontraram digestibilidade de 74, 26 % para a soja isenta de lipoxigenase e
inibidor de tripsina Kunitz.

Os valores de digestibilidade para quinoa e aveia foram semelhantes
(p>0,05). A aveia apresentou digestibilidade de 87,84 % e a quinoa de 85,95 %.
Ranhotra et al. (1993) encontraram digestibilidade aparente de 84,3 % para a
quinoa, valor semelhante ao encontrado no presente estudo.

A digestibilidade verdadeira para o leite em pd foi inferior (p<0,05) a da
caseina, albumina e soro de leite, possivelmente pelo excesso de aclcares que
existe no leite em pd, que pode ter provocado um inicio de dierréia nos animais,
aumentando a excrec¢do de nitrogénio, diminuindo a digestibilidade.

Pode-se observar (Tabelas 4 e 5) que as digestibilidades de produtos de
origem vegetal, com excecdo do arroz, foram menores que a digestibilidade animal.

Proteinas de origem vegetal possuem mais fatores antinutricionais que contribuem
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para a diminuigdo da digestibilidade, como fitatos, taninos, inibidores de proteases
(VARGAS et al., 1984). Entretanto, a digestibilidade para fontes de origem vegetal
pode estar subestimada, pois a presenca de fibras fermentaveis pode aumentar a
atividade da flora intestinal, aumentando a quantidade de nitrogénio presente nas
fezes de origem enddgena. Pereira & Costa (2002), avaliando a digestibilidade de
proteinas de feijdo preto sem casca em animais convencionais e isentos de germe
(germ-free), observaram que os valores de digestibilidade com camundongos
isentos de germes foram superiores aos camundongos convencionais,
comprovando que a fermentacdo pela microbiota intestinal pode contribuir para
subestimar a digestibilidade de alimentos vegetais ricos em fibra soluvel.

Os valores encontrados para PER, PER relativo (RPER), NPR e NPR relativo
(RNPR) estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5. Os maiores valores encontrados tanto
para PER quanto para NPR foram para as proteinas de origem animal. A fonte
proteica que apresentou maior valor de PER foi a carne de frango (4,29), porém ndo
diferiu das demais fontes proteicas de origem animal (p>0,05). O mesmo foi
observado para os valores de NPR. Os menores valores de PER e NPR foram das
variedades de soja, sendo que a variedade que apresentou menor valor foi a soja
UFV TN 105. Os valores de PER para as variedades de soja estudadas variaram de
0,74 a 1,78, variando de 20,27 a 44,39 % do valor do PER da caseina. Os valores de
NPR para as variedades de soja variaram de 51,18 a 68,63 % dos valores da caseina
(Tabelas 4 e5).

Pires et al. (2006) encontraram valores de PER de 40,35 % em relagdo a
caseina para variedade de soja convencional e 39,06 % para variedade de soja
isenta de inibidor de tripsina Kunitz, valores préximos aos encontrados para as
variedades de soja no presente estudo. O mesmo foi observado para os valores de
NPR. Pires et al. (2006) encontraram valores de 56,59 % em relagdo a caseina para a
soja convencional e 55,96 % para a soja sem o inibidor de tripsina Kunitz.

Observa-se na Tabela 4 que a digestibilidade da dieta de arroz foi
semelhante a de caseina e das proteinas de origem vegetal. Entretanto, o valor de
PER foi 64,09 % do valor obtido para a caseina. Estes resultados demonstram que a
digestibilidade por si s6 ndo determina a qualidade de uma proteina. A composi¢do

aminoacidica é importante também, uma vez que os aminodcidos podem estar
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sendo bem absorvidos, mas podem nao participar da sintese proteica em virtude da

deficiéncia de alguns aminodcidos indispensaveis (PEREIRA & COSTA, 2002).

3.4.3. Teste de Urease

A Tabela 6 apresenta os resultados do teste de urease feito nas amostras de

soja pra verificar o efeito do tratamento térmico nos graos.

Tabela 6: Atividade de urease das sojas analisadas.

Amostras A pH
Soja IAC PL-1 1,98
Soja IAC 17 1,70
SojalAC 24 1,78
Soja UFV TN 105 1,56
Soja UFV TN 105 KL 1,39

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 (1052C
por 6 horas em estufa sem circulagao de ar, calor seco) foi insuficiente para inativar
os fatores antinutricionais das sojas, o que justifica a baixa digestibilidade

encontrada para as variedades estudadas.

3.4.4. Atividade de inibidores de tripsina

Os conteudos estimados de inibigdo de tripsina expresso em mg de tripsina
inibida por grama de proteina das sementes e das farinhas estdo mostrados na
Tabela 7.

Os valores encontrados para a inibicdao de tripsina variaram de 100,71 mg de
tripsina inibida por g de proteina para a soja UFV TN 105 KL (sem inibidor de tripsina
Kunitz — KTI) e 157,72 mg de tripsina inibida por g de proteina para a soja UFV TN
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105. Estes valores sdo semelhantes aos encontrados por Monteiro et al. (2003), que
encontraram valores variando de 115,25 mg de tripsina inibida por g de proteina
para a soja sem lipoxigenase e KTl a 158,47 mg de tripsina inibida por g de proteina
para a soja sem lipoxigenase e com KTI. Cardoso et al. (2007) encontraram valores
de 92,87 mg de tripsina inibida por g de proteina para a soja sem lipoxigenase e KTI
a 122,92 mg de tripsina inibida por g de proteina para a soja sem lipoxigenase e

com KTI.

Tabela 7: Inibicdo da tripsina por extratos protéicos obtidos de farinhas de soja.

mg de tripsina inibida por

Amostras

g de proteina
Soja IAC PL-1 123,67c
Soja IAC 17 142,14b
Soja IAC 24 135,49b
Soja UFV TN 105 157,72a
Soja UFV TN 105 KL 100,71d

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Verifica-se na Tabela 7 que extratos protéicos obtidos das farinhas de soja
UFV TN 105 KL (sem inibidor de tripsina KTI) apresentaram os menores valores de
inibicdo de tripsina quando comparados aos valores encontrados nas outras
farinhas. Ainda assim, o nivel destes inibidores na soja UFV TN 105 KL foi elevado.
Isto pode ser explicado pelo fato da soja isenta de KTI conter o inibidor BBI
expressando alta atividade inibitdria.

As variedades de soja que apresentam resisténcia ao ataque da lagarta
Anticarsia gemmatalis (IAC 17 e IAC 24) apresentaram valor de inibicdo triptica
menor (p<0,05) que a soja convencional (IAC PL 1). Entretanto, este aumento da
inibicdo de tripsina ndo foi associado a diminuicdo significativa (P>0,05) na

digestibilidade destas variedades de soja (Tabela 4).

3.5. CONCLUSAO
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Proteinas de origem animal possuem maior digestibilidade, por nao
apresentarem fatores antinutricionais. Além disto, possuem um melhor contetdo
de aminodcidos indispensaveis, representado no presente estudo pelos maiores
valores de PER e NPR.

As variedades de soja estudadas apresentaram valores de digestibilidade
semelhantes, mostrando que a caracteristica de resisténcia a lagarta Anticarsia
gemmatalis e a retirada das enzimas lipoxigenases e do inibidor de tripsina ndo
alteraram a digestibilidade, PER ou NPR. O teste de urease mostrou que o
tratamento térmico (aquecimento em estufa,a seco, sem circulacdo) ndo foi
eficiente para inativar os fatores antinutricionais presentes nas sementes de soja.

O teor de caseina na dieta (9,5 % ou 7%) ndo alterou valores de
digestibilidade, PER e NPR. Os animais ganham menos peso, porém a ingestdo de
proteina foi menor, ndo alterando os valores de PER e NPR. Portanto, pode-se
comparar dietas contendo cerca de 7 % de proteinas com a dieta de caseina padrao
contendo 9,5 % de proteinas. Assim, em experimentos contendo fontes proteicas
com menor teor de proteinas, ndo é necessaria a utilizacdo de mais um grupo

controle, diminuindo o nimero de animais experimentais.
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CAPITULO 4

AVALIAGAO DA QUALIDADE PROTEICA DE GRAOS DE FEIJAO, MILHO E
TRIGO ATACADOS POR INSETOS-PRAGA

4.1. RESUMO

O ataque por insetos causam diversos prejuizos aos grdos, dentre eles a
perda de peso do grdo, o aquecimento e conseqiiente deterioracdao, devido ao
metabolismo do inseto, a perda do valor de mercado e a perda do valor nutritivo do
alimento, em decorréncia do consumo pelo inseto. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o grau de infestacdo, as alteracdes de umidade e massa especifica aparente
ao longo do periodo de armazenamento de grdos de duas variedades de feijao (jalo
e radiante), milho e trigo na presenca ou ndo do inseto-praga e avaliar as
caracteristicas bromatoldgicas, a digestibilidade, PER e NPR das farinhas destes
graos infestados e nao infestados. Observou-se aumento do grau de infestagdao com
o periodo de armazenamento para os graos de feijdo, miho e trigo. A presenca do
inseto-praga causou aumento de umidade, devido ao rompimento do tegumento e
aumento do metabolismo e diminuicdo da massa especifica aparente, pelo
consumo dos graos pelos insetos, nos graos de feijao, milho e trigo. As farinhas dos
graos infestados apresentaram maior teor de nitrogénio e cinzas e redu¢do no teor
de carboidratos e lipidios. Observou-se que a presenca do inseto-praga ndo alterou
a digestibilidade dos graos analisados, porém houve reducdo do PER e do NPR para
os grdos de feijdo, fato que ndo foi observado para os graos de milho e trigo. A
qualidade nutricional de graos é diminuida com o ataque de insetos, porém a

familia do inseto e a composicdo do grdo influenciam esta alteracdo da qualidade.

PALAVRAS CHAVE: inseto-praga, digestibilidade proteica, caracterizacao

bromatoldgica
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4.2. INTRODUCAO

Graos de feijdo, milho e trigo sdo importantes fontes de carboidratos,
proteinas, minerais e vitaminas. Durante a estocagem, estes grdaos podem ser
atacados por diversos insetos-praga. Calcula-se que no Brasil 10 a 15 % da producao
de grdos seja perdida anualmente por ataque de insetos. Dentre os prejuizos
causados, destaca-se a perda de pesodo grao, o aquecimento e consequente
deterioracdo, devido ao metabolismo do inseto, a perda do valor de mercado e a
perda do valor nutritivo do alimento, em decorréncia do consumo pelo inseto
(ATHIE et al.1998).

Andlises quimicas de graos atacados por insetos revelam perdas de
nutrientes como carboidratos, vitaminas e minerais. Segundo Jood et al. (1992), o
teor de proteina total, nitrogénio ndo protéico e acido Urico encontram-se
aumentados em graos infestados por insetos. Entretanto, Lale & Igwebuike (2002)
relataram diminuicdo do teor de proteinas com aumento da infestacdo (). Analises
guimicas determinam o teor de nitrogénio total, ndo quantificando substancias
nitrogenadas toéxicas, excretas de insetos, fragmentos de corpos de insetos ou
inibidores de proteases. Uma analise do valor bioldgico se torna importante.

A composi¢cdo aminoacidica da alimentagdao, a quantidade total de
nitrogénio e a digestibilidade da mistura proteica sdo fatores que devem ser
considerados ao se fazer a recomendagao de uma mistura de proteinas (SARWAR,
1997). Uma boa fonte proteica é aquela que fornece quantidades adequadas de
aminodacidos indispensaveis e nitrogénio total, além de boa digestibilidade.

Digestibilidade da proteina é um condicionante de qualidade proteica, pois
dado aminoacido embora presente na proteina, pode ndo estar necessariamente
disponivel para o organismo. As proteinas presentes nos alimentos podem se
associar com compostos presentes nos alimentos, como polifendis, e, desta forma,
ndo estarem disponiveis para a acdo de proteases. As proteinas ndo podem ser
utilizadas pelo organismo sem serem antes digeridas e absorvidas por este

(SGARBIERI, 1996).
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Digestibilidade da proteina é o principal indice de qualidade proteica, pois
dado aminoacido pode estar presente na proteina, mas ndo estar necessariamente
disponivel para o organismo. Assim, proteinas ndao podem ser utilizadas pelo
organismo sem serem digeridas por este.

Varios fatores podem interferir na digestibilidade, dentre estes 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, 1995).

Existem diversos métodos, além da digestibilidade, para avaliara a qualidade
proteica. O PER - Coeficiente de eficiéncia proteica - determina a capacidade de
uma proteina promover o crescimento de ratos recém-desmamados. Representa a
relacdo de ganho de peso relacionado a quantidade de proteina consumida. Esse
valor encontrado é comparado ao de uma proteina de referéncia, normalmente a
caseina. PER maior que 2,0 indica proteina de alta qualidade; entre 1,5-2,0,
gualidade intermediaria; e PER menor que 1,5, baixo valor nutricional (FRIEDMAN,
1996).

Este método tem duas limitacdes a serem destacadas. A primeira é a de que
ndo pode ser aplicado a criangas em fase de crescimento, uma vez que o requisito
de aminodacidos para criancas € menor do que aqueles para ratos. PER é uma
medida de qualidade proteica para promover crescimento e ndo leva em
consideracdo a proteina utilizada para a manutencdo ou prevencao da perda de
peso.

O NPR - Razdo proteica liquida - constitui uma modificacdo do PER e
acrescenta ao ganho de peso do grupo com dieta proteica a perda de peso de um
grupo com dieta aproteica. O NPR é determinado no 14° dia do experimento,
tomando-se o ganho de peso do grupo-teste mais a perda de peso do grupo de
dieta aproteica, em relacdo ao consumo de proteina do grupo-teste, segundo o
método de Bender e Doell (1957). Este trabalho objetivou avaliar o grau de
infestacdo, as altera¢cdes de umidade e massa especifica aparente ao longo do
periodo de armazenamento de grdos de duas variedades de feijdo (jalo e radiante),

milho e trigo, tempo de coccdo e capacidade de absor¢cdo de agua para as duas
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variedades de feijdo, na presenga ou nao do inseto-praga e avaliar a digestibilidade,

PER e NPR das farinhas destes graos infestados e ndo infestados.

4.3. MATERIAIS E METODOS

4.3.1. Local do experimento

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Enzimologia,
Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria (BIOAGRO), no Laboratério de de Enzimologia, Bioquimica de
Proteinas e Peptideos Prof. Marcos Luiz dos Mares Guia do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (DBB) e no Laboratério de Nutricdo Experimental
do Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da Universidade Federal de Vicosa

(UFV) — MG.

4.3.2. Infestagdo dos graos e avaliagao tecnoldgica

Os graos de feijao foram acondicionados em frascos de vidro com
capacidade para 1 kg. Para infestacdao dos graos de feijdao, foram colocados
aproximadamente 500 gramas do grdo e 50 insetos adultos de Acanthoscelides
obtectus em cada frasco, que foi fechado com uma tampa telada para garantir a
entrada de oxigénio e a sobrevivéncia dos insetos. Os frascos foram mantidos a
temperatura e umidade ambientes.

Para avaliacdo tecnoldgica do feijdo na presenca do inseto-praga, apds a
infestacdo dos graos foram realizadas analises de teor de dgua, tempo de coccao,
sélidos soluveis no caldo de cocgdao, massa especifica aparente, absorcao de agua e
grau de infestacdo nos graos armazenados atacados e ndo atacados por inseto-
praga aos 0, 14, 28, 42, 56, 70, 77 e 84 dias de armazenamento.

O teor de 4gua foi determinado por secagem em estufa a 105°C até peso

constante (AOAC, 1984).
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Para a determinagdao do tempo de cocgao, foram utilizadas amostras
previamente maceradas durante 12 horas. O teste foi realizado com aparelho de
Mattson (Figura 1), de acordo com a metodologia descrita por Tomé et al. (2000). O
aparelho cozedor possui 25 hastes com 21,6 cm de comprimento e massa de 82,0
gramas cada. Esta massa representa a forca média que o consumidor utiliza entre
os dedos para verificar a maciez e, conseqlientemente, o cozimento do grao de
feijdo. Na extremidade, a haste apresenta uma ponta afunilada com 0,2 cm de
didmetro e comprimento de 0,9 cm, que foi apoiada, perpendicularmente, sobre
cada grdo. O aparelho foi colocado no interior de um recipiente metalico com um
litro de dgua em estado de ebuligao, mantido em volume constante. Os graos foram
considerados cozidos quando a haste os atravessou, sendo o tempo de cocgdo da

amostra registrado, quando a 132 haste penetrou o grio.

20,6

s

Figura 1 - (A) Aparelho para determinacdo do tempo de coc¢do do feijdo; (B)

detalhe da haste. Fonte: Resende (2006)

Os sélidos soltuveis do caldo foram determinados apds a coc¢do do grdo:

uma aliquota de 20 mL foi colocada em uma placa de Petri previamente pesada,
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levada imediatamente 3 estufa com temperatura de 105 °C por 24 h, seguida de
nova pesagem.

A massa especifica aparente foi determinada, utilizando-se uma balanga de
peso hectolitro.

Para capacidade de absorc¢do de agua, 50 grdaos foram pesados e embebidos
em agua, por 16 horas. Apds este periodo, as amostras foram pesadas novamente,
como descrito por Chiaradia e Gomes (1997).

Para avaliar o percentual de graos atacados por insetos, amostras de 100
grdos de feijdo foram imersas em agua durante 24 horas, tempo suficiente para
amolecer os graos. Em seguida, os graos foram cortados e examinados
individualmente. Foram considerados infestados grdos que continham larva, pupa
ou inseto adulto e aqueles que apresentaram orificios de saida do inseto, conforme
recomendacdes das Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1992).

Os graos de milho e trigo foram acondicionados em frascos de vidro com
capacidade para 3 kg. Para infestacgdo do milho e trigo foram colocados
aproximadamente 2 kg dos grdaos e 200 insetos adultos de Sitophilus zeamais. Os
frascos foram mantidos a temperatura e umidade ambientes.

Para avaliacdo do milho e trigo na presenca do inseto-praga, apds a
infestacdo dos grdaos foram realizadas analises de teor de dgua, massa especifica
aparente e grau de infestacdo nos graos armazenados atacados e ndo atacados por
inseto-praga aos 0, 14, 28, 42,49, 56, 63 e 72 dias de armazenamento.

Para obtencdo da farinha de milho, apds o periodo de armazenamento, as
amostras de milho na presenga e auséncia de insetos-praga foram moidas em
moinho de martelo e passadas em peneira de 16 mesh (1 mm).

Para obtencdo da farinha de trigo, a umidade dos graos foi determinada em
estufa a 105°C até peso constante. As amostras foram condicionadas para as
umidades de 15,5 % e, apds 20 a 24 horas, foi realizada a moagem em moinho de

trigo Quadrumat Senior Brabender nas passagens de quebra e reducao.
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4.3.3. Caracterizagao bromatoldgica das farinhas

Determinagao do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado por secagem em estufa a 105°C até peso
constante, segundo AOAC (1984). Um método gravimétrico que se baseia na perda
de peso da amostra apds a remogdo da agua por evaporacao

As amostras foram pesadas em Placa de Petri e levar a estufa regulada a
100-105 °C por 5 horas. Foram retiradas, esfriadas em dessecador e pesadas
novamente. Foram levadas a estufa por mais uma hora, retiradas, esfriadas em
dessecador e pesadas. As operagdes de aquecimento e pesagem foram repetidas

até que a diferenca entre pesagens ndo fosse superior a 0,01 g

Determinagao do teor de nitrogénio
O teor de proteina de cada amostra foi realizado pelo método semimicro
Kjeldhal, segundo AOAC (1984). No célculo de conversdo do nitrogénio em

proteinas foi utilizado o fator 6,25.

Determinagao do extrato etéreo

O teor de lipidios foi determinado utilizando o método intermitente de
Soxhlet, (AOAC, 1984), usando éter de petrdleo como extrator.

As amostras foram pesadas no cartucho extrator confeccionado com papel
de filtro. O cartucho com a amostra foi transferido para o aparelho Soxhlet, que foi
conectado a um baldo previamente seco em estufa a 105 °C, esfriado em
dessecador e pesado. Foi adicionado éter de petrdleo em quantidade suficiente
para encher duas vezes o extrator. O aquecimento foi ligado e procedeu-se a
extragdo continua por 6 horas. Recuperou-se o quanto possivel do éter de petréleo
no préprio aparelho. O baldo foi levado para estufa a 105°C por 1 hora. Foi esfriado
em dessecador e pesado. O aquecimento e resfriamento do baldao foram repetidos
até peso constante.

Apdés a remocdo do solvente, determinou-se gravimetricamente a

guantidade de lipidios presente.
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Determinacgdo do teor de cinzas (residuo mineral fixo)

O teor de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla a 550 °C,
segundo método da AOAC (1984).

As amostras desengorduradas foram colocadas em cadinhos de porcelana
previamente pesados e levados a mufla. A temperatura foi aumentada
gradativamente até atingir 550 °C. Depois de atingida a temperatura, as amostras
foram mantidas a 550 °C por cinco horas. As amostras foram esfriadas,

primeiramente na prépria mufla e depois em dessecador, e pesadas.

Determinacgao do teor de carboidratos
A determinacdo de carboidratos (base seca) foi realizada por diferenca,

sendo subtraido de 100 a soma dos teores de lipidios, proteinas e cinzas.

4.3.4. Avaliagao da qualidade nutricional de graos atacados por
insetos-praga

Foram avaliados a digestibilidade, PER, NPR, escore quimico e escore

quimico corrigido pela digestibilidade.

Preparo das Amostras

Foi utilizada caseina comercial obtida da RHOSTER-Industria e Comécio Ltda.

Os graos de feijdo Jalo e Radiante foram coccionados em agua, na propor¢ao
de 1:2 (p/v), em panela de pressdo doméstica, durante 40 minutos, apds o periodo
de armazenamento, na presenga e auséncia de insetos-praga,. Apds o cozimento,
foram secos em estufa com circulacdo de ar, a 60 °C, por 24 horas. Em seguida,
foram moidos em multiprocessador e passado em em peneira de 16 mesh (1 mm).
Foram novamente passados em multiprocessador e peneira, até que todo feijao
passasse pela peneira.

Foram utilizadas as farinhas de milho e de trigo, obtidas como descrito

anteriormente.
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Ensaio Bioldgico

Foram preparadas uma dieta aproteica, uma dieta de caseina (padrdo) e as
dietas testes, contendo as amostras proteicas estudadas, conforme apresentado na
Tabela 1.

A composi¢cdo das dietas foi baseada na AIN-93G, segundo Reeves et
al.(1993), com o teor de proteinas alterado para 9,5 % para a dieta de caseina
(padrao) e para as dietas de feijdo e teor de proteinas alterado para 7 % para as
dietas de milho e trigo.

As gquantidades de outros ingredientes da dieta (amido, amido dextrinizado,
sacarose, oleo e celulose) também foram alterados, de acordo com a composicdo
dos alimentos testados, de forma que as dietas fossem isocaldricas e isoproteicas
(Tabela 1).

Apbs o preparo, determinou-se o teor de proteina de cada dieta. As dietas
foram acondicionadas em sacos de polietileno, devidamente rotulados e
armazenados em refrigerador.Foram utilizados 60 ratos machos, raca Wistar, recém
desmamados, com média de 23 dias de idade, peso variando de 50 a 60 gramas,
provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCB) da
Universidade Federal de Vicosa (UFV).

Os animais foram divididos em dez grupos com seis animais cada, de modo
gue a média dos pesos entre os grupos ndo excedesse a 10 g. Os ratos foram
alocados em gaiolas individuais, onde receberam agua e suas dietas ad libitum, por
14 dias. Os animais foram mantidos em condicdes de temperatura de 22 + 32C e foi
feito o monitoramento do consumo alimentar e peso corporal semanalmente.

O experimento foi conduzido de acordo com as normas do Colégio Brasileiro

para Experimentagdo Animal — COBEA — e as normas internacionais.
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Tabela 1: Composicdo das dietas utilizadas no ensaio bioldgico (g/100g de mistura)

Ingredientes CAS D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 LN
Caseina’ 11,47 - - - - - - -
Feijao Jalo - 42,58 - - - - - -
Feijao Jalo com inseto - - 34,35 - - - - -
Feijao Radiante - - - 47,67 - - - -
Feijdo Radiante com inseto - - - - 41,71 - - -
Milho 80,73

Milho com inseto 62,51

Trigo - - - - - 65,16 - -
Trigo com inseto - - - - - - 59,71 -
Amido dextrinizado™” 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 1,2 11,64 10,0 13,2 13,2
Sacarose’ 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 1,03 8,8 7,79 10,0 10,0
Oleo de soja’ 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Fibra alimentar (Celulose) ! 5,0 - - - - 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Mistura Salinica (AIN-93G-MX) L* 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura Vitaminica (AIN-93G-VX)*" 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
L-cistina®” 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de Colina " 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho (g.s.p 100) 2 48,28 22,17 29,4 17,08 22,84 - - - 0,04 59,75

! Obtido da RHOSTER — IndUstria e Comércio Ltda.
* Segundo Reeves et al. (1993)
2 Obtido no comércio de Vigosa, MG

CAS: Dieta com caseina; D1: Dieta com feijdo jalo; D2: Dieta com feijdo jalo com inseto; D3: Dieta com feijdo radiante; D4: Dieta com feijdo
radiante com inseto; D5: Dieta com milho; D6: Dieta com milho com inseto; D7: Dieta com trigo; D8: Dieta com trigo com inseto; LN: Dieta

aproteica.
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Digestibilidade Verdadeira

Para a determinacdo da digestibilidade, as dietas foram marcadas com
indigocarmin na proporc¢3o de 100 mg/100g e oferecidas aos animais no 7° e 10°
dias. As fezes foram coletadas do 8° ao 11° dias em recipientes individuais para cada
animal e mantidas sob refrigeracdo. No 8° dia foram coletadas apenas asfezes
marcadas; no 9° e 10° dias foram coletadas todas as fezes;e no 11° dia foram
coletadas apenas as fezes ndo marcadas pelo corante.

Ao término do experimento, as fezes foram secas em estufa com circulagao
de ar a 1059C por 24 h. Em seguida foram resfriadas, pesadas e trituradas em
multiprocessador doméstico, marca Arno, para determinacdo da concentracdo de
nitrogénio, pelo método semimicro-Kjeldahl, com amostras em triplicata.

A digestibilidade verdadeira foi calculada medindo a quantidade de
nitrogénio ingerido na dieta, a excretada nas fezes e a perda metabdlica nas fezes,
que corresponde ao nitrogénio fecal do grupo com dieta aproteica. Esta ultima foi
estimada pela quantidade de nitrogénio excretada pelos ratos alimentados com a
dieta livre de nitrogénio.

O célculo da digestibilidade verdadeira (DV) foi feito de acordo com a
seguinte equacao:

%Digestibilidade = - —(F =FK)
| = Nitrogénio ingerido pelo grupo teste.
F = Nitrogénio fecal do grupo teste.

FK = Nitrogénio fecal do grupo com dieta aproteica.

Coeficiente de eficiéncia proteica (PER)

O PER foi determinado através do método de Osborne, Mendel e Ferry, de
acordo com a AOAC (1975), método esse que relaciona o ganho de peso dos
animais com o consumo de proteina.

O PER foi calculado pela seguinte equacao:

ganhodepesodogrupo- teste(g)
proteinaconsumidagelogrupo- teste(g)

PER=
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Razao proteica liquida (NPR)

O NPR foi determinado, de acordo com Bender e Doell (1957), no 14° dia do
experimento, levando-se em consideracdo o ganho de peso do grupo-teste, mais a
perda de peso do grupo com dieta aproteica, em relacdo ao consumo de proteina

do grupo-teste. Foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

ganhodepesodogrupo- teste(g) + perdadepesodogrupoaprotéicdg)
proteinaconsumidalogrupo- teste

NPR=

4.3.5. Determinacao e quantificagao dos aminoacidos

Estas analises foram realizadas no Centro Inderdepartamental de Quimica de
Proteinas da USP-Ribeirdo Preto, SP, sob a orientacdo do Professor José César Rosa,
utilizando-se o método feniltiocarbamil aminoacidos (PTC) (analise de aminoacidos:
derivacdo pré-coluna com fenilisotiocianato) (ROSA et al.,1987; BIDLINGMEYER et
al., 1984).

A técnica de analise de aminoacidos através de deriva¢do pré-coluna fornece
dois resultados distintos: a) a composi¢do relativa dos aminoacidos presentes na
amostra e b) a oportunidade de quantificar proteina na amostra.

A composi¢ao dos aminoacidos foi determinada em amostras previamente
hidrolisadas com dcido cloridrico (HCI) 6 N bidestilado, seguida de derivacao pré-
coluna dos aminodcidos livres com fenilisotiocianato (PITC), e a separacdao dos
derivativos feniltiocarbamil-aminoacidos (PTC-aa) ocorreu em coluna de fase
reversa C18 (Pico-Tag - 3,9 x 150 mm) com monitora¢cdo em comprimento de onda
em 254 nm. A quantificagdo da amostra foi baseada na drea de cada pico de
aminoacido, tomando-se como referéncia a area do pico do padrdo de aminoacidos
com concentragao conhecida, sendo o padrao derivado nas mesmas condi¢des e ao
mesmo tempo que as amostras.

A amostra passou por quatro etapas: A) hidrélise, B) derivagdo, C) separagdo

e D) quantificacdo dos PTC aminodcidos.
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Hidrdlise

As amostras foram pesadas e preparadas em triplicatas contendo de 3,0 a
8,0 mg de cada amostra diretamente colocadas em ampolas. Adicionaram-se 500 uL
de HCI 6 N bidestilado (Merck, P.A.) contendo de 0,1 a 0,5% de fenol (Merck, P.A.)
(p/v). As ampolas foram submetidas a vacuo e seladas, sendo, entdo, mantidas a
temperatura constante de 110 °C + 0,1 °C por 22 h. Apds esse periodo, o HCl de
cada ampola foi evaporado em concentrador rotatério Speed-Vac até a completa

secura. As amostras foram diluidas em dgua, e aliquotas foram derivadas a PTC-AA.

Derivagao

Cada amostra foi alcalinizada com 20 pL de uma mistura metanol:adgua: TEA
(trietilamina) na proporg¢do de 2:2:1 (v:v:v) (metanol, Pierce, grau cromatografico;
TEA, pierce, grau seqliencial; e agua milli-Q, agitado e secado por 15 min em
concentrador rotatdrio Speed-Vac.

Em seguida, adicionaram-se a cada tubo da amostra 20 uL do reagente de
derivacdo: metanol:agua:TEA:PITC na proporcdo de 7:1:1:1 (v:v:v:v) (PITC, Pierce),
agitou-se e deixou-se reagir por 20 min a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, o excesso do reagente foi removido em concentrador rotatorio Speed-Vac
por 2 h a temperatura ambiente. A amostra apds derivada e secada permanece
estavel por até trés dias, quando mantida a —20 °C.

Todo esse procedimento de derivacdo foi realizado também com a mistura
de aminoacidos padrGes da Pierce, no qual 20 plL de uma solugdo de 125 nmol/mL

foram derivados para a padronizacao da analise.

Separacdo dos PTC-AA
A amostra e o padrdo, apds derivados e secados, foram ressuspensos em
tampdo de amostra: acetato de sddio (NaAc) 0,14 M (Pierce) com 0,06% de TEA
(v/v), pH 7,5, contendo 5% de acetonitrila (AcN) (v/v). O volume de ressuspensao foi
de 200 pL, e 20 pL (10% da amostra total hidrolisada) foram injetados na coluna. O
padrao de aminodacidos contém 100 pmol de cada aminoacido em 20 pL aplicados.
Os aminodcidos foram separados segundo o protocolo de separagao

desenvolvido por Bidlingmeyer e col. (1984) e adaptado para o equipamento de
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HPLC do Centro de Quimica de Proteinas da FMRP-USP por Rosa et al. (1987). Para a
separac¢do de PTC-aas foi utilizada uma coluna C18 Pico-Tag Waters com dimensdes
de 3,9 mm de diametro interno x 150 mm de comprimento. A cromatografia foi
desenvolvida a temperatura constante de 38,0 + 0,1 °C, em equipamento Spectra
System P4000 da ThermoSeparation, com sistema de bomba bindria. Os
aminodcidos fenitiocarbamil foram detectados pela sua absorvancia em
comprimento de onda de 254 nm e célula de fluxo continuo de 10 uL. Os dados
foram coletados e analisados pelo software ThermoChrom Ill da Thermo Separation
Products. Os solventes utilizados para a separacdao dos aminodcidos foram como
solvente A- acetato de sddio (NaAc) 0,14 M com 0,06% de TEA, pH 5,7 (filtrado em
membrana 0,45 um) e solvente B- acetonitrila (AcN) e agua na proporc¢ao de 60:40
(v/v). Um gradiente n3do-linear de solvente B foi desenvolvido iniciando em 10 para

54% B sob a raz3o de fluxo constate de 1,0 mL.min™.

Quantificacao dos PTC-AA
As andlises foram realizadas em triplicatas de hidrdlise e quantificadas por

padrdao de aminodcidos externo (C.V. 2,66-12,41%).

Quantificacao das amostras
As amostras foram normalisadas em pmol de aminoacidos por grama de
amostra. E depois convertidos para g de aminoacidos por 100 g de amostra e mg de

aminodacido por g de proteina.

4.3.6. Determinagao do escore quimico corrigido pela digestibilidade
proteica (PDCAAS)

Para o calculo do PDCAAS foram utilizados os dados obtidos na
determinacdo dos teores de nitrogénio, proteina, aminoacidos essenciais, escore de

aminoacidos (FAO/WHO,1985) e digestibilidade verdadeira.
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Calculou-se o PDCAAS multiplicando o escore mais baixo de aminoacido
essencial pela digestibilidade da proteina. A proteina com PDCAAS igual ou superior

a 1,0 foi considerada de boa qualidade (HENLEY; KUSTER, 1994).

4.3.7 Delineamento estatistico

Procedeu-se a analise estatistica (ANOVA) para a determinacdo do valor de
F. Para valores significativos, utilizou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade,
para comparacdo entre as médias das varidveis qualitativas, por intermédio do
Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas (SAEG). e regressdo para as varidveis

guantitativas, , utilizando o programa Sigma Plot.

4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Infestagao dos graos

Na determinac¢do do grau de infestagao (Gl) dos graos analisados, observou-
se que os graos que ndo receberam insetos no tempo zero continuaram durante
todo o armazenamento (t) sem apresentarem infestagdo. A infestagdo dos graos na
presenca de insetos-praga aumentou com o periodo de infestacdo (Figuras 2, 3 e 4).

Ao final de 84 dias de armazenamento, o feijdo jalo apresentou 91,33 % de
infestagao e o feijdo radiante 80 %. Tanto para o feijao jalo quanto para o feijao
radiante observou-se que a infestacdo dos griaos de feijdo por A. obtectus
aumentou ao longo periodo de armazenamento, de forma quadratica, indicando
elevada taxa de crescimento dos insetos (Figura 2).

Os graos de milho na presenga do inseto-praga, ao final de 72 dias de
armazenamento, apresentaram grau de infestacdo de 90,67 %. Observou-se
tendéncia linear no aumento do grau de infestagdao dos graos de milho na presenga

de S. zeamais (Figura 3).
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Figura 2 — Grau de infestagdo dos graos de feijoes infestados e ndo infestados com

insetos durante o armazenamento.
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insetos durante o armazenamento.
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Para os grdos de trigo observou-se um grau de infestacdo de 65,33 % ao final
de 72 dias de armazenamento para os graos infestados por insetos-praga.
Observou-se que a infestacdo dos graos de trigo por S. zeamais aumentou numa

tendéncia quadratica ao longo do periodo de armazenamento (Figura 4).
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Figura 4 — Grau de infestacdo dos graos de trigo infestados e nao infestados com

insetos durante o armazenamento.

O teor de 3agua (U) nos graos infestados aumentou com o aumento do
periodo de estocagem (t) e consequentemente com o grau de infestacdo (Figuras 5,
6e7).

A partir de 42 dias de armazenamento, o teor de umidade do feijao jalo com
o inseto apresentou diferenc¢a do feijdo sem o inseto (p<0,05) e ao final de 84 dias,
o feijdo jalo ndo infestado apresentou 11,98 % de umidade e o feijdo jalo infestado
apresentou 19,11 %. Para o feijdo radiante, o teor de umidade do feijao com inseto
diferiu da testemunha a partir de 28 dias de armazenamento (p<0,05). Ao final de
84 dias, o feijdo radiante ndo infestado apresentou 12,06 % de umidade e o
radiante infestado 15,79 % (Tabela 2). O feijdao jalo na presenca do inseto
apresentou maior aumento de umidade quando comparado ao feijdo radiante na
presenca do A. obtectus. A umidade no feijdo jalo infestado aumentou

guadraticamente ao longo do periodo de armazenamento, enquanto que a
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Tabela 2: Valores médios do teor de agua do feijdo (%), com e sem a infestagao do

inseto-praga, ao longo do periodo de armazenamento.

Dias de armazenamento

Tratamento 0 14 28 42 56 70 77 84
Feijao Jalo

Sem inseto 11,51a 11,48a 11,57a 11,74b 11,56b 11,80b 11,94b 11,98b
Com inseto 11,54a 11,51a 12,07a 13,53a 15,53a 17,88a 19,08a 19,11a
Feijao

Radiante

Sem inseto 11,72a 11,68a 11,66b 11,80b 11,87b 11,99b 11,97b 12,06b
Com inseto 11,82a 12,09a 12,73a 13,71a 14,41a 14,09a 15,29a 15,79a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade

pelo teste F, para cada uma das variedades de feijao.

Teor de umidade para o feijao

a5 e /U jaes = 1170
I o o U o =114144+0,0017 12
g ] o 2% ri=09647
s Vi = 1184
5 A 0B % U e =115785+0,04901
- AT R? = 0,9656
12?;:,%/.1 e =
? (‘) 20 40 60 80 160

Dias de armazenamento

Figura 5 — Teor de umidade dos graos de feijdes infestados e nao infestados com

insetos durante o armazenamento.

U —Teor de umidade

Sl —na auséncia do inseto-praga
| — na presenca do inseto-praga
*Significativo al%
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umidade no feijdo radiante aumentou linearmente. A umidade dos feijoes jalo e
radiante ndo infestados ndo se alterou ao longo do armazenamento (Figura 5).

O teor de umidade do milho na presenga do inseto-praga diferiu do milho
sem inseto a partir de 42 dias de armazenamento (p<0,05). Ao final de 72 dias, os
grdos de milho ndo infestados apresentaram teor de umidade de 9,26 %, sendo que
este teor diminuiu linearmente durante o periodo de armazenamento. Na presenca
do inseto, a umidade do milho ao final dos 72 dias de armazenamento foi de 14,57
% e o aumento da umidade seguiu tendéncia quadratica ao longo do periodo de
armazenamento (Tabela 3, Figura 6).

O teor de umidade do trigo com o inseto diferiu significativamente (p<0,05)
da testemunha a partir de 49 dias de armazenamento. Ao final de 72, a umidade
dos graos de trigo foi de 9,88 % para os graos sem inseto e 14,54 % na presenca do
inseto (Tabela4). Ao longo do periodo de armazenamento houve diminuicdo linear
da umidade dos graos de trigo sem o inseto-praga, enquanto que para os graos
infestados a umidade aumentou de forma quadratica (Figura 7).

O aumento da umidade no decorrer do periodo de armazenamento estd
relacionado, principalmente, com a alteracdo no equilibrio higroscépico devido ao
rompimento da impermeabilidade do pericarpo (MATIOLI & ALMEIDA, 1979a) e a
elevacdo da taxa respiratdria dos insetos. Os orificios perfurados pelos insetos
expéem o endosperma, que é higroscépico, ao contato com a umidade do ar
(MATIOLI & ALMEIDA, 1979a). O metabolismo dos insetos (respira¢do) libera para o
ambiente CO, e H,0. A 3agua liberada pela respiracdo, juntamente com a agua
excretada pelos insetos, contribui para o aumento da umidade dos graos.

Ao longo do periodo de armazenamento (t) observou-se que a massa
especifica aparente (ME) dos graos infestados diminuiu gradativamente (Figuras 8,
9 e 10). As fémeas de insetos adultos colocam os ovos soltos na massa de graos.
Depois da eclosdo, as larvas perfuram o tegumento e penetram em seu interior,
alimentando-se e promovendo, assim, reducdo da sua massa e, conseqlientemente,

diminuicdo da massa especifica.
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Tabela 3: Valores médios do teor de dgua do milho (%), com e sem a infestagao do
inseto-praga, ao longo do periodo de armazenamento.

Dias de armazenamento

Tratamento 0 14 28 42 49 56 63 72

Sem inseto 11,52a 11,75a 10,73a 9,91b 10,71b 9,68b 8,94b 9,26b
Com inseto 11,75a 11,67a 11,08a 13,03a 12,28a 12,44a 13,96a 14,57a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F.

Teor de umidade para o milho

16 q
[ ] Milho [e)

15 A o Milho com inseto

14 A o o

U "mihes =118732—0,0389't
R? =0,7914

U "mitha = 11,3496+ 0,0006 t2

r’=0,7019

Teor de umidade (%)

1
80

Dias de armazenamento

Figura 6 — Teor de umidade dos graos de milho infestados e ndo infestados com

insetos durante o armazenamento.

U — Teor de umidade

SI — na auséncia do inseto-praga

| — na presenca do inseto-praga

*Significativo al% 98



Tabela 4: Valores médios do teor de dgua do trigo (%), com e sem a infestacdo do
inseto-praga, ao longo do periodo de armazenamento

Dias de armazenamento

Tratamento 0 14 28 42 49 56 63 72

Sem inseto 11,06a 11,02a 10,42a 10,05a 9,15b 9,45b 10,16b 9,88b
Com inseto 11,04a 10,99a 10,43a 11,34a 10,45a 11,56a 11,91a 14,54a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F.

Teor de umidade para o trigo

16 1

®  Trigo g
O Trigo com indeto

14 A

S U tiges =11,0046-0,0211"t
E R* = 0,2554
ﬁ 8 Ui =114166-0,0878't + 0,0017't*
: _ e T« 17207463
N
°5 % P o B

Dias de armazenamento
Figura 7 — Teor de umidade dos grdos de trigo infestados e ndo infestados com

insetos durante o armazenamento.

U —Teor de umidade

S| — na auséncia do inseto-praga

| — na presenca do inseto-praga

*Significativo al% 99
**Significativo a5s%



Para o feijdao, na auséncia do inseto-praga, a massa especifica aparente
permaneceu, praticamente, constante ao longo do periodo de armazenamento,
sendo que aos 84 dias o feijao jalo apresentava massa especifica aparente de 741,5
kg.m™ e o feijdo radiante 701,05 kg.m™. Na presenca do A. obtectus, os valores da
massa especifica aparente tanto do feijdo jalo quanto do feijdo radiante diminuiram
ao longo do periodo de armazenamento, de forma quadratica. Ao final de 84 dias
de armazenamento, o feijdo jalo apresentou massa especifica aparente de 617,05
kg.m'3 e o feijao radiante 651,67 kg.m’s. Observou-se que a diminuicao da massa
especifica aparente para o feijdo jalo foi mais pronunciada do que a diminuicdo da
massa especifica para o feijdo radiante (Figura 8).

Observa-se, na Tabela 5, que a massa especifica aparente do feijao foi
significativamente inferior (p<0,05) no produto com a presenca do inseto-praga a
partir de 42 dias de armazenamento para o feijdo jalo e 56 dias de armazenamento

para o feijdo radiante.

Tabela 5: Valores médios de massa especifica aparente (kg.m?) para feijo, com e

sem a infestacdo do inseto-praga, ao longo do periodo de

armazenamento
Dias de armazenamento
Tratamento 0 14 28 42 56 70 77 84
Feijao Jalo

Sem inseto 741,6a 740,9a 740,8a 741,1a 741,3a 741,2a 741,8a 741,5a

Com inseto 741,1a 739,8a 737,2a 728,3b 708,2b 684,5b 645,7b 617,6b

Feijao

Radiante

Sem inseto 700,9a 701,3a 700,6a 700,8a 701,2a 699,1a 701,9a 701,1a

Com inseto 699,9a 701,0a 699,1a 695,1a 685,7b 678,2b 670,5b 645,6b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F, para cada uma das variedades de feijao.
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O mesmo comportamento observado para o feijdo foi observado para o
milho. A massa especifica aparente para os graos de milho ndo infestados
permaneceu, praticamente, constante ao longo do armazenamento, apresentando
massa especifica aparente de 786,62 kg.m'3 ao final de 72 dias de armazenamento.
Na presenca do inseto praga, a massa especifica aparente diminuiu seguindo uma
tendéncia quadratica, sendo esta de 682,87 kg.m'3 ao final de 72 dias de
armazenamento. A massa especifica aparente do milho na presenca de S. zeamais
diferiu significativamente da testemunha a partir de 42 dias de armazenamento

(Tabela 6, Figura 9).

Tabela 6: Valores médios massa especifica aparente (kg.m™) para grios de milho,
com e sem a infestacdo do inseto-praga, ao longo do periodo de
armazenamento

Dias de armazenamento

Tratamento 0 14 28 42 49 56 63 72

Sem inseto 787,5a 787,52 781,32 784,2a 785,8a 786,6a 789,1a 786,6a
Com inseto 786,7a 781,2a 768,7a 739,9b 730,5b 718,4b 711,8b 682,7b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F.

Massa especifica aparente para o feijao

T
<
T G S SNt L
g NG s ME " jao = 7355305+1,0416t—0,0281t>
_S 660 -| ) Jalo IAN A a r 2= 0,9254
5 o Jalo com inseto \g R
CI%J_ 6407 Z EZS:Z:I: com inseto o \\g MEradiameS = 70083
g ME radianes = 6978694+ 0,4614°t —0,0117 t°
(1] ]
= % °r2 = 08252

580 T T T T 1

0 20 40 60 80 100

Dias de armazenamento

Figura 8 — Massa especifica aparente dos graos de feijdes infestados e ndo

infestados com insetos durante o armazenamento.
ME — Massa especifica aparente
S| — na auséncia do inseto-praga
| — na presenca do inseto-praga 101
*Significativo al%
“Significativo a 10 %



Massa especifica aparente para o milho
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Figura 9 — Massa especifica aparente dos graos de milho infestados e ndo infestados

com insetos durante o armazenamento.

A massa especifica aparente permaneceu constante ao longo do periodo de
armazenamento para os graos de trigo sem insetos, apresentando massa especifica
aparente de 813, 43 kg.m'3 ao final de 72 dias de armazenamento. Na presenca do
S. zeamais, a massa especifica diminuiu de forma quadratica, sendo ao final de 72
dias de 718, 40 kg.m's. A partir de 42 dias de armazenamento, a massa especifica
aparente dos graos infestados diferiu da massa especifica aparente dos grdos nao

infestados (p<0,05) (Tabela7, Figura 10).

Tabela 7: Valores médios massa especifica aparente (kg.m) para grios de trigo,
com e sem a infestacdo do inseto-praga, ao longo do periodo de
armazenamento

Dias de armazenamento

Tratamento 0 14 28 42 49 56 63 72

Sem inseto 817,5a 815,7a 818,7a 816,4a 813,8a 813,5a 816,1a 813,4a
Com inseto 820,5a 816,7a 815,2a 793,5b 788,3b 786,7b 759,4b 718,4b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F.

ME — Massa especifica aparente

S| — na auséncia do inseto-praga

| — na presenga do inseto-praga
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Massa especifica aparente para o trigo

*MB, ¢ =81564
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Figura 10 — Massa especifica aparente dos graos de trigo infestados e nao

infestados com insetos durante o armazenamento.

Para avaliacdo tecnoldgica do feijdo na presenca do inseto-praga, também
foram realizadas analises de tempo de coc¢do e absorcdo de dgua nos graos
armazenados atacados e ndo atacados por inseto-praga durante o periodo de
armazenamento.

Com relagcdo ao tempo de cocgdo, constatou-se que tanto para o feijao jalo
guanto para o feijdo radiante, com ou sem inseto, os valores do tempo de cocgdo
(TC) aumentaram ao longo do periodo de armazenamento (t), como observado por
diversos pesquisadores (Resende et al., 2007; Ramos Junior et al., 2005; Resende et
al., 2004; Shiga et al., 2004). Para os grdos infestados por insetos, o tempo de
coc¢do aumentou de uma forma menos acentuada do que para os graos sem
insetos. Os graos infestados apresentam danificagcdes no tegumento que diminuiu a
resisténcia a forca aplicada pelas hastes do Cozedor de Mattson, diminuindo, assim,
o tempo de cozimento (Figura 11). Na Tabela 8, sdo apresentadas as médias para
cada tratamento analisado ao longo do periodo de armazenamento. A partir dos 28
dias de armazenagem, o tempo de coccdo do feijdo infestado por insetos foi
significativamente inferior a testemunha tanto para o feijdo jalo quanto para o

feijdo radiante.

ME — Massa especifica aparente
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Foi observado que a partir de 56 dias armazenamento houve da absor¢ao de

agua nos graos de feijdo jalo infestados (p<0,05). Esta diminuicdo foi observada a

partir de 70 dias para o feijdo radiante (Tabela 9). Ao final de 84 dias de infestacdo

os feijdo jalo apresentou uma diminuicdo em torno de 20 % na absorcdo de agua e

o feijdo radiante cerca de 15 % (Figura 12).

Tabela 8: Valores médios de tempo de cocgcdo (mim) para feijdo, com e sem a

infestacdo do inseto-praga, ao longo do periodo de armazenamento.

Dias de armazenamento

Tratamento 0

14

28 42

56

70 77 84

Feijao Jalo

Sem inseto 28,453
Com inseto 27,93a
Feijao

Radiante

Sem inseto 26,50a

Com inseto 26,54a

29,89

29,08a

28,03a

27,03a

32,27a 34,52a

29,81b 31,41b

29,85a 31,71a

27,99b 28,67b

36,63a

33,82b

35,81a

30,94b

41,75a 44,63a 49,49

36,28b 39,55b 40,21b

39,10a 40,06a 41,95a

32,74b 33,94b 34,98b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F, para cada uma das variedades de feijao.
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Tempo de coccao

“1 TC jaos = 291327+ 0,0027t?
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Figura 11 — Tempo de cocgao dos graos de feijoes infestados e nao infestados com

insetos durante o armazenamento.

Tabela 9: Valores médios de capacidade de absorcdo de dgua (%) para feijao, com e

sem a infestacdo do inseto-praga, ao longo do periodo de

armazenamento
Dias de armazenamento
Tratamento 0 14 28 42 56 70 77 84
Feijao Jalo

Sem inseto 137,7a 138,0a 138,4a 138,6a 139,0a 138,7a 138,2a 137,6a
Com inseto 138,3a 137,9a 137,9a 134,52 131,6b 127,3b 116,1b 109,9b
Feijao

Radiante
Sem inseto 136,9a 136,7a 137,9a 136,9a 138,5a 138,6a 138,2a 138,2a

Com inseto 138,3a 138,0a 137,7a 136,8a 132,2a 126,3b 120,9b 114,7b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F, para cada uma das variedades de feijao.

TC - Tempo de cocgdo
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Capacidade de absor¢éo de 4gua
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Figura 12 — Capacidade de absorcdo de agua dos graos de feijoes infestados e ndo

infestados com insetos durante o armazenamento.

4.4.2. Caracterizagao bromatoldgica das farinhas.

Teor de proteinas
O teor de proteinas (em base seca) para as farinhas de feijdo, milho e trigo

esta descrito na Tabela 10.

Tabela 10: Teor de proteina (% BS) nas amostras de farinas de feijdao, milho e de

trigo.
Sem inseto Com inseto
Feijao jalo 23,89Ba 29,46Aa
Feijdo radiante 21,77Bb 25,14Ab
Milho 10,12Bd 12,05Ac
Trigo 12,49Ac 12,60Ac

AB Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste F.

ab Médias seguidas por uma mesma letra minudsculas na mesma coluna ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

AA- Absorgdo de agua
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Os dados demonstram que o teor de proteina aumentou significativamente
(p<0,05) com a infestacdo dos insetos para o feijdo e o milho. A respiracdao dos
insetoslibera carbono na forma de gas (CO;), juntamente com agua. O nitrogénio
presente nos graos nao é liberado durante a respiracdo, sendo utilizado pelos
insetos para a producdo de proteinas corporais, ou excretado. Como o nitrogénio
excretado pelo inseto continua no alimento e carbono é eliminado na forma de gés,
ocorre uma concentracao de nitrogénio em relacdo ao peso total (que diminui), por
isto observa-se um maior teor de nitrogénio, e consequentemente de proteinas, nas
amostras onde houve a infestacdo por insetos pragas. Além disto, as larvas dos
insetos alimentam-se diretamente dos graos, assimilando e concentrando,
principalmente, os compostos protéicos. Assim, a presenca de insetos ainda no
interior dos graos, principalmente nos estagios de larva e pupa, contribuem para
elevados teores de proteina nos graos infestados.

Um aumento do teor de proteina total também foi observado por Barney et
al. (1991) ao analisar a qualidade de milho armazenado, influenciado por S. zeamais
e por Resende et al (2007) ao avaliar a qualidade de feijdo durante o
armazenamento, na presenca de A. obtectus. Entretanto, Lale & Igwebuike (2002)
observaram reducdo no teor de proteina de vagens de acacia infestadas por

coleoptera.

Teor de lipideos
Na Tabela 11 sdo apresentados os teores médios de lipidios encontrados

para as farinhas analisadas, em base seca.

Observou-se uma reducdo do teor de lipidios nas farinhas de graos que
foram infestados por insetos-praga. Entretanto, esta reduc¢ao nao foi encontrada
por Barney et al. (1991) ao analisar a qualidade de milho armazenado, na presenca

e auséncia de S. zeamais.
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Tabela 11: Teor de lipideos (% BS) nas amostras de farinas de feijao, milho e de

trigo.
Sem inseto Com inseto
Feijao jalo 1,45Ad 1,39Bd
Feijdo radiante 1,59Ac 1,50Bc
Milho 6,71Aa 6,01Ba
Trigo 2,69Ab 2,39Bb

AB Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste F.

ab Médias seguidas por uma mesma letra minudsculas na mesma coluna ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Teor de cinzas

A Tabela 12 mostra os valores de cinzas encontrados para as farinhas
analisadas, em base seca.

O conteudo de cinzas representa o conteddo mineral inorganico. Observa-se
na Tabela 12 que o contelddo de cinzas aumentou como ataque de inseto. E
provavel que o conteldo de cinzas tenha sido concentrado, pelo consumo de

carboidratos e lipidios pelo inseto.

Tabela 12: Teor de cinzas (% BS) nas amostras de farinas de feijao, milho e de trigo.

Sem inseto Com inseto
Feijao jalo 3,22Ba 3,94Aa
Feijdo radiante 2,95Bb 3,16Ab
Milho 1,46Bc 1,77Ac
Trigo 1,25Bd 1,65Ac

AB Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste F.

ab Médias seguidas por uma mesma letra minudsculas na mesma coluna ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Teor de umidade e de carboidratos
A Tabela 13 mostra a composicdo bromatoldgica das farinhas estudadas. O

maior teor de umidade nas farinhas de milho e trigo que vieram de graos atacados
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por insetos é consequéncia do aumento da umidade dos graos durante o periodo
de armazenamento, uma vez que estas farinhas ndo sofreram nenhum tipo de
processamento térmico. As farinhas de feijoes apresentam menor umidade porque

os graos de feijao foram cozidos e secos em estufa antes da producdo das farinhas.

Tabela 13: Valores médios dos teores de umidade (%), proteinas (% BS), lipideos (%

BS), cinzas (% BS) e carboidratos (%BS)

Proteinas Lipideos Cinzas Carboidratos

Umidade (BS) (BS) (BS) (BS)
Feijdo jalo 8,74 23,89 1,45 3,22 71,44
Feijao jalo com inseto 6,36 29,46 1,39 3,94 65,21
Feijao radiante 9,8 21,77 1,59 2,95 73,69
Feijao radiante com inseto 8,42 25,14 1,50 3,16 70,2
Milho 11,78 10,12 6,71 1,46 81,71
Milho com inseto 14,91 12,05 6,01 1,77 80,17
Trigo 12,13 12,49 2,69 1,25 83,57
Trigo com inseto 13,55 12,60 2,39 1,65 83,36

O teor de carboidratos foi determinado por diferenga. Observa-se que os
graos atacados por inseto apresentaram menor conteddo de carboidratos. Esta
diminui¢dao do conteudo de carboidratos é reflexo do consumo do endosperma do

grao pelo inseto.

4.4.3. Avaliagao da qualidade nutricional de graos atacados por
insetos-praga.

A Tabela 14 mostra o consumo de dieta e o ganho de peso ao final de 14

dias.
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Tabela 14: Média de consumo de dieta e ganho de peso ao final de 14 dias.

Dietas Consumo Ganho de peso
Livre de nitrogénio 63,10d -12,67
Caseina 166,89a 52,33a
Feijao Jalo 84,01c 16,67b
Feijdo Jalo com inseto 88,41c 13,83bc
Feijao Radiante 85,27c 18,60b
Feijdo Radiante com inseto 78,16¢ 12,50bc
Milho 111,07b 11,17bc
Milho com inseto 108,37b 8,00cd
Trigo 105,49b 3,40d
Trigo com inseto 110,24b 4,80d

Médias seguidas da mesma letra dentro da mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

A presencga do inseto nado influenciou no consumo das dietas pelos animais
(p>0,05), nem no ganho de peso dos animais (p>0,05). Jood et al. (1993), analisando
a qualidade proteica de sorgo infestado por Trogoderma granarium e Rhizopertha
dominica e Modgil & Mehta (1997), avaliando a utilizacdo bioldgica de grdo de bico
infestado por Callosobruchus chinensis L., observaram reduc¢do tanto no consumo
alimentar, como no ganho de peso. Esta redugdao nao foi observada em nosso
estudo.

A digestibilidade é o primeiro fator que reflete a eficiéncia da utilizagao
proteica da dieta, portanto pode ser considerada um condicionante de sua
qualidade (CHIARADIA, 1997). Os valores obtidos para a digestibilidade das
amostras estudadas variaram entre 71,66% (feijdo radiante) e 94,13% (caseina)

(Tabela 15). A presenca do inseto-praga ndo alterou a digestibilidade (p>0,05).
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Tabela 15: Médias da digestibilidade proteica in vivo das amostras de proteina

estudadas.

Fontes de Proteina Digestibilidade Verdadeira (%)
Caseina 94,13a
Feijao Jalo 73,57¢
Feijao Jalo com inseto 74,19c
Feijao Radiante 71,66d
Feijao Radiante com inseto 71,83d
Milho 84,32c
Milho com inseto 84,34c
Trigo 92,80ab
Trigo com inseto 90,03b

Médias seguidas da mesma letra dentro da mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Os valores de digestibilidade encontrados para caseina e trigo estdo
semelhantes aos encontrados por Pires et al. (2006), que foi de 93,33 % para a
caseina, 89,44 % para o trigo. Para o feijao, estudando a variedade pérola, Pires et
al. (2006) encontraram um valor um pouco superior (78,70 %). Esta diferenga pode
se por se tratar de variedades diferentes.

Observando a Tabela 15 verifica-se que a digestibilidade nao foi afetada pela
presenca de insetos-praga. Esta fato também foi observado por Resende et al
(2007), que determinou a digestibilidade in vitro de graos de feijao infestados por A.
obtectus durante 112 dias de armazenamento. Ao final do tempo de
armazenamento os insetos adultos foram retirados, restando nos graos os insetos
em fase de larva, pupa e alguns insetos adultos que ainda estavam dentro dos
grdos. Estudando o valor nutricional de diversas espécies de insetos, Ramos-Elorduy
et al. (1997) observaram que a digestibilidade de proteina de inseto variou de 76,6
% a 98 %. Os valores para insetos com exoesqueleto sdo mais baixos devido a
quitina. Se o exoesqueleto é removido, a digestibilidade aumenta e é comparada a

da carne (VERKERK et al., 2007). Como a maioria dos insetos adultos foi removida,
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gue s3o 0s que possuem exoesqueleto mais rigido, a presenga do inseto-praga no
grdo ndo afetou a digestibilidade.

Braga et al (2003), analisando a digestibilidade de milho em diferentes niveis
de carunchamento observou que a digestibilidade verdadeira diminui e depois
voltou a aumentar (comportamento quadratico) com o aumento do nivel de
carunchamento. Entretanto, a diminuicdo da digestibilidade com o aumento da
infestacdo foi observada por Jood et al. (1993), ao avaliarem a qualidade proteica
de sorgo infestado por T. granarium e R. dominica; por Modgil & Mehta (1993), ao
avaliarem a grdo de bico infestado por Callosobruchus chinensis; por Jood et al.
(1992), aoavaliarem milho infestado por T. granarium e R. dominica; r porJood &
Kapoor (1992), ao avaliarem a digestibilidade in vitro de milho, trigo e sorgo
infestados.

O valor de PER determina a capacidade de uma proteina promover o
crescimento de ratos recém-desmamados e o NPR constitui uma modificagdao do
PER e acrescenta ao ganho de peso do grupo com dieta proteica a perda de peso de
um grupo com dieta aproteica. Tanto para valores de PER quanto para valores de
NPR houve influéncia da presenca de insetos para os graos de feijdo (Tabela 16).

A Tabela 17 mostra os valores de PER e NPR relativos, considerando a
caseina como 100%.

Ao analisar a Tabela 17, observa-se que a presenca de insetos nos graos de
feijao diminuiu em cerca de 20 % o PER e em cerca de 15 % o NPR.

Também pode-se observar (Tabela 17) que os graos de feijdo, na auséncia de
insetos, apresentam, em média, cerca de 70 % do valor do PER da caseina e cerca
de 95 % do valor do NPR da caseina. Estes valores demonstram que os grdos de
feijdo sdo capazes de promover manutencdo das proteinas do organismo (NPR
préximo a 100 %), porém sao deficientes em promover crescimento (PER em torno
de 70 %). As farinhas de trigo apresentam deficiéncia tanto para crescimento

quanto para manutengao.
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Tabela 16: Médias dos valores de PER das amostras de proteina estudadas.

PER NPR
Sem inseto Com inseto Sem inseto Com inseto
Feijdo Jalo 2,10Aa* 1,58Ba* 3,74Aa 3,10Ba*
Feijao Radiante 2,34a* 1,66Ba* 3,93Aa 3,35Ba*
Milho 1,37Ab* 1,07Aa* 2,92Ab* 2,94Aa*
Trigo 0,45Ac* 0,58Ab* 2,17Ac* 2,12Ab*
Caseina 3,23* 4,01*

AB Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste F.

ab Médias seguidas por uma mesma letra minudsculas na mesma coluna ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

* Contraste versus o Tratamento com dieta de caseina significativo (P<0,05).

Tabela 17 : Médias dos valores de PER (%) e NPR (%) das amostras de proteina

estudadas.

Fontes de Proteina PER (%) NPR(%)
Caseina 100 100
Feijao Jalo 65,02 93,27
Feijao Jalo com inseto 48,92 77,31
Feijao Radiante 72,45 98,00
Feijdo Radiante com inseto 51,39 83,54
Milho 42,41 72,82
Milho com inseto 33,13 73,31
Trigo 13,93 54,11
Trigo com inseto 17,96 52,87

Observando a Tabela 15 verifica-se que a digestibilidade ndo foi afetada pela
presenca de insetos-praga. Entretanto, observa-se na Tabela 16 que o PER e NPR
para os graos de feijdo foram diminuidos na presenca de inseto-praga. Diferenca
que ndo foi observada nos graos de milho e trigo. Braga et al. (2003), analisando
milho com teor de carunchamento de 2 a 38 %, por S. zeamais, ndo encontrou
diferenga significativa nos valores de NPR. Entretanto Modgil & Mehta (1997)
observaram reducdo do PER de grao de bico com aumento da infestagdao por C.
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chinensis. Resultado semelhante foi observado por Jood et al. (1993), avaliando
sorgo infestado por T. granarium e R. Dominica; por Modgil & Mehta (1993),
avaliando grdo de bico infestado por C. chinensis, por Jood et al. (1992) avaliando
milho infestado por T. granarium e R. dominica, mas esta reducdo ndo foi
observada no valor de NPR.

A composicdo de aminodcidos indispensaveis e dispensdveis expressa em g
de aminoacido por 100 g de amostra encontra-se na Tabela 18.

Para o calculo do escore quimico e do PDCAAS, os valores do conteldo de
aminodacidos foram expressos em mg de aminoacido por grama de proteina e
comparados com o padrdo da FAO/WHO (1985) (Tabela 19). Os valores obtidos nos
aminoacidos essenciais foram divididos pelos valores recomendados por FAO/WHO
(1985), e o resultado, denominado escore quimico de aminodcido, permitiu
determinar os aminodacidos limitantes em cada fonte de proteina (Tabela 20).

A variacdo dos valores de escorequimico para os graos que foram infestados
por insetos e os que nao foram infestados por insetos estdao descritos na Tabela 21

Uma proteina que apresenta escore quimico maior que 1,0 para todos os
aminodcidos é considerada de alto valor nutricional. O aminoacido que apresentar
escore quimico menor que 1,0 é chamado de aminodcido limitante.

Os resultados do escore quimico corrigido pela digestibilidade proteica
(PDCAAS) das amostras estudadas encontram-se na Tabela 22. Para o calculo do
PDCAAS, tomou-se por base o valor do escore quimico do aminodacido essencial
mais limitante de cada fonte de proteina (Tabela20). Esse valor foi multiplicado pela
respectiva digestibilidade proteica verdadeira (Tabela 15). Observou-se que o
aminodcido limitante para as variedades de feijao Jalo e Radiante foram os
aminodacidos sulfurados (metionina + cisteina) e para o milho e trigo o aminoacido

limitante foi a lisina.
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Tabela 18: Composicao aminoacidica das amostras estudadas.

Feijao Jalo Feijdo Radiante Milho Trigo

Sem inseto Com inseto Sem inseto Com inseto Sem inseto Com inseto Sem inseto Com inseto
Aminodcidos g aminodcidos/100 g de amostra
Indispensaveis
Phe+Tyr 1,82 1,71 1,81 1,67 0,56 0,64 0,61 0,66
His 0,42 0,57 0,49 0,45 0,19 0,21 0,15 0,17
lle 0,68 0,62 0,64 0,49 0,18 0,19 0,22 0,26
Leu 1,47 1,39 1,39 1,27 0,89 0,95 0,57 0,58
Lys 1,28 1,23 1,24 1,17 0,20 0,24 0,17 0,18
Met+Cys 0,30 0,30 0,30 0,29 0,22 0,22 0,17 0,18
Thr 0,74 0,77 0,78 0,72 0,22 0,22 0,19 0,19
Trp nd nd nd nd nd nd nd nd
Val 0,96 0,85 0,80 0,68 0,30 0,30 0,26 0,30
Dispensaveis
Ala 0,94 0,97 0,88 0,87 0,62 0,68 0,2 0,29
Arg 0,98 0,93 0,95 0,85 0,33 0,37 0,26 0,34
Asp 1,89 1,87 1,97 1,91 0,39 0,45 0,27 0,26
Glu 2,93 2,78 2,69 2,52 1,44 1,57 3,08 3,02
Gly 0,88 0,98 0,84 0,83 0,35 0,41 0,38 0,45
Pro 1,38 1,30 1,28 1,22 0,99 1,00 1,39 1,40
Ser 1,12 1,18 1,12 1,09 0,37 0,44 0,41 0,40

nd: ndo-determinado (destruido no processo de hidrdlise).
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Tabela 19: Composicao aminoacidica indispensdvel das amostras estudadas.

Feijao Jalo Feijdo Radiante Milho Trigo Padrao
Aminodcidos Seminseto Cominseto Seminseto Cominseto Seminseto Cominseto Seminseto Cominseto FAO/WHO
Indispensaveis mg aminodcidos/g de proteina na amostra 2-5 Anos
Phe+Tyr 75,48 57,19 81,49 65,29 51,57 50,31 47,52 51,19 63
His 17,50 19,22 22,09 17,74 17,17 16,12 11,32 13,40 19
lle 28,14 20,74 28,88 19,32 16,51 14,75 16,82 20,37 28
Leu 60,95 46,48 62,79 49,92 81,49 74,05 44,52 45,10 66
Lys 52,73 41,23 56,09 45,88 19,96 18,40 13,25 13,88 58
Met+Cys 12,38 10,04 13,56 11,36 20,22 17,19 14,81 14,72 25
Thr 30,44 25,92 35,38 28,37 20,30 18,49 14,68 14,93 34
Trp Nd Nd nd nd nd nd nd nd 11
Val 39,43 28,61 36,12 26,67 27,26 23,37 20,61 24,36 35

nd: ndo-determinado (destruido no processo de hidrélise).
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Tabela 20: Escore quimico de aminoacidos das proteinas estudadas.

Feijao Jalo Feijao Radiante Milho Trigo
Aminoacidos Sem inseto Com inseto Sem inseto Com inseto Sem inseto Com inseto Sem inseto Com inseto
Indispensaveis Escore de Aminoacido (mg/g Proteina Amostra)/(mg/g Proteina-Padrdo FAO/WHO)
Phe+Tyr 1,20 0,91 1,29 1,04 0,82 0,80 0,75 0,81
His 0,92 1,01 1,16 0,93 0,90 0,85 0,60 0,71
lle 1,01 0,74 1,03 0,69 0,59 0,53 0,60 0,73
Leu 0,92 0,70 0,95 0,76 1,23 1,12 0,67 0,68
Lys 0,91 0,71 0,97 0,79 0,34 0,32 0,23 0,24
Met+Cys 0,50 0,40 0,54 0,45 0,81 0,69 0,59 0,59
Thr 0,90 0,76 1,04 0,83 0,60 0,54 0,43 0,44
Trp nd Nd nd nd nd nd nd nd
Val 1,13 0,82 1,03 0,76 0,78 0,67 0,59 0,70

nd: ndo-determinado (destruido no processo de hidrélise).
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Tabela 21: Variacdo do Escore quimico (EQ) de aminodcidos entre os grdos que

sofreram o ataque por inseto se que ndo sofreram o ataque.

Aminodcidos A EQ (EQ grdo atacado — EQ grdo nao atacado por insetos)
Indispensaveis Feijao Jalo Feijao Radiante  Milho Trigo
Phe+Tyr -0,29 -0,26 -0,02 0,06
His 0,09 -0,23 -0,06 0,11
lle -0,26 -0,34 -0,06 0,13
Leu -0,22 -0,19 -0,11 0,01
Lys -0,20 -0,18 -0,03 0,01
Met+Cys -0,09 -0,09 -0,12 0,00
Thr -0,13 -0,21 -0,05 0,01
Trp nd nd nd nd
val -0,31 -0,27 -0,11 0,11

nd: ndo-determinado (destruido no processo de hidrélise).

Tabela 22: Escore quimico de aminoacidos corrigido pela digestibilidade proteica

(PDCAAS).
Fonte proteica (aminoacido limitante) EQ Digestibilidade PDCAAS (%)
Feijao Jalo (Met + Cys) 0,50 73,57 36,79
Feijdo Jalo com inseto (Met + Cys) 0,40 74,19 29,68
Feijao Radiante (Met + Cys) 0,54 71,66 38,70
Feijdo Radiante com inseto (Met + Cys) 0,45 71,83 32,32
Milho (Lys) 0,34 84,37 28,69
Milho com inseto (Lys) 0,32 84,34 26,99
Trigo (Lys) 0,23 92,80 21,34
Trigo com inseto (Lys) 0,24 90,03 21,61

PDCAAS = 1% aminoacido limitante x digestibilidade verdadeira obtida por experimentag¢do animal.

Observa-se na Tabela 18 uma reduc¢do nos teores de praticamente todos os

aminoacidos, por 100 gramas de amostra, nos grdos atacados comparados com os

graos que nao sofreram o ataque para as duas variedades de feijao estudadas. Esta

diminuicdo n3o é observada para as amostras de milho e trigo.
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A Tabela 21 mostra a variagdo do Escore quimico de aminoacidos das
amostras que sofreram o ataque por insetos-praga em relagdao as que ndo sofreram.
Observa-se uma diminui¢ao do Escore quimico para as duas variedades de feijao e
para o milho. Entretanto, a diminuicdo do Escore quimico é mais pronunciada para
as variedades de feijdo, o que justifica uma reducdo nos valores de PER e NPR que
foram observadas para as variedades de feijao e nao foi observado para o milho e o
trigo (Tabela 16).

Os graos, de uma forma geral, possuem as proteinas distribuidas de forma
diferenciada dentro do grdao, sendo que as proteinas de melhor qualidade
nutricional (com um teor de aminodacidos indispensdveis mais equilibrados) estdo
mais proximas ao germe. Existe um consumo preferencial de certas partes do grao
pelos insetos (LALE & IGWEBUIKE, 2002). Existem insetos que se alimentam
preferencialmente do germe, diminuindo, assim, a qualidade proteica do grdo, pois
se alimentam das proteinas de melhor qualidade nutricional. A infestagdo dos graos
também aumenta o teor de dcido Urico e nitrogénio ndo protéico, que contribuem
para a diminuicdo da qualidade nutricional do grdo (MODGIL & MEHTA, 1997).
Entretanto, a diminuicao da qualidade proteica de graos atacados por insetos nao
foi observada em todos os estudos, sugerindo que as familias dos insetos e a
composicdao dos graos determinam a reducdo da qualidade proteica do grao, numa
co-evolugdo entre insetos e plantas. Desta forma, insetos que se adaptaram a graos
com maior teor de proteinas tém uma maior dependéncia a este nutriente,
consumindo-o em maior quantidade e diminuindo a qualidade proteica do grdo
atacado. Matioli & Almeida (1979b) relatam que insetos do género Sitophilus
consomem o endosperma dos grdaos, se alimentando principalmente de

carboidratos, existindo um baixo consumo de proteinas por estes insetos.

4.5. CONCLUSAO

O ataque de insetos provocou perda de massa dos graos e perdas

nutricionais. O metabolismo do inseto e a abertura do grdo provocaram aumento
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da umidade e este aumento da umidade, o que pode ocasionar o crescimento de
microrganismos e, por conseguinte, a producao de micotoxinas.

Com o armazenamento, o tempo de coc¢dao para o feijao aumentou. A
presenca de orificios produzidos pelos insetos diminuem a intensidade deste
aumento do tempo de coccao.

Houve maior teor de nitrogénio nos graos infestados, que também foi
observado quando este valor é convertido para teor de proteinas. Entretanto, a
quantidade de nitrogénio ndo é aumentada e sim concentrada. A oxidacdo de
carboidratos e lipidios para obtencdo de energia libera o carbono para o meio na
forma de CO,, que, sendo um gds, deixa o sistema. O nitrogénio que é consumido
pelo inseto e posteriormente excretado continua nos graos, agora sob forma de
excretas.

A digestibilidade dos grdos ndo foi afetada pelo ataque de insetos.
Entretanto, os valores de PER e NPR diminuiram para os graos de feijao, sugerindo o
consumo de aminodcidos indispensaveis pelo inseto. Para milho e trigo esta
diferenca ndo foi observada. A qualidade nutricional de grdos é diminuida com o
ataque de insetos, porém a familia do inseto e a composi¢do dos graos influenciam
esta alteracdo da qualidade, sugerindo uma co-evolucdo entre insetos e plantas.
Desta forma, insetos que se adaptaram a grdaos com maior teor de proteinas tém
uma maior dependéncia a este nutriente, consumindo-o em maior quantidade e
diminuindo a qualidade proteica do grao atacado.

A contaminacdo dos graos por insetos causa perdas econémicas, nutricionais

e podem facilitar o crescimento de microrganismos.
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CONCLUSAO GERAL

A digestibilidade proteica de alimentos é um fator limitante da qualidade
proteica, pois os alimentos precisam ser digeridos e absorvidos para poder ser
utilizado pelo organismo para sintese proteica. Varios fatores podem interferir na
digestibilidade proteica, como a presenca de fatores antinutricionais. A
determinacdo da digestibilidade proteica in vitro facilita a determinacdo da
digestibilidade, pois se trata de uma metodologia mais rapida e barata, necessita de
menor quantidade de amostras e ndao necessita de animais experimentais. Uma boa
técnica de determinacao de digestibilidade proteica in vitro pode ajudar programas
de melhoramento genético e alteracdes de processamento, predizendo a
digestibilidade proteica. Os dois métodos para determinacdo de digestibilidade
proteica in vitro analisados neste trabalho apresentaram boa correlagdo com a
digestibilidade in vivo. As alteracbes utilizando apenas as enzimas tripsina e
pancreatina tornam a metodologia mais barata e ndo interferem na correlagao com
a digestibilidade in vivo. As equacdes desenvolvidas pelo método de queda de pH
permitiram a obten¢do de valores de digestibilidade in vitro com maior grau de
correlacdo com os resultados de digestibilidade in vivo do que as equacgbes obtidas
pelo método do pH estatico.

Observou-se neste trabalho que a presenga do inseto-praga nado alterou a
digestibilidade dos graos analisados, porém houve reducdo do PER e do NPR para os
graos de feijdo, fato nao foi observado para os graos de milho e trigo. A qualidade
nutricional de graos é diminuida com o ataque de insetos, porém a familia do inseto
e a composicdo dos graos influenciam esta alteracdo da qualidade, sugerindo uma
co-evolugdo entre insetos e plantas. Desta forma, insetos que se adaptaram a grdos
com maior teor de proteinas tém uma maior dependéncia a este nutriente,
consumindo-o em maior quantidade e diminuindo a qualidade proteica do grdo
atacado.

A contaminacdo dos graos por insetos causa perdas econOmicas, nutricionais
e podem facilitar o crescimento de microrganismos pelo aumento da umidade e

perfuracao do grao.
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APENDICE A

Conceito das IDRs

RDA — Quota Dietética Recomendada ou Recommended Dietary Alowances

As RDAs sdo quantidades recomendadas considerando os niveis médios de
ingestdo dietética didrios, suficientes para atingir a necessidade nutricional de
quase todos os individuos sadios (97 a 98 %), considerando as faixas etarias, estados

fisiolégicos especificos e sexo.

EAR — Necessidade Média Estimada ou Estimated Average requirement

O EAR é a quantidade de um nutriente que é estimada para atingir a
necessidade do nutriente pela metade dos individuos sadios de um grupo
populacional. E o nivel mais baixo de ingestdo continua de um nutriente que ira
manter adequado o estado de nutricdo de um individuo, em rela¢do ao referido
nutriente. EAR sdo usados para avaliar a adequacdo da ingestdo de grupos

populacionais e para estabelecer as RDAs.

Al - Ingestao Adequada ou Adequate Intake

As Ais sdo niveis de ingestdo dietética diaria recomendados com base em
aproximacdes da ingestdo de nutrientes de um grupo de individuos sadios,
determinados por observagGes ou registros. O nivel de ingestdo dietética de
nutrientes é estabelecido pela Al quando ndo se podem determinar as EARs por

insuficiéncia de informacao cientifica para estabelecer as RDAs.

UL — Nivel de Ingestdo Maxima Toleravel ou Tolerable Upper Level
S3o niveis mais altos de ingestdo didria de um nutriente, provaveis de nao
causarem risco ou efeito adverso a saude de quase todos os individuos de

determinado grupo populacional. Nem todos os nutrientes tem UL estabelecidos.
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APENDICE B:

Composicao da Dieta AIN-93G para roedores em fase de Crescimento,

gestacdo e lactacdo

Ingredientes g/100 g
Caseina 20,0
Amido dextrinizado (90-94 % tetrassacarideos) 13,2
Sacarose 10,0
Oleo de soja 7,0
Fibra 5,0
Mistura de minerais 3,5
Mistura de vitaminas 1,0
L-Cistina 0,3
Bitartarato de colina 0,25
Amido de milho 39,75
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Composicdo da Mistura de minerais (AIN-93G-MX)

Ingredientes

g/kg da mistura

Elementos minerais essenciais

Carbonato de calcio anidro (40,04 % Ca)

Fosfato de potdssio monobasico (22,76 % P; 23,73 % K)
Citrato de potassio, tri-potassio, monohidratado (36,16 % K)
Cloreto de sédio (39,34 % Na; 60,66 % Cl)

Sulfato de potassio (44,87 % K; 18,39 % S)

Oxido de magnésio (60,32 % Mg)

Citrato de ferro (16,5 % Fe)

Carbonato de zinco (52,14 % Zn)

Carbonato de manganés (47,79 % Mn)

Carbonato de cobre (57,47 % Cu)

lodato de potassio (59,3 % 1)

Selenato de sddio anidro (41,79 % Se)

Paramolibdato de amonio 4 hidratado (54,34 % Mo)
Elementos minerais potencialmente benéficos

Meta silicato de sédio 9 hidratado (9,88 % Si)

Sulfato de cromo e potassio 12 hidratado (10,42 % Cr)
Cloreto de litio (16,38 % Li)

Acido bérico (17,5 % B)

Fluoreto de sddio (45,24 % F)

Carbonato de niquel (45 % Ni)

Vanadato de amoénio (43,55 % V)

Sacarose

357,00
196,00
70,78
74,00
46,60
24,00
6,06
1,65
0,63
0,30
0,01
0,01025
0,00795

1,45
0,275
0,0174
0,0815
0,0635
0,0318
0,0066
221,026
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Composicdo da Mistura de vitaminas (AIN-93G-VX)

Ingredientes

g/kg da mistura

Acido nicotinico

Pantotenato de calcio

Piridoxina-HCI

Tiamina-HCl

Riboflavina

Acido félico

D-Biotina

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

Vitamina K (filoquinona)

Sacrose

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