ELIANA CARLA GOMES DE SOUZA

CARACTERIZACAO NUTRICIONAL DE PLASTEINA OBTIDA DA
PROTEINA DA FOLHA DE MANDIOCA, DA SOJA E DO SORO DE
QUEIJO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Curso de Agroquimica,
para obtencdo do titulo de “Magister
Scientiae”.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
MAIO - 1997



ELIANA CARLA GOMES DE SOUZA

CARACTERIZACAO NUTRICIONAL DA PLASTEINA OBTIDA DA
PROTEINA DA FOLHA DE MANDIOCA, DA SOJA E DO SORO DE
QUEIJO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Curso de Agroquimica,
para obtencdo do titulo de “Magister

Scientiag”.
APROVADA: 26 de setembro de 1996.
Prof . Luiz C. G. de Miranda Prof?. Neuza Maria Brunoro Costa
(Conselheiro) (Conselheira)
Prof®. TaniaToledo de Oliveira Prof® Maria Eliana L. R. de Queiroz

Prof . Tanus Jorge Nagem
(Orientador)



AGRADECIMENTO

A Deus, pelaforgcaamim concedida para vencer todos os obstécul os.

Especialmente aos meus pais, Luiz Carlos (in memoriam) e Maria de
Arruda, por todo o carinho e pelo esforgo para que tornasse possivel esta minha
caminhada.

As minhas irmés, pela convivéncia.

Ao Sérgio Pereira Braz, pelo apoio e pela compreensao.

A Heloisa Torres de Freitas e Lourdes de Souza Neta, pela gjuda e
amizade.

A Mara Cafiero e Cintia Chagas, pelo companheirismo e apoio.

Aos colegas do NIPA.

Ao professor Luiz Carlos Guedes de Miranda, pelo acompanhamento do
trabalho, pelo estimulo e pela dedicagéo.

Ao professor Tanus Jorge Nagem, pela colaboragéo e orientagéo.

A professora Tania Toledo de Oliveira, pela colaboragzo.

A professora Neuza Maria Brunoro Costa, pela atencdo e valiosa
colaboragéo.

Ao NIPA, Departamento de Quimica, Departamento de Nutricgo e Salide,
Departamento de Veterinéria e ao Bioagro, pela utilizacdo de suas instalacbes e
pelo material cedido.



Ao Conselho Nacional de Pesquisa (CNPg), pela concessdo da bolsa de
estudo.

A todos que direta ou indiretamente colaboraram com o desenvolvimento
deste trabal ho.



BIOGRAFIA

Eliana Carla Gomes de Souza, filha de Luiz Carlos Gomes de Souza e
Maria de Arruda Gomes de Souza, nasceu em Vicosa, Minas Gerais, em dois de
janeiro de 1969.

Concluiu o curso de segundo grau no Colégio Universitario em 1987,
Vigosa, Minas Gerais.

Ingressou no curso de Nutricgo em 1988, na Universidade Federal de
Vigosa, onde se graduou em janeiro de 1993.

Em 1994, iniciou o curso de mestrado em Agroguimica, defendendo tese
em 1996.



CONTEUDO

EXTRATO e
ABSTRACT e e
1. INTRODUGAOD ....coeeeeteecteeeeeeteee et senss s ssnas s,
2. REVISAO DE LITERATURA .....ooiiceeeete e eees s ssenes s
2.1 PrOtEING ..ot
2.2. Reacio de plasteina........ccooeeeiininiine e
2.2.1. Fatores que influenciam areagao...........ccoceveeveerererieesenieenns
2.2.2. ENZIMBS ..ottt
2.2.3. APIICACOES ...t s

2.3. FOlhade mandioCa ...

2.5. SO0 & QUEIO ...ttt
3. MATERIAISE METODOS ....oooieeeeeeeeeeteeeee et seenens s,

3.1. Obtencéo do isolado protéico de folhade mandioca....................

3.2. Obtencéo do concentrado protéico de soro ultrafiltrado .............

3.3. Obtencéo do isolado protéico de SOja .......ceevereererieeseesie s



3.4. Hidrdlise e ressintese de proteings ..........cccoeeeveveneenenieseenee e
AL HIArOlISE .ot
34.2. RESSINIESE ..ottt et s

3.5. Andlises quimicas e bioqUIMICAS .........ccevereviriene s
3.5.1. Determinac&o do teor de proteina.........ccoeeeeeveneneeniesiennens
3.5.2. Determinacdo da atividade de urease ...........cccoeeeveneriennene,
3.5.3. D0SAgem de MINETaIS .......cceruereeieerie e
3.5.4. Dosagem de amiNOACIdOS .........cceververeenieriereeie e sieeee e

3.6. AvaliaCa0 DIOIOQICA ......cevvireerieie e

4. RESULTADOS E DISCUSSAD ..o ssstssesessssenns

4.1. Obtencdo das plasteinas ..........ccoceveevininenies e

4.2. TEOIES PrOLEICOS ....cveeneiteeieeiesteeee ettt e e st nee e

4.3. AtiVidade e Ur€ase ........cccoverieiieneeeeieee e

4.4, TEOreSUE MINEIAIS .....covvivirieeeesie ettt s

4.5. Analise de aminNOACIAOS .........cccorereerienienieiesesee e

4.6. AvaliaGa0o DIOIOQICA ....c.veeueeieriieieie e

5. RESUMO E CONCLUSOES .......cviieeiietseeeeeseetseeseesssss s
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ovviierneineineeeseneeesesseseseeens
APENDICE ...ttt sttt s

Vi

26
26
26
27
27
27
28
28
28
35
35
35
38
39

50
54
56
61



EXTRATO

SOUZA, Eliana Carla Gomes . M.S., Universidade Federa de Vigosa, maio de
1997. Caracterizagdo Nutricional da Plasteina Obtida da Proteina da Folha de
Mandioca, da Soja e do Soro de Queijo. Professor Orientador: Tanus Jorge
Nagem. Professores Conselheiros: Luiz Carlos Guedes de Miranda e Neuza
Maria Brunoro Costa.

Com o objetivo de testar 0 aproveitamento de fontes protéicas de baixo
custo (folha de mandioca, do soro de queijo e da soja) atraves da reacdo da plasteina,
para obtencdo de um produto com propriedades fisico-quimicas e nutricionais
satisfatorias para fins na alimentacdo humana, foram preparados o isolado protéico
de folha de mandioca (IPFM), o concentrado protéico de soro ultrafiltrado (CPSU)
pelo processo de ultrafiltracéo e adquirido no mercado o isolado protéico de soja. O
IPFM e o CPSU foram desengordurados apés a obtencdo. O IPFM, CPSU e o
isolado protéico de soja (Proteimax- 90 HG) foram submetidos separadamente ao
processo de hidrélise enzimatica. Em seguida, foram misturados e submetidos ao
processo de ressintese enzimética, utilizando-se pancreatina em diferentes valores de
pH para hidrélise e sintese. Durante as reagdes foram controlados temperatura,

tempo de reacdo, pH e concentracdo da enzima e do substrato. Foram dialisados a
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plasteina e o sobrenadante de plasteina. Os teores protéicos da plasteina precipitada e
do sobrenadante de plasteina foram 52,6 e 72,0%, respectivamente, sendo o teor
protéico do sobrenadante da plasteina superior ao do concentrado protéico de soro
ultrafiltrado e do isolado protéico de folha de mandioca. Os resultados da atividade
de urease demonstraram que houve destrui¢ao quase completa de todos estes fatores.
Pode-se verificar que tanto as matérias - primas quanto os produtos obtidos podem
ser considerados boas fontes de aminoacidos essenciais, principalmente para adultos
e crianca apds o desmame. Os valores do Quociente da Eficiéncia Liquida Protéica
(NPR) das plasteinas ndo diferiram estatisticamente dos apresentados pela caseina e
o valor da Utilizaco Liquida da Proteina (NPU) da plasteina precipitada ndo diferiu
estatisticamente da caseina e o do sobrenadante de plasteinafoi inferior ao padréo de
caseina. A plasteina precipitada e o sobrenadante de plasteina apresentaram valores
de digestibilidade significativamente inferiores (P< 0,05) ao padr&o, com adequagdo
de 70,3 e 91,2%, respectivamente, em relacdo a caseina. A plasteina precipitada e o
sobrenadante de plasteina sdo boas fontes de cobre e sodio e ndo sdo boas fontes de
calcio e potassio. A plasteina precipitada é boa fonte de ferro, manganés, magnésio e
zinco, segundo recomendacdo do RDA (1989). Pode-se concluir que com a reagao

de plasteina, hd uma melhoria na qualidade protéica de fontes aternativas.
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ABSTRACT

SOUZA, Eliana Carla Gomes, M.S. Federal University of Vigosa, may, 1997.
Nutritional Characterization of the Plastein Obtained of the Protein of the
Manioc Leaf, of the Soybean and Whey of Cheese. Adviser: Tanus Jorge
Nagem. Committee Members. Luiz Carlos Guedes de Miranda and Neuza
Maria Brunoro Costa.

With the objetive to test the utilization of proteic source of low cost
(manioc leaf, the whey of cheese and the soybean) through of the plastein
reaction, to the obtention of the product with physical-chemistry and nutritional
properties satisfactories in order at the human alimentation, were prepared the
proteic isolated of manioc leaf (IPFM) and the concentrated of overfiltrated whey
(CPSU) and the proteic isolated of soybean was adquired in the market. The
IPFM and the CPSU were defatted after the obtention. The IPFM, CPSU and the
proteic isolated of soybean (Proteimax-90 HG) were submitted separaretely to the
hydrolytic enzyme process. After that, they were mixed and submitted to the
double synthesis enzyme process, utilizing pancreatin in values diferent of pH to
the hydrolysis and synthesis. During the reactions, the temperature, the reaction
time, pH and concentration of the enzyme and the substrate were controlled. The
plastein and supernatant of plastein were dialysed. The proteic contend of the
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precipitate plastein and the supernatant of plastein were 52,6 and 72%,
respectively, and the proteic contend of the supernatant of plastein superior to the
protein concentrated of overfiltrated whey and the proteic isolated of manioc leaf.
The effects of the activity of urease demonstrated that had destruction almost
complete of all that factors. Can be verificated that as the raw materia as the
products obtained can be considerate good source of essentials amino acids,
principally to the adults and the child after the wean. The values of the NPR of
the plastein didn’t differ statistically of the showed to the casein and the value of
the NPU of the precipitated plastein didn’'t differ statistically of the casein and of
the supernatant plastein was inferior to the casein pattern. The precipitated
plastein and the supernatant plastein showed digestibility values significatively
inferiores (P < 0,05) to the pattern, with adaptation of 70,3 and 91,2%,
respectively, in relation to the casein. The precipitated plastein and supernatant
plastein are good sources of copper and sodium and they aren’t good sources of
cacium and potassium. The precipitated plastein is good source of iron,
manganese, magnesium and the zinc, according to the RDA recommendation
(1989). Can be concluded that with the plastein reaction, there are a advance in

the proteic quality of alternatives source.



1. INTRODUCAO

A desnutricdo € um estado cronico de caréncia calorico-protéico, no qual o
organismo apresenta desaceleracéo (casos leves), interrupcdo (casos moderados)
ou retrocesso (casos graves) da evolucdo normal de seus parametros; biogquimicos
(diluigdo), funcionais (disfuncdo com énfase no desenvolvimento
neuropsicomotor) e anatdmicos (deplegdo, com énfase no crescimento fisico)
(MARCONDES et d.,1976).

Admite-se que, no mundo, cerca de 2/3 da populagdo de éreas em
desenvolvimento sofre de desnutricdo cronica, enquanto 1/5 subsiste em uma
dieta constituida predominantemente por carboidratos (SOGORB et al., 1990).

A mucosa do intestino delgado, figado e pancreas, por apresentarem um
intenso “turnover” protéico e constituirem, no organismo humano, um dos locais
onde se processam intensos fendmenos de sintese, sofrem repercussdes imediatas
através da desnutricdo, levando a uma acentuada diminuicdo de absorcdo de
nutrientes. O déficit de absorcdo de proteinas, ainda que discreto, tem importante
papel na desnutricdo, pois pode agravar uma situacéo geral de deplecéo protéica
jainstalada (MARCONDES et al., 1976)

A utilizag&o de hidrolisados protéicos para alimentacéo de popul agdo sadia

ou em recuperacdo de individuos com variados graus de desnutricdo tem
1



apresentado resultados mais satisfatorios que o uso de solugdes de aminoacidos
puros, pois, aém de apresentarem taxa de absorcdo comparavel, estes
hidrolisados mostram menor osmolaridade, evitando o aparecimento de disturbios
digestivos (MARCHINI et al.,1985).

A grande expansdo populacional e a baixa disponibilidade de alimentos
protéicos para determinados grupos populacionais ocasionaram aumento do
interesse pelo melhoramento de fontes protéicas convencionais e incentivou
muito a pesquisa de fontes alimentares n&o-convencionals, visando aumentar a
disponibilidade e a capacidade nutricional destes tipos de alimentos ( MIRANDA
etal., 1991).

Apesar de em muitos casos as novas fontes protéicas ndo se mostrarem
aceitaveis por apresentarem alguns inconvenientes, como baixo valor nutricional,
caracteristicas sensoriais nao-aceitaveis ou, ainda, propriedades tecnologicas
deficientes na alternativa apresentada, com a reacdo de plasteina todos esses
inconvenientes podem ser corrigidos, pois, € possivel, pela reacéo de plasteina,
manipular aminoacidos para a obtencdo de um balanceamento satisfatério de
aminoacidos essenciais, com mistura de hidrolisados protéicos e,ou, por

incorporagdo de aminoécidos limitantes (PELUZI0, 1993).

Pela reacéo de plasteina é possivel ainda retirar aminoacidos indesgjavels,
como no caso de obtencéo de produtos com baixo teor de fenilalanina, usado para
fins dietoterapicos, principalmente em portadores de fenilcetondria
(YAMASHITA et al., 19763).

As caracteristicas fisicas do produto natural também podem ser
modificadas, como, por exemplo, o aumento de solubilidade, que ocorre em
virtude daincorporacéo de écido glutamico ( YAMASHITA et a., 1975).

A reagd0 de plasteina € conhecida como um processo enzimatico de
alongamento da cadeia polipeptidica, utilizando-se como substrato hidrolisados
protéicos (BALDINI et al., 1983) .



A soja, quando bem processada, constitui a principal fonte de ingestéo
protéica, pois, apesar dos problemas de aceitacdo apresentados e pelos aspectos
sensoriais, € rica em aminoacidos essenciais, tendo nos aminoécidos sulfurados
os amino&cidos limitantes (TORUN et al., 1981).

As proteinas do soro de queijo, que contém atas concentracbes de
aminoacidos sulfurados e composi¢ao aminoacidica superior a da caseina no teor
de aminoécidos essenciais (FORATO, 1994), também sdo de grande interesse

como fonte protéica.

A folha de mandioca, com teor de proteina em torno de 20% na matéria
seca e também rica em vitaminas e apresentando alto teor mineral, constitui outra

alternativa como fonte n&o-convencional de proteinas.

A associagdo destas proteinas na forma de hidrolisados pode resultar um
produto de boa digestibilidade, com alto valor biologico a custo relativamente

baixo, possibilitando assim seu aproveitamento na alimentacdo humana.

O objetivo deste trabalho foi testar o aproveitamento de fontes protéicas de
baixo custo ( da folha de mandioca, do soro de queijo e da soja) pela reagéo da
plasteina, para obtencdo de um produto com propriedades fisico-quimicas e

nutricionais satisfatorias para a alimentagcéo humana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteina

As proteinas sdo polimeros de peso molecular elevado que contém na
molécula nitrogénio, além de carbono, hidrogénio e oxigénio e, freqientemente,
enxofre (SOLA, 1988). S30 as macromoléculas mais abundantes nas céulas
vivas e constituem 50% ou mais de seu peso seco. Todas as proteinas, sgjam das
mais antigas linhagens de bactérias, sejam das formas de vida mais evoluidas, sdo
construidas com o mesmo conjunto de 20 aminoécidos em sequéncias
caracteristicas (LEHNINGER, 1990).

Os aminoacidos sdo classificados como essenciais e ndo-essenciais. Um
aminoacido essencial € aquele que o0 organismo € incapaz de sintetizar e que,
portanto, deve estar presente na dieta. Os inadequadamente chamados de néo-
essenciais podem ser sintetizados pelo organismo nas quantidades necessérias
para seu funcionamento normal, entretanto, pela possibilidade de sintese a partir
de outros aminoacidos ou fonte de nitrogénio, ndo sdo considerados essenciais a
dieta (BODINSKI, 1993).

As proteinas sd0 necessarias para prover 0 organismo de nitrogénio e
aminoacidos, com os quais ele realiza a sintese de suas proprias proteinas. Esta é

a sua principal funcdo, pois a contribuicdo das proteinas no fornecimento
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energéetico em condi¢cdes normais oscila normamente entre 11 e 13% do valor
calorico total (SOLA, 1988). A medida que cresce o poder aquisitivo da
populacéo, a ingestéo de proteinas tende a aumentar, elevando sua contribuic¢éo
caldrica (BODINSKI, 1993).

As proteinas sdo classificadas em simples, conjugadas e derivadas. Uma
proteina simples € aguela que, quando hidrolisada, fornecera como resultado
somente aminoacidos ou seus derivados. A albumina e a globulina so exemplos
de proteinas simples. Proteinas conjugadas s&0 compostas por uma proteina
smples e uma substancia ndo-protéica e, como exemplos, tém-se as
mucoproteinas e lipoproteinas. As proteinas derivadas ndo sGo mais que estégios
da decomposi¢cdo da molécula protéica e, como exemplo, tém-se as proteoses e
peptonas. As proteinas sdo também classificadas de acordo com o seu valor
nutricional. Uma proteina € completa quando contém todos os aminoacidos
essenciais em quantidades suficientes para manter o balango de nitrogénio e
sustentar o crescimento ou quando possui alto valor biolégico, ou sga, aguelas
principalmente de origem animal (carne, ovos, leite), com excecdo da gelatinae a
globina do sangue, que, embora de origem animal, sdo incompletas. Proteinas
incompletas sdo aquelas que ndo possuem quantidades suficientes de um ou mais
aminoacidos essenciais (BODINSKI, 1993). Esses aminoéacidos, quando escassos
na proteina ou em quantidades insuficientes sGo chamados fatores limitantes. As
proteinas de origem vegetal geralmente pertencem a essa categoria.

A solubilidade estd relacionada com os tipos de aminoacidos que
predominam na estrutura da proteina. H&a proteinas ricas em aminoécidos com
grupos R hidrofobicos ou insolUvels em agua, como fenilalanina, isoleucina,
valina, metionina e alanina. As proteinas em que os grupos R hidrofobicos séo
expostos a &gua sdo essencialmente insolUveis. Embora as proteinas globulares
também possam conter muitos grupos R hidrofébicos, a cadeia polipeptidica
dessas proteinas dobra-se de tal forma que os grupos R hidrofdbicos situam-se no
interior da conformacg&o globular, evitando assim sua exposi¢ao a agua, enquanto

0s grupos R polares, ou hidrofilicos, s8o expostos na superficie externa da



molécula protéica. As proteinas globulares, como a soroalbumina, sdo, por iSso,
geramente solUveis em meios aquosos. (LEHNINGER, 1990).

A quase totalidade da proteina consumida pelo homem em sua alimentacéo
e de origem animal e vegetal e somente pequena quantidade é proveniente das
chamadas fontes n&o-convencionais, que sd0 aquelas provenientes de
microrganismos como bactérias cultivadas com o uso de derivados de petroleo
como fonte de carbono; as leveduras provenientes da fermentacéo da sacarose
para producdo de etanol e de algas como as Chlorellas e os concentrados
protéicos que podem ser obtidos das folhas de plantas, que também apresentam
deficiéncias em um ou mais dos aminoécidos essenciais, podendo apresentar
problemas nutricionais por estarem acompanhadas de substancias toxicas ou de
inibidores de enzimas proteoliticas (BOBBIO e BOBBIO, 1992).

O vaor nutricional de uma proteina depende, em grande parte, do padréo e
da concentragdo de aminoécidos essenciais para sintese de compostos
nitrogenados no corpo. Este conceito constitui a base fundamental para os
métodos de caculo do valor nutritivo da proteina de um aimento. Em
consequéncia, a qualidade da proteina pode variar com a quantidade e o padréo
de aminoécidos requeridos (SGARBIERI, 1987)

O contetido de aminoacidos essenciais da alimentacdo deve ser de acordo
com o padréo sugerido pelo Comité FAO/OMS/UNU, 1985, que estd embasado
nas necessi dades de aminoacidos essenciais dos pré-escolares, devendo ser usado
como parametro para avaliar qualidade de proteinas da alimentacdo para todos os
grupos, com excecdo de criangas menores de um ano (VANNUCCHI et d.,
1990).

Os métodos usados para avaliacdo da qualidade protéica podem ser
quimicos, biolbgicos ou microbiologicos, sendo os bioldgicos os mais utilizados
(PELLET e YOUNG, 1980):

a) Quimicos : baseiam-se, essencialmente, na andise dos aminoacidos da
proteina em estudo e na comparagéo do perfil de aminoécidos essenciais, assim

obtidos, com o de uma proteina-padréo.



b) Biologicos : os métodos biologicos utilizados para avaliagdo do valor
nutritivo de uma proteina baseiam-se na resposta de um organismo a ingestéo de
uma proteina e sd0 normamente obtidos por experimentos com animais,
realizados por diversas técnicas, como Quociente de Eficiéncia Protéica (NPR),
Utilizac&o Liquida da Proteina (NPU) e Digestibilidade.

C) Microbiolégicos : baseiam-se na resposta de um microrganismo a um
determinado aminoacido. Podem ser extremamente Uteis quando ndo se dispde de
outro método ou gquando se necessita determinar um Unico aminoacido em um
grande numero de amostras e ndo se dispde de um método quimico colorimeétrico

especifico para este aminoacido.

2.2. Reacdo de plasteina

Em 1886, Danilewsky descobriu que quando o suco gastrico era adicionado
a uma solugdo concentrada de hidrolisado protéico de alguma proteina uma
solucéo opaca era formada apos um tempo e, gradualmente, convertido em gel.
Esse materia formado foi denominado plasteina, sendo muito estudado até o
final da década de 50, pois foi considerada um possivel caminho de sintese
protéica no organismo humano (BELIKOV e GOLOLOBOV, 1986).

Apbs a descoberta, em 1957, do processo de alongamento da cadeia
polipeptidica“ in vitro”, a plasteina passou a ser de interesse somente em estudos
de enzimologia (EDWARDS e SHIPE, 1978).

O interesse pela reacdo de plasteina aumentou novamente em 1970, apds 0
reinicio dos estudos por um grupo de pesquisadores japoneses, visando melhorar
fontes protéicas convencionais e nao-convencionais (BELIKOV e
GOLOLOBQV, 1986), que ndo se mostravam aceitaveis por apresentarem alguns
inconvenientes, como baixo valor nutricional, caracteristicas sensoriais pouco
aceitaveis ou propriedades tecnol 6gicas deficientes (MIRANDA et al., 1991). De
alguma forma esta reacdo possibilitava a utilizacdo destas fontes para consumo

humano, pois a reagdo da plasteina € capaz de corrigir 0s inconvenientes,
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melhorar o perfil aminoacidico, através da incorporagdo de aminoacidos
limitantes, melhorar aspectos sensoriais como aroma e sabor; melhorar
caracteristicas tecnol 6gicas como solubilidade, poder emulsificante e capacidade
de retencéo de agua.

Por ser a plasteina constituida de uma mistura de polipeptidios de alto peso
molecular, sua estrutura assemelha-se a das proteinas desnaturadas, 0 que &
caracterizado pela baixa solubilidade em agua (ERIKSEN e FAGERSON, 1976;
BELIKOV e GOLOLOBOV, 1986). Estudos utilizando difracdo de Raio-X
revelaram que as plasteinas ndo apresentam estruturas secundérias e terciarias
como as proteinas que as originaram, elas se assemelham aquelas obtidas pela
clivagem por varias enzimas proteoliticas e sofrem também precipitacdo por
agentes utilizados para proteina como acido tricloroacético (BELIKOV e
GOLOLOBOV, 1986).

A reacdo da plasteina € conhecida como um processo enzimético
relacionado com o crescimento da cadeia peptidica, isto €, uma reagdo reversa a
hidrolise de proteinas por proteases (BELIKOV e GOLOLOBQV, 1986).

A plasteina é geralmente obtida em duas etapas distintas. Na primeira, as
proteinas extraidas sdo hidrolisadas parcialmente com enzimas proteoliticas
especificas. Na segunda, o hidrolisado parcial sofre ressintese ou alongamento
enzimético. A utilizagdo de enzimas especificas, a extensdo da desnaturagéo da
proteina utilizada como substrato, as concentracfes das enzimas e dos substratos,
0 pH, atemperatura e a presenca ou ndo de substancias inibidoras séo fatores que
devem ser controlados para se obter uma plasteina de boa qualidade (ERIKSEN e
FAGERSON, 1976).

2.2.1. Fatores que influenciam a reagéo

As condigbes necessarias para sintese mais efetiva de plasteina séo

diferentes das requeridas para a hidrélise protéica. A concentragcdo elevada de
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substrato, o baixo peso molecular do substrato e a pequena variacdo de pH séo
condigOes descritas por ARAI et al. (1975).

As concentragcoes ideais de substrato para as reagbes de sintese sdo, em
media, de 30 a 50% (Tsal et a., 1974, citados por YAMASHITA et al., 1976b).
PALLAVICINI e ZAMORANI (1978) consideraram como ideal a concentragéo
na faixa de 30 a 40%. Alta concentracdo de substrato em relagcdo ao sistema
provoca decréscimo na concentracao de dgua do sistema, o que favorece a reacéo
de sintese (YAMASHITA et a., 1976b).

O peso molecular dos hidrolisados deve ser baixo, porque substratos de
baixo peso molecular contém maior quantidade de grupos aminicos e carboxilicos
terminais disponiveis para a reacdo de sintese (ARAI et al., 1975). Segundo
FUJMAKI et a. (1970), o peso molecular médio do hidrolisado protéico deve
ser inferior a 1.000 daltons. VARANINI et al. (1979) consideraram como ideal o
peso molecular do substrato entre 500 e 600 daltons.

Em relagdo ao pH, o valor otimo para sintese deve ser igual ou muito
proximo ao ponto isoelétrico do substrato (pH de 4 a 6), independentemente da
enzima usada para a sintese (VARANINI et al., 1979), enquanto a variagéo para
0 pH de hidrdlise € bem maior ( pH de 1 a 10), conforme a enzima utilizada
(ARAI et d., 1975).

Muitos outros fatores parecem também contribuir para maior eficiéncia da
reagao.

A temperatura 6tima, no caso das endopeptidases, esta proxima a 37°C
(ARAI et a., 1975), podendo variar de 37 a 50°C, de acordo com a temperatura
6tima da enzima utilizada (PELUZ10, 1993).

O tempo de incubag&o ideal para areacdo de sintese pode variar de 24 a 96
horas (ARAI et a., 1975). PELUZIO (1993) recomenda que o periodo de
incubacdo possa variar entre 24 e 72 horas.

A producdo de plasteina também € afetada pelo tempo de hidrélise do
substrato e uma excessiva digestdo pode produzir pequenos peptidios e

aminoacidos livres que ndo teriam condicdes de aproveitamento na formagéo da
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plasteina (EDWARDS e SHIPE, 1978). O tempo recomendado varia de 6 a 12
horas.

A proporcéo enzima/substrato pode variar de 1 a 3% (ARAI et al., 1975),
porém, as relacdes enzima/substrato mais fregquentemente empregadas séo de
1/100 e 1/200, segundo PALLAVICINI e ZAMORANI (1978).

Para se separar a plasteina formada dos outros produtos de peso molecular
muito baixo utiliza-se a caracteristica de insolubilidade das plasteinas em etanol
ou acetona (FUJMAKI et a., 1977).

YAMASHITA et a. (1976b) utilizaram um hidrolisado protéico de soja
cujo grupo carbonilico foi marcado com *® O, e verificaram que houve liberacdo
de &gua durante a primeira hora de reacéo da plasteina. O resultado encontrado
sugere que 0s peptidios podem reagir com a enzima para formar um complexo
peptidil-enzima, intermediario, com liberagéo de &gua da carbonila terminal do
substrato. O complexo peptidil-enzima pode ser, quase que simultaneamente,
atacado por um agente nucleofilico, a0 qual o grupo acil é transferido. Este
agente nucleofilico pode ser a agua, neste caso resultando em um processo de
degradagéo ou outros agentes nucleofilicos, como aminogrupos ou peptidios,
transformando-se, assim, em uma reacdo de condensacdo com alongamento da
cadeia polipeptidica.

YAMASHITA et a. ( 1971 e 1976b) mostraram que, quando a mistura de
hidrolisado protéico de soja e éster etil L- metionina eram incubados em presenca
de papaina, a plasteina obtida incorporava a metionina do éster. E também
possivel o preparo de uma plasteina soltvel em &gua partindo de hidrolisados de
proteina de soja, quando &cido glutdmico era incorporado da mesma maneira
(YAMASHITA et d., 1975).

Os processos de hidrélise geralmente utilizados séo a hidrolise &cida e a
enzimética. A acida origina mistura de aminoécidos e peptidios de tamanho
variado e €, geralmente, obtida com emprego de acido cloridrico e com
neutralizacdo posterior. Essa neutralizagcdo é conseguida pela utilizacdo de

hidroxido de sodio, o que ocasiona aumento indesgjavel do teor de sal. A

10



hidrélise enzimética € recomendada por apresentar 0s inconvenientes em menor
grau e, ainda, possibilitar 0 uso de enzimas comuns do trato gastrointestinal
(MIRANDA et a., 1994). A reacéo de sintese é sempre por meio da utilizagdo de
enzimas.

O grau ou a extensdo da degradacdo enzimética e o grau de desnaturagéo
s80 importantes fatores que estéo diretamente relacionados com o decréscimo da
solubilidade em agua. Quanto maior a desnaturagdo da proteina, mais insoltuvel
em agua ficardo as moleculas protéicas. Entretanto, determinadas enzimas
poderdo degradar as proteinas em seus mondmeros solUvels em agua, ocorrendo
indices maximos de degradacdo protéica quando a concentracéo do substrato &
alta o bastante para combinar com todas as moléculas da enzima em solucéo
(FUJIMAKI et d., 1977).

Os hidrolisados protéicos atamente hidrofilicos ndo sdo substratos
eficientes, porque o produto estara soluvel e sera eliminado com dificuldade do
sistema de reagdo. Por outro lado, os hidrolisados protéicos atamente
hidrofébicos sdo também ineficientes, porque o produto sera facilmente

precipitado antes do crescimento suficiente do peptidio (ASO et al., 1974).

2.2.2. Enzimas

ARAI et a. (1976), em um experimento, utilizou alga (Spirulina maxima)
para a reagdo da plasteina como substrato e combinou duas enzimas diferentes,
uma para a hidrdlise e outra para a ressintese. Para a hidrélise protéica utilizou
pepsina e, para sintese, a papaina. Esta combinagédo foi eficiente para remocgéo de
impurezas ndo-protéicas (pigmentos fotossintéticos e flavor) e para melhorar
nutricionalmente o substrato.

Segundo FUJIMAKI et al. (1970), a enzima mais eficiente para producéo de
plasteina é a-quimotripsing, seguida por duas enzimas microbianas comerciais
(Bioprase e Prozime). As endopeptidases tripsina, pepsina, bromelina e papaina e

algumas exopeptidases sdo também utilizadas, porém, com menor eficiéncia. A
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pepsing, tripsina, aspergillopeptidase A, molsina e rapidase néo sdo eficazes na
retirada do sabor amargo da plasteina.

MIRANDA et a. (1991) prepararam plasteina com caseina e proteina
isolada de soja, usando pancreatina como enzima de hidrélise e sintese. O
rendimento encontrado foi de 60%, semelhante ao de PALLAVICINI et al.
(1980), que usaram proteina de soja e de gramineas, pepsina na hidrdlise e a-
quimotripsina na sintese, sendo superior a0 de VARANINI et a. (1979), que
empregaram proteina de soja como substrato, pepsina na hidrélise e papaina e a-
quimotripsina na sintese.

Segundo ARALI et al. (1975), os substratos e as enzimas mais usadas para a
reacdo da plasteina foram a proteina de soja, a pepsina, cOmo enzima para
hidrdlise, e a-quimotripsina e a papaina, Como enzimas para sintese.

O uso de uma unica enzima no processo de hidrolise e sintese, em diferentes
pHS, parece aumentar o rendimento da reacdo de plasteina, aém de diminuir o
teor salino do produto (MIRANDA et al., 1991).

Existem problemas nos estudos da inativagdo enzimatica para as
propriedades funcionais da plasteina, tais como a eliminagdo ou inativagéo da
enzima ao final do tratamento. Na inativagdo conseguida pelo uso do calor, a
proteina pode ser desnaturada e insolubilizada. Na “lavagem” da enzima por
insolubilizagcdo no ponto isoel étrico da proteina, pode ocorrer perda de porcoes de
proteinas que ainda podem estar solubilizadas. Na inativagdo pelo método
quimico, podem também aparecer mudancas significativas na proteina, néo
sendo, tal método recomendado em alimentos. Do ponto de vista pratico, para
aplicacdo em alimentos, parece ser o tratamento térmico a melhor opgéo, néo
somente para a inativagdo da enzima, como também para reducdo da

contaminagdo microbiol6gica (PUSKI, 1975).
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2.2.3. Aplicacbes

Muitos trabalhos tém mostrado o uso da reagéo de plasteina para enriquecer
proteinas com aminoacidos.

YAMASHITA et a. (1971), com objetivo de suplementar a proteina de
soja, utilizaram como fonte fornecedora de cisteina a queratina do cabelo e, como
fonte fornecedora de metionina, a ovalbumina, tendo usado também a L-
metionina, além de seus derivados. Houve incorporagdo de aminoacidos
originarios de fontes protéicas naturais. Quanto a metionina, esta foi incorporada
na forma de derivados, principalmente quando estes estavam sob a forma de
esteres de L-metionina e L-metionil-L-metionina. Quanto a adicdo de L-
metionina pura, ndo houve incorporagéo da mesma no produto final.

ASO et a. (1974), aplicando a reagdo da plasteina, visando melhorar o valor
nutricional da proteina do milho, e usando ésteres dos seguintes aminoacidos
essenciais, triptofano, treonina e lisina, obtiveram como resultados a
incorporagao desses aminoacidos a proteina obtida.

A sintese de plasteinafoi também aplicada para preparar material dietético
com controle do padréo de aminoécidos. Pela reacdo de plasteina foi possivel
retirar aminoécidos indesgavels, modificando a composicdo aminoacidica da
proteina como no caso de obtencdo de produtos com baixo teor de fenilalanina,
gque podem ser usados para fins dietotergpicos, sendo indicados para uso em
portadores de fenilcetonuria (YAMASHITA et al., 1976a, 1976b).

MIRANDA et a. (1991) preparam plasteina por meio da proteina da sojae
caseina, usando a pancreatina como enzima de hidrolise e de ressintese, visando
obter melhorias quanto aos fatores nutricionais. O produto obtido mostrou que
houve incorporagéo de triptofano, metionina e lisina, boa digestibilidade e ato

valor biol6gico.

Algumas proteinas, como as de soja, apresentam, por estarem ligadas a
determinados compostos, odores caracteristicos que podem interferir em sua

aceitacdo pelo consumidor. A reagéo da plasteina, pode ser Util, pois a protedlise
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péptica mostra-se efetiva na desodorizacdo, diminuicdo dos teores lipidicos e
promovendo a descoloracéo da proteina da soja. A remocgédo do cheiro e o sabor
desagradavel da proteina de soja pela reagdo de plasteina utilizando
aminopeptidases ou carboxipeptidases que liberam as substéncias aderentes
causadoras do “flavor” indesgavel no alimento, atraves da hidrélise enzimética e
de extragcdo destes componentes com éter. Estes sabores estranhos derivam de
componentes quimicos ligados a proteina como aldeidos (acetaldeido, hexanal,
heptanal), acoois (metanol, etanol, hexanol), fendis (4-vinil guaiacol) e cetonas
(etil-vinil cetona), entre outros e de efeitos preudiciais nas condigdes de
armazenagem e processamento sobre estes componentes, restando a hidrélise
enzimética para sua eliminacdo (FUJIMAKI et a.,1970).

A plasteina € pouco soluvel, o que €& indesgjavel no processo de
enriguecimento de bebidas, sopas e confeiteria. A solubilidade em agua esta
relacionada com o conteudo de aminoécidos hidrofilicos. A reacdo da plasteina
foi utilizada para enriquecimento de proteinas com &cido glutamico,
aumentantando assim sua solubilidade em agua (YAMASHITA et al., 1975).

As propriedades funcionais de proteina de soja foram modificadas quando
esta foi tratada com protease de Aspergillus oryzae, havendo aumento do
nitrogénio soluvel, da capacidade de emulsificacdo, de absor¢éo de égua e da
espumabilidade. A viscosidade e estabilidade de emulsdo diminuiram (PUSKI,
1975).

De acordo com Hofsten, citado por ERIKSEN e FAGERSON (1976), a
plasteina podia ser proveitosa para as seguintes aplicacfes. remocéo do sabor
amargo dos hidrolisados;, preparo de produtos gélicos com excelentes
propriedades, incorporacdo em diferentes tipos de alimentos; preparo de produtos
com melhor composi¢do aminoacidica usando misturas de hidrolisados como
substratos; preparo de produto com alto nivel de um unico aminoécido que pode
ser usado como suplemento dietético em certos alimentos; preparo de tipos

especiais de peptideos solUveis tendo o flavor e outras caracteristicas aceitaveis.
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PELUZIO (1993) trabalhou com proteina de folha de mandioca e caseina
como substratos para a sintese de plasteina, obtendo bons resultados e chegando a
conclusdo gue se pode usar fontes protéicas ndo-convencionais ou de baixo valor
que biolégico que podem ser suplementadas por fontes protéicas convencionais,
pelareacdo de plasteina.

Utilizando proteina de soro de queijo ultrafiltrado e proteina de soja como
substratos para sintese de plasteina, FORATO (1994) obteve melhoria do valor

nutricional destas fontes protéicas.

2.3. Folha de mandioca

E reconhecido que grande quantidade de subprodutos agricolas,
principalmente a parte aérea de plantas, das quais séo utilizados os tubérculos e
as raizes, pode ser utilizada como fonte de proteinas ndo-convencionais. No
entanto, sabe-se que proteinas de folhas e outras fontes protéicas nédo-
convencionais ndo podem ser utilizadas “in natura’ na alimentagdo humana por
apresentarem problemas de propriedades funcionais, toxicidade, digestibilidade,
qualidade nutricional e propriedades sensoriais (PELUZI0, 1993).

As razdes que justificam maior esfor¢o no cultivo das culturas folhosas e no
fracionamento de algumas delas, desde que 0 processo sgja considerado
econdmico, sdo : as folhas sGo potencialmente a mais abundante fonte de
proteinas, a proteina da folha, se ndo sofrer dano algum durante o processamento,
terd um bom valor nutritivo; mesmo as toxicas e pouco palataveis podem ser
usadas, 0 residuo fibroso, contendo ainda certa quantidade de proteina néo-
extraida, pode ser usado como alimento para ruminantes (Pieri, 1983 citado por
CHAVES, 1987).

Conhecida pela rusticidade e pelo papel social que desempenha nas
populacdes de baixa renda, a cultura da mandioca tem grande adaptabilidade aos
diferentes ecossistemas, 0 que possibilita seu cultivo praticamente em todo o
mundo. O Brasil € o maior produtor de mandioca do mundo. Ressalta-se que os
maiores produtores de mandioca do mundo, com producéo acima de 2.000.000 t,
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s80 o0s chamados paises em desenvolvimento ou do terceiro mundo,
caracteristicamente pobres, 0 que induz ser esta cultura uma cultura de
subsisténcia, sem valor comercial significativo em termos mundiais (NETO,
1987).

A folha de mandioca apresenta em certas épocas do ano, no periodo seco,
que ocorre em geral do 8% ao 12° e 16° a 20° més apos o plantio, alto teor de
proteinas, em torno de 20% (base seca). O terco superior da planta reserva mais
amido em detrimento do teor protéico, enquanto no periodo chuvoso (novembro a
marco), ou sgja, do 12° e 16° més, as plantas, por estarem mais enfolhadas,
apresentam maiores teores protéicos. Neste periodo, 0 teor de tanino total é alto,
mas as formas poliméricas apresentam-se com teores relativamente baixos, néo
suficientes para exercerem efeito depressor na digestibilidade protéica. E sabido
que as proteinas das folhas e da parte aérea da mandioca apresentam boa
qualidade, ou sgja, um bom perfil aminoacidico, com deficiéncia apenas em
alguns aminoacidos sulfurados, principalmente metionina, e com teores elevados
de lisina. Os altos teores de lisina possibilitam a formulagéo de dietas nas quais a
parte aérea entra como suplementadora de aminoacidos dos cereais, visando a
obtencdo de melhor qualidade protéica (CARVALHO e KATO, 1987).

Y eoh e Chew (1976) e Montaldo (1977), citados por CARVALHO eKATO
(1987), comparando a composi¢ao em aminoécidos das folhas e da parte aérea da
mandioca com capim-elefante, capim-guiné e soja, registraram superioridade da
folha da mandioca em relagéo a maioria dos aminoéacidos essenciais nas demais
culturas testadas.

RAVIDRAN e RAVIDRAN (1988), andisando a composi¢ao nutricional
da folha de mandioca, notaram algumas variagdes quando estas folhas eram
separadas de acordo com o estégio de maturidade (muito jovem, jovem, madura).
Com a maturidade, decresceram os valores de proteinas, de carboidratos e de
minerais como K, Mg, P, Zn, e Mn, porém verificou-se aumento nos conteidos
de Ca, Na, Fe efibras. A andlise de aminoacidos revelou que as folhas jovens de

mandioca sao ricas em aminoacidos essencials, exceto metionina e fenilalanina.
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Apés maturagdo, ha tendéncia de diminuicdo na concentragdo destes
aminoécidos. Todavia, observaram aumento do é&cido glutamico, prolina e
glicina, permanecendo inalterados os teores de valina e fenilalanina.

FRANCO (1987) determinou a composi¢cdo quimica da folha de mandioca,
encontrando 7% de proteina, 18,3% de glicidio e 1% de lipidio.

A baixa qualidade nutricional de certos concentrados protéicos de plantas
tem sido atribuida, em muitos casos, a presenca de inibidores de enzimas
proteoliticas, e a constituintes toxicos como a fito-hemaglutinina ou, ainda, a
deficiéncia de aminoacidos essenciais. ROMERO e BARATTA (1987) testaram
0 concentrado protéico puro na dieta de ratos, resultando em perda de peso dos
animais. Utilizando concentrado protéico de folha de mandioca e caseina para
formar plasteina, 0 mesmo autor notou que houve um aumento no conteudo de
proteinas de 47 para 90% e, ainda, que o concentrado protéico da folha de cor
parda, sabor amargo e adstringente, além de baixa solubilidade em é&gua,
apresentava, ap0s a preparacdo da plasteina, sabor suave, coloragdo creme,
mantendo baixa solubilidade em &gua e resultados mais satisfatorios quanto a
concentragéo protéica, qualidade bioldgica da proteina, quantidade de tanino,
&cido cianidrico e inibidores enziméticos (ROMERO e BARATTA, 1987).

PALLAVICINI et a (1980) utilizaram proteinas de folhas de alfafa e de
grama (Festuca pratensis, Mibra) como substrato, e quimotripsina imobilizada
em quitina como agente de hidrdlise e ressintese para preparacéo e obtencdo da
plasteina, que, quando comparada a outra, utilizando as mesmas substancias em
solucéo, ndo apresentava diferencas entre os produtos formados.

PELUZI0 (1993) utilizou folha de mandioca e caseina como substratos para
sintese de plasteina e verificou que o isolado protéico de folha de mandioca
apresentou teor protéico de 52%, o sobrenadante de plasteina com 64% e a
plasteina precipitada 61%. O NPR do isolado protéico de folha de mandioca foi
0,75; o NPU foi 9,55 e a digestibilidade foi 61,86. Foi observado aumento desses
valores para o sobrenadante e precipitado de plasteina, o NPU foi 3,86 e 3,61, os
valores de NPR foram 53,41 e 53,02 e a digestibilidade, de 83,57 e 97,41,
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respectivamente.O perfil aminoacidico das plasteinas apresentava-se superior em
quase todos aminoacidos essenciais, com relagéo ao |PFM.Grande melhoria pode
ser notada, principa mente no valor do acido glutamico, com 60% de aumento em

relacdo ao isolado, e natirosina, obtendo-se valor superior ao padréo caseina.

2.4. Soja

Dentre os alimentos de origem vegetal produzidos no Brasil, a soja ocupa o
quinto lugar em volume de producéo. O desenvolvimento de pesquisas com a
soja tem propiciado aumento gradativo do uso dessa leguminosa e a industria
brasileira passou a utilizar varios de seus subprodutos, principalmente em
alimentos formulados de uso institucional, pois a combinacéo da soja com outras
matérias- primas, especialmente cereais, forma uma proteina de boa qualidade
protéica, completa em aminoacidos, que transforma alimentos essencialmente
cal 6ricos em produtos cal 6rico-protéicos (PEREIRA e CAMPOS, 1981).

A soja é um exemplo de matéria-prima com caracteristicas de sabor e aroma
indesgjaveis no produto final. Esses sabores estranhos derivam de componentes
quimicos existentes na soja e das condi¢des de processamento e estocagem sobre
esses componentes. Quando a farinha de soja € aquecida, desenvolve-se um sabor
especifico de “feijdo cru”, o que é atribuido a deterioragéo oxidativa de residuos
lipidicos sob ainfluéncia de lipoxigenases (BALDINI et a., 1983).

A soja € rica em aminoacidos essenciais, assemelhando-se as proteinas de
origem animal, portanto, deficiente em aminoécidos sulfurados que séo limitantes
(TORUN et al., 1981).

Segundo MIRANDA et al., 1991, a soja crua Enrei nagano contém 38% de
proteina, 17% de lipidios, 8,6% de umidade e 4,4% de cinzas.

A utilizagdo mundial de proteinas de plantas, especialmente proteinas de
soja, é antiga. O isolado protéico de soja € conhecido comercialmente desde
1959. Com a melhoria da tecnologia de producdo de proteina de soja e sua

utilizacdo, juntamente com o0 aumento nos custos de produtos protécos
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convencionais, a demanda pelas proteinas vegetais tem aumentado enormemente
desde a década de 70 (PUSKI, 1975).

Os isolados protéicos de soja sdo de grande aplicagdo na industria de
alimentos. Esses isolados contém entre 92 e 96% de proteinas na matéria seca e
composicdo aminoacidica deficiente em aminoécidos sulfurados com uma soma
de aminoacidos essenciais superior ao vaor da proteinapadrdo da
FAO/WHO(1973).

FORATO (1994), trabalhando com isolado protéico de soja e concentrado
protéico de soro ultrafiltrado como substrato para sintese de plasteina, observou
gque o0s produtos apresentaram composicdo intermediaria entre os dois
hidrolisados que os originaram, com aumento no teor de aminoacidos sulfurados,
gue se apresentam em baixos teores no isolado protéico de soja e, ainda, segundo
ARAUJO (1984), o tratamento térmico do isolado protéico de soja foi eficiente
para inativagdo de substéncias antinutricionais como inibidores de tripsina, além
de lipoxigenases e hemaglutininas evidenciados por medida da atividade de
urease.

MIRANDA et a (1991), utilizando isolado protéico de soja e caseina como
substrato para sintese de plasteina, obtiveram plasteina precipitada e do
sobrenadante de plasteina com teores protéicos de 71,17 e 63,70%. Os valores de
triptofano, metionina e lisina disponivel foram baixos, porém, dada a natureza do
produto, havia possibilidade de incorporacdo destes e de outros aminoécidos aos
peptidios formados. Verificaram ainda que houve maior atividade do inibidor
triptico na proteina isolada de soja, com decréscimo nos demais produtos. Para o
hidrolisado de proteina de soja, isso pode ser explicado pelo processo de
hidrélise, com aguecimento a 70° C durante 10 minutos parainativacdo da enzima

ou, ainda, pela propria agdo proteolitica da pancreatina sobre o inibidor triptico.

2.5. Soro de queijo

Da fabricagéo de queijo resulta um liquido amarelo-esverdeado que € o
soro. Para cada litro de leite coagulado para fabricagéo de queijo, sdo produzidos
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de 0,6 a 0,9 litros de soro. Estima-se que em 1986, somente nas industrias
registradas no Servico de Inspecdo Federal (SIF) foram produzidos
aproximadamente 11.501 toneladas de soro, sendo apenas cerca de 2,13% deste
total industrializado, visando a producéo de soro em po (RIBEIRO,1989).

No Brasil, a disponibilidade de soro tem aumentado significativamente,
estando atuamente estimada em 1,2 milhdo de toneladas de proteinas, se
houvesse um aproveitamento integral (VIEIRA e NEVES, 1985).

O soro € geralmente descartado “in natura’ em cOrregos e mananciais e
esta descarga pode provocar a destruicdo da flora e da fauna em razéo da alta
demanda biol 6gica de oxigénio (DBO), que é da ordem de 30.000 a40.000 mg de
O, / litro de soro. Este produto nobre € quase totalmente desperdicado e,
considerando seu teor em proteinas solUvels ricas em aminoacidos essenciais e a
presenca de grande nimero de vitaminas do complexo B, poderia ser processado

para utilizagdo na alimentagdo humana e de animais (RIBEIRO, 1989).

As proteinas do soro contém, na maioria das vezes, concentragbes mais
altas de aminoacidos essenciais que a caseina. A caseina e ligeiramente deficiente
em aminoécidos sulfurados, enquanto as proteinas do soro possuem um
excedente em relacdo a proteina-padréo da FAO (1973) desses aminoécidos. As
proteinas do soro de queijo sdo excepcionalmente ricas em lisina e triptofano,
bem equilibradas em cisteina, que é precursor da metionina. Em termos

nutricionais, sua qualidade é superior a da caseina (ADRIAN, 1973).

No leite, aproximadamente 80% do nitrogénio esta na forma de caseina e
20% é perdido no soro: cerca de 15% na forma de proteinas do soro e o restante

como nitrogénio ndo-protéico (CONDACK, 1992).

BIRMAND et a. (1984) determinaram a composi¢ao do soro de queijo em
po, 11% de proteina, 0,20% de lipidios, 77% de glicidios, 5 % de umidade, 7%
de cinzas e 0,06% de fibras.

Uma opgdo para concentrar as proteinas do soro, viabilizando seu
aproveitamento, é a ultrafiltracéo, que pode ser definida como uma separagéo
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soluto-solvente por meio de uma membrana seletiva adequada por aplicagéo de
pressdo hidrostética (BEATON, 1979).

No soro, a agua e solutos como lactose, sais solUveis e nitrogénio néo-
protéico atravessam a membrana e sdo recolhidos numa solugdo denominada
“permeado”. Gordura, proteina e sais insoluveis sd0 retidos e constituem o
“concentrado” (CONDACK, 1992).

Segundo FORATO (1994) a composicéo quimica do concentrado protéico
do soro ultrafiltrado € a seguinte: 4% de umidade, 65% de proteina, 15 % de
lipidios, 13% de lactose e 3 % de cinzas.

FORATO (1994), utilizando concentrado protéico de soro ultrafiltrado
(CPSU) e caseina como substrato para sintese de plasteina, observou que o CPSU
apresentou, NPU e NPR superiores ao da caseina e digestibilidade n&o diferindo
estatisticamente. Concluindo, porém, que a proteina do soro do leite é de

excelente qualidade.
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3. MATERIAISE METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios do NIPA (Nucleo
Interdisciplinar de Pesquisa Aplicada), no laboratério de Bioquimica do
Departamento de Bioquimica, no laboratério de Nutricdo Experimental do
Departamento de Nutricdo e Saude e no laboratério de Fisico-Quimica do

Departamento de Quimica, UFV.

3.1. Obtencéo do isolado protéico de folha de mandioca

Foram utilizadas folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) da
variedade Cacau Branco, cultivadas em canteiros experimentais do Departamento
de Fitotecnia da UFV. As folhas colhidas em mesma época, aeatoriamente, das
plantas nas regifes basal, mediana e apical com peciolo foram em seguida
acondicionadas em sacos pléasticos para transporte. No laboratorio, foram lavadas,
picadas e colocadas em copo de liquidificador com agua destilada na proporgéo

de 1:10 (p/v) e trituradas por cinco minutos.

Em seguida, a parte fibrosa foi separada por coagem em dessorador de
nailon e descartada. Ao volume final obtido do liquido de coagem foi adicionado
HCI 0,1mol/l , até pH entre 4 e 5, que € o ponto isoel étrico, para precipitagéo das
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proteinas. O liquido foi centrifugado sob refrigeracdo, 0 a 5°C, por quinze
minutos, a 10.240 g, e o precipitado foi separado e seco em estufa a 70°C, por 48

horas.

O sobrenadante foi descartado e o0 precipitado desidratado foi
acondicionado em cartuchos de papel, colocado em aparelho de Soxhlet , onde
foi submetido a lavagem com acetona/alcool na proporcdo de 1:1, para
despigmentacdo e desengorduramento. A seguir, foi seco a temperatura ambiente
por 4 horas e, posteriormente, em estufa com circulagdo de ar forcado, a 50°C,
por 12 horas. Apos, foi triturado em moinho de navalha para homogeneizacéo do
isolado e acondicionado em frasco de vidro com tampa rosgqueavel e guardado em

geladeira para posterior hidrolise enzimatica.

O procedimento para obtencéo do isolado protéico dafolha de mandioca

estailustrado na Figura 1.
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Lavagem e fracionamento de folhas e
hastes

l

Pesagem
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Trituracdo em agua (1:10, p/v)

l

Coagem

Partefibrosa | < l
v Liquido precipitado com &cido
Descarte HCI (0,2mal/L), pH 4 a5
— Centrifugacdo (0 a5°C)
Sobrenadante 10.240 g/15min

' '
Descarte Precipitado

l

Secagem em estufa
a70° C por 48horas

l

Desengorduramento/despigmentacéo
acool/acetona (1:1)

Secagem em temperatura !

ambiente por 4 horas e em estufg L

com ar forcado a50°C/12 h

A

Trituracéo e acondicionamento do IPFM

Figural - Sequéncia de extragdo do isolado protéico dafolha de mandioca
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3.2. Obtencéo do concentrado protéico de soro ultrafiltrado em po

A ultrafiltragdo foi realizada nas instalagbes da Industria de Laticinios

Cotochés, no municipio de Rio Casca, Minas Gerais.

Pelo processo de ultrafiltragdo, foram obtidos 100 litros de concentrado a

partir de um volumeinicial de 1.000 litros.

Para diminuicdo do teor de lactose e evitar a ocorréncia da reacdo de
Maillard, foi feita a diafiltracdo, sendo o concentrado diluido para 1.000 litros

com agua destilada e novamente ultrafiltrado e concentrado para 100 litros.

A ultrafiltracéo foi realizada em sistema continuo. A membrana utilizada
foi do tipo polissulfénica de conformacdo espiral, com valor de corte de 6.000
Daltons.

A secagem do concentrado foi feita por “spray drying”.

3.3. Obtencéo do isolado protéico de soja

O isolado protéico de soja, Proteimax 90 HG SANRIG, foi fabricado e
adquirido da SAMBRA.
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3.4. Hidrdlise e ressintese de proteinas

3.4.1. Hidrdlise

O concentrado protéico da folha de mandioca, Proteimax-90 HG ( isolado
protéico de soja) e concentrado protéico de soro ultracentrifugado foram
submetidos separadamente a hidrdlise enzimética pela adicdo de uma quantidade
conhecida do material a uma solucéo-tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 8,0, na
proporcéo 1:10 (p/v) , e adicionado de pancreatina na concentracéo de 5% em

relacdo ao teor de proteina utilizada.

Apds um periodo de seis horas de incubacso, a 37 °C, sob agitacdo, a
enzima foi inativada por aguecimento a 70 °C , por 10 minutos, em banho-maria
(PUSKI , 1975). A mistura foi centrifugada, sob refrigeracéo (0 a 10 °C), por 20
minutos, a 10.240 g, obtendo-se no sobrenadante os hidrolisados, os quais foram
congelados, liofilizados e acondicionados em frascos de vidro com tampa
rosqueavel e guardados em geladeira para serem submetidos a0 processo de

ressintese.

3.4.2. Ressintese

Os hidrolisados foram misturados na proporcéo de 2:2:1 (isolado protéico
de soja/concentrado protéico de soro ultrafiltrado/isolado protéico de folha de
mandioca) e dissolvidos na propor¢éo de 40% (p/v) com uma solugdo - tampéo
fosfato de sddio 0,1M, pH 6,0, onde foi adicionada pancreatina na proporcéo de
2% em relacdo ao teor de proteina utilizada. A misturafoi incubada a 24 °C, sem

agitacdo, por 24 horas, aquecida a 70 °C em banho-maria por 10 minutos para
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interromper a reacdo e em seguida centrifugada sob refrigeracéo (0 a 10 °C), por
20 minutos, a 10.240 g.

O sobrenadante obtido da centrifugacéo foi passado pela membrana de
didlise Spectrapor 2”8 IN (73mm) 3787-F67; o precipitado foi dissolvido em &gua
destilada em volume igua do sobrenadante e, posteriormente, colocado no
mesmo tipo da membrana de didlise. As membranas foram colocadas em
recipiente com volume aproximado de 5 litros de &gua destilada e deionizada em
geladeira com agitacdo manual ocasiona por 24 horas, sendo realizada troca da
agua de 4 em 4 horas. O sobrenadante e o precipitado dialisados foram
novamente congelados e liofilizados, obtendo-se, assim, a plasteina precipitada e
0 sobrenadante de plasteina (YAMASHITA et a., 1970).

3.5. Andlises quimicas e bioquimicas

3.5.1. Determinacéo do teor de proteina

Foram determinados os teores de proteinas do isolado protéico de soja
(Proteimax- 90 HG), do concentrado protéico de soro ultracentrifugado (CPSU) ,
do isolado protéico de folha de mandioca, da plasteina precipitada e do
sobrenadante de plasteina pelo método Kjeldahl , semimicro (ASSOCIATION
OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS- A.O.A.C,, 1984).

3.5.2. Determinacao da atividade de urease

As atividades de urease foram determinadas, na plasteina precipitada e no

sobrenadante da plasteina, como um indicativo de inativacdo de fatores
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antinutricionais, pois a temperatura de inativacéo da urease é semelhante a dos
fatores antinutricionais (IDROGO, 1984).

3.5.3. Dosagem de minerais

Foram determinados os minerais das amostras de plasteina precipitada e do
sobrenadante de plasteina. Sendo a determinacdo de sodio e potassio feita por
fotometria de chama, e a dos demais minerais(célcio, cobre, ferro, magneésio,

manganés e zinco) por absor¢do atdmica (A.O.A.C., 1984).

3.5.4. Dosagem de aminoéacidos

As amostras de sobrenadante de plasteina e de plasteina precipitada foram
submetidas a hidrdlise utilizando acido cloridrico 6N, sob atmosferade N, a 110°
C, durante 24 horas, no interior de ampolas de vidro hermeticamente fechados.
Apobs a evaporacdo a vacuo dos hidrolisados, até a secura, 0s residuos foram
dissolvidos em tampéo de sodio, 0,2N, pH 2,2, que continha norleucina como
padrdo interno. A determinacéo dos aminoécidos foi realizada, quantitativamente,
por cromatografia de troca i6nica, conforme SPACKMAN e STANFORD (1958)
em analisador automatico de aminoacidos BECKMAN, modelo 121.

3.6. Avaliacado biol 6gica da qualidade protéica

Para se avaliar a qualidade da proteina das plasteinas, foi conduzido um
ensaio biologico, com 24 ratos machos (Rattus norvergicus), variedade abinus,
da raca Wistar, recém-desmamados, com 24 dias de idade. Os animais foram

distribuidos em quatro grupos de seis, de modo gue a diferenca do peso médio
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para cada grupo ndo ultrapassasse 10g (A.O.A.C.,1984). Os ratos foram
colocados em gaiolas individuais, recebendo &gua e alimento “ad libitum”, a
temperatura ambiente variando entre 20 e 24 °C e com iluminago controlada
com 12 horas de luz e 12 horas de escuridéo por um periodo de quatorze dias.

As dietas experimentais continham teores protéicos que variaram de 9,08 a
9,85% , atendendo as recomendagbes preconizadas por PELLET e YOUNG
(1980), de se fornecer na dieta entre 9 e 10% de proteina. Vitaminas e minerais
foram acrescidos as dietas, suprindo as exigéncias nutricionais dos animais, de
acordo com 0 REPORT OF THE AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION
(1977).

Um grupo de animais recebeu a dieta-padréo de caseina, outro grupo
recebeu dieta aprotéica e os outros dois grupos receberam dietas contendo
plasteina ou sobrenadante de plasteina como fontes de proteina. A composi¢ao

das dietas experimentai s e seus respectivos estdo mostrados nos Quadros 1, 2 e 3.
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Quadro 1 - Composicao das dietas experimentais

Ingredientes Dietas (g/100g de dieta)
I I Il v
Caseina 15,93 - - -
P - - 17,10 -
Sp? i i . 14,53
Mist. Mineral® 3,50 3,50 3,50 3,50
Mist. Vitaminica 1,00 1,00 1,00 1,00
Cloreto de Colina 0,20 0,20 0,20 0,20
Oleo de Soja 5,00 5,00 5,00 5,00
Amido de Milho 74,79 90,30 73,71 75,91
TOTAL 100,42 100,00 100,51 100,14
Proteina (%) 9,08 - 9,64 9,85
! Plasteina precipitada
% Sobrenadante de plasteina
3 Ver Quadro 2

*Ver Quadro 3
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Quadro 2 - Mistura vitaminica

Ingredientes Quantidade em 100 g
Tiamina. HCI 600,0 mg
Riboflavina 600,0 mg
Piridoxina 700,0 mg
D-Pantotenato de Célcio 1,69
Acido Nicotinico 309
Acido Félico 200,0 mg
D-Biotina 20,0 mg
Cianocobalamina 1,0mg
Retinil Palmitato 400.000 ER
DL-Alfa Tocoferol Acetato 5.000 ET
Colicalciferol 2,5mg
Menaquinona 5,0mg
Excipiente (amido de milho g.s.p.) 1.000,09g

! REPORT OF THE AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION (2977)
g.S.p. quantidade suficiente para

ER 1ng de retinol ou 6ng de b-caroteno

ET 1 mg de d-a tocoferol
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Quadro 3 - Misturamineral®

Ingredientes 0/1000 g
Fosfato de Célcio Dibasico 500,00
Cloreto de Sodio 74,00
Citrato de Potéssio Monoidratado 220,00
Sulfato de Potassio 52,00
Oxido de Magnésio 24,00
Carbonato Manganoso 3,50
Sulfato Manganoso 4,00
Citrato Férrico 6,00
Carbonato de Zinco 1,60
Carbonato Cuaprico 0,30
lodato de Potassio 0,01
Selenito de Sodio 0,55
Excipiente (amido de milho g.s.p.) 1.000,00

! REPORT OF THE AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION (1977)
g.S.p. quantidade suficiente para

Foram utilizados dois métodos biol6gicos para avaliagdo da qualidade de
proteina das ragoes. Quociente de Eficiéncia Liquida Protéica (NPR) e Utilizagéo
Liquida da Proteina (NPU).

O NPR é resultado de uma modificacdo do Quociente de Eficiéncia
Protéica (PER) e consiste em somar ao ganho de peso do grupo experimental a

perda de peso de um grupo que recebeu a dieta aprotéica, conforme BENDER e
DOELL (1957).
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A relacéo que permite o calculo do NPR é a seguinte:

NPR =GPGE(g) + PPGA(Q)

PCGE( 9)

em que
GPGE = ganho de peso do grupo experimental ;
PPGA = perda de peso do grupo aprotéico;

PCGE = proteina consumida pelo grupo experimental.

O método descrito por MILLER e BENDER (1955) para a determinacgéo
da Utilizaco Liquida da Proteina (NPU) consiste em medir a porcentagem do

nitrogénio ingerido que foi retido pelo organismo.

A relacdo que permite o calculo do NPU a partir do nitrogénio da carcaca

€ assim mostrada :

NPU = NCGE - NCGA

NCGE

em que
NCGE = nitrogénio corpora do grupo experimental;
NCGA = nitrogénio corporal do grupo aprotéico;

NCGE = nitrogénio consumido pelo grupo experimental

A digestibilidade é a medida da porcentagem das proteinas que séo
hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas na forma de aminoacidos
(SGARBIERI , 1987).
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A digestibilidade verdadeira é definida como a porcentagem absorvida do
nitrogénio consumido, levando-se em consideracéo o nitrogénio fecal endogeno
(SGARBIERI, 1987).

A digestibilidade foi determinada do 7° ao 14° dia de experimento, com as
dietas marcadas com carmim a 0,2%. As fezes foram coletadas diariamente e
mantidas sob refrigeracdo. Posteriormente, submetidas a secagem, por 24
horas, a 105°C, e moidas em moinho de navalha, quando se determinou o teor
de nitrogénio. O grupo de animais que recebeu a dieta aprotéica permitiu a
determinacdo da digestibilidade real ou verdadeira, que foi expressa em
porcentagem, como recomenda a NATIONAL ACADEMY OF SCIENCE
(1963).

A digestibilidade verdadeira é definida pela seguinte equagéo:
D, =1- (F- FK) x 100
I

em que

D, = Digestibilidade verdadeira;
| = Nitrogénio ingerido;
F = Nitrogénio fecal do grupo experimental;

FK = Nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1.0btencéo das plasteinas

O sobrenadante de plasteina obtido possui coloragdo marrom, engquanto o
precipitado de plasteina apresenta col oracéo creme.

O rendimento da reacdo da plasteina foi de 43%, tomando-se como base a
utilizacdo de 100 gramas da matéria-prima e formagéo de 43 gramas da plasteina.
Este resultado foi inferior ao obtido por MIRANDA et a. (1991), que foi de
60%, utilizando a proteina de soja e a caseina como substratos e a pancreatina
para hidrdlise e sintese. Poréem, os autores citados utilizaram matéria-prima com

teor protéico mais elevado.

4.2. Teor protéico
Para avaliar a qualidade de um alimento, deve-se levar em consideracéo a

concentragéo, o balango metabdlico e a biodisponibilidade dos nutrientes, além

da presenca de substancias toxicas e fatores antinutricionais.
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As analises dos produtos utilizados mostram valores aceitaveis em todos
0S aspectos apresentados, sendo no caso 0 maior interesse voltado para o teor
protéico e valor biol6gico das proteinas utilizadas.

Os teores de proteinas do isolado protéico de folha de mandioca, isolado
protéico de soja e do concentrado protéico de soro ultrafiltrado, plasteina

preci pitada e sobrenadante de plasteina, estéo no Quadro 4.

Quadro 4 - Teor protéico das amostras

IPFM* |PS? cpsuU® p* sP°

Teor protéico (%) 94,70 83,16 64,70 52,61 72,00

! |solado protéico de folha de mandioca

? | solado protéico de soja

% Concentrado protéico de soro ultrafiltrado
* Plasteina precipitada

> Sobrenadante de plasteina

O teor do isolado protéico de folha de mandioca € semelhante agueles
obtidos por CHAVES (1987), que comparou a composi¢cao protéica de acordo
com a data da colheita, observando maior teor protéico no suco e concentrado da
planta mais nova, e por PELUZIO (1993), que trabalhou com isolado protéico da
folha de mandioca para obtencéo da plasteina, associado com caseina, utilizando
pancreatina para hidrolise e sintese, obtendo 51,97%. O teor do isolado protéico
de soja e do concentrado protéico de soro ultrafiltrado mostra resultados que
condizem com os obtidos por FORATO (1994), que trabalhou com o isolado
protéico de soja e concentrado protéico de soro ultrafiltrado como substratos para
areacdo de plasteina, utilizando a pancreatina para hidrolise e sintese enzimética,
obtendo 80,27 e 65,26%, respectivamente. O teor do concentrado protéico de
soro ultrafiltrado podera ser aumentado, submetendo-se 0 soro ao desnate antes

do processo de ultrafiltracéo.
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Quanto as plasteinas obtidas, o sobrenadante de plasteina apresentou teor
protéico mais elevado que a plasteina precipitada. 1sto ocorreu em virtude de a
maior concentragdo da proteina do isolado protéico de folha de mandioca na
plasteina precipitada e por ela ser de mais dificil ressolubilizag&o, interferindo na
formacéo da plasteina. Restou assim maior concentracéo de pequenos peptidios
em solucéo, estando combinados com substéncias ndo-protéicas. Portanto, um
teor protéico foi mais elevado no sobrenadante de plasteina. Segundo PELUZIO
(1993) e FORATO (1994), os sobrenadantes de plasteina apresentaram maior teor
protéico que a plasteina precipitada, sendo os valores do sobrenadante de
plasteina 64,39 e 63,33% e da plasteina precipitada 61,36 e 60,37%,
respectivamente.

Os valores obtidos ndo coincidem com os de MIRANDA et a. (1991),
que, para obtencéo da plasteina, trabalharam com isolado protéico de soja e
caseina e pancreatina como enzima hidrolitica e de ressintese, obtendo maior teor
de proteina na plasteina precipitada (71,17%) em relacdo ao sobrenadante de
plasteina (63,70%). Entretanto, os substratos utilizados eram de origem industrial
e, portanto, com alto valor protéico, e muito baixo teor de substancias ndo-
protéicas, que poderiam interferir no processo de sintese.

O uso de isolados protéicos nao-purificados, como o isolado protéico da
folha de mandioca, pode apresentar constituintes que, acompanhando os
aminoacidos, com eles se combinam e formam substancias pouco sollveis e que,
portanto, irdo acompanhar a plasteina precipitada, diminuindo assim a
porcentagem de proteina. Por este motivo, recomenda-se a utilizagéo de isolados

protéicos purificados para a realizagéo da reagdo da plasteina.
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4.3. Atividade de urease

A medida da atividade de urease € um indicador da atividade de fatores
antinutricionais que afetam a digestibilidade das proteinas no trato
gastrointestinal, tais como os inibidores de tripsina e a hemagl utinina.

O vaor nutritivo da proteina da soja aumenta quando fatores
antinutricionais, como, por exemplo, o inibidor de tripsina € inativado. A
inativagdo da lipoxigenase melhora sobremaneira a palatabilidade e estabilidade
do produto durante o periodo de estocagem (BAKER e MUSTAKAS, 1973). O
inibidor de tripsina @ um dos mais conhecidos inibidores e 0 mais exaustivamente
estudado entre os fatores antinutricionais da soja. E chamado de “inibidor de
tripsina’ devido a sua capacidade de interferir com a atividade digestiva da
tripsina no intestino dos animais, incluindo o homem (PELUZIO, 1993).A
resisténcia térmica dos fatores antitriptico, da hemaglutinina e da urease é
semel hante.

Quando medida a atividade de urease, foram obtidos valores inferiores aos
permitidos, o que indica melhor digestibilidade do produto. A plasteina
precipitada apresentou diferenca de pH em relagdo ao branco de 0,02, enquanto
no sobrenadante de plasteina essa diferenca foi de 0,04, sendo 0,2 0 maximo
permitido. Os baixos valores dos fatores antinutricionais ocorreram em raz&o do
tratamento térmico durante a obtencéo do isolado protéico de folha de mandioca
que passa por processo de secagem em estufa a 70°C por 48 horas ou durante o
processo de hidrélise enzimética onde existe aguecimento a 75°C por 10 minutos,
como preconiza PUSKI (1975) ou, ainda, pela sua diluicdo durante a sintese de
plasteina. Os inibidores podem também ter sido parcialmente hidrolisados e,
consequientemente, inativados.

PELUZIO (1993), trabalhando com isolado protéico de folha de mandioca
e caseina, obteve reducdo da atividade do inibidor de tripsina apés a reagéo de
plasteina, com valores abaixo da concentracdo maxima permitida. Valores
semelhantes foram também obtidos por MIRANDA et a. (1991), que
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trabalharam com isolado protéico de soja e caseina como substratos para a reagéo

de plasteina e pancreatina para hidrolise e sintese.

4.4. Teor de minerais

Os minerais s80 elementos inorganicos necessarios ao organismo, para
atuar, dentre outras coisas, como catalisadores nas reagbes bioguimicas. A
simples presenga dos minerais em alimentos ndo implica seu total aproveitamento
pelo organismo, pois existem fatores que limitam esse aproveitamento, como 0s
inerentes a0 organismo (patologias intestinais) e alimentares (composi¢ao
quimica dos alimentos e interagéo entre certos minerais). Por este motivo, foram
também analisados nos produtos obtidos e relacionados quanto ao teor total e nos
teores vinculados as necessidades de proteina recomendadas pelo NRC (1989),

conforme se observa no Quadro 5 a seguir.

Quadro 5 - Teor total de minerais das amostras antes e apos adidlise

% Plasteina precipitada Sobrenadante de plasteina
antes apos antes apos
Cécio 0,2418 0,0330 0,0625 0,1827
Cobre 0,0009 0,0023 0,0008 0,0027
Ferro 0,0059 0,0244 0,0024 0,0031
Magnésio 0,0385 0,1244 0,0332 0,0499
Manganés 0,0010 0,0065 0,0002 0,0012
Potassio 0,2900 0,2008 0,3747 0,1113
Sodio 18,1535  2,1323 10,1635 2,6346
Zinco 0,0021 0,0097 0,0005 0,0017

As quantidades de plasteinas para suprir as recomendagdes diérias de

proteina, segundo o NRC (1989), séo as seguintes:
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Quadro 6 - Quantidade de plasteina precipitada e sobrenadante de plasteina
necessaria para suprir as recomendacbes de proteinas, segundo

NRC (1989)
| dade (anos) Plasteina precipitada Sobrenadante de plasteina
la3 30 22
4a6 46 33
7al0 53 39
25 a 50 (mulher adulta) 95 69
25 a 50 (homem adulto) 120 87,5

Osteores de minerais contidos nessas quantidades de plasteinas séo apresentados
nos Quadros 7 e 8.

Quadro 7 - Teores de minerais contidos na plasteina precipitada (apos a didise) de
acordo com a dose recomendada para ingestdo diaria de proteina,
segundo NRC (1989)

Faxa Plesteina  Ca  Cu Fe Mg Mn K Na  Zn
daia @  (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (Mmg) (mg)

(anos)
1-3 30,00 3300 069 732 3732 195 60,24 63969 291

4-6 46,00 15,18 1,06 11,22 57,22 299 9237 980,86 4,46
7-10 53,00 1749 122 1293 6593 344 106,42 1130,12 5,14

25-50 95,00 31,35 2,18 23,18 118,18 6,17 190,76 2025,68 9,21
mulher

2550 120,00 396 2,76 29,28 149,28 7,80 240,96 2558,76 11,64
homem
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Quadro 8 - Teores de minerais contidos no sobrenadante (apds a didise) de
plasteina de acordo com a dose recomendada para ingestéo diaria de
proteina, segundo NRC (1989)

Feixa Plastene Ca Cu Fe Mg Mn K Na Zn
gaia (@  (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

1-3 2200 3960 059 068 1098 026 24,49 579,61 0,37

4-6 3300 594 089 102 165 040 36,7 8694 0,56

7-10 3900 702 105 12 195 047 434 10275 0,66

2550 69,00 1242 18 21 344 083 768 18179 117
mul her

2550 8750 1575 236 2,7 43,7 105 974 23053 1,49
homem

Quadro 9 - Percentagem de adequacdo de minerais contidos na plasteina
precipitada, segundo NRC (1989)

faixaetaria Ca  Cu Fe Mg Mn K Na Zn
(anos) (%)
1-3 4 98 73 47 130 3,65-10,95 65,60-196,82 29
4-6 2 100 112 48 150 3981192 72,35-217,97 45
7-10 2 100 129 39 115 3551064 62,78-188,35 51
25-50

(mulher) 4 100 154 42 123 3,38-10,17 61,38-184,15 97

25-50
(homem) 5 100 293 43 156  4,26-12,85 77,54-232,61 78
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Quadro 10 - Percentagem de adequacdo de minerais contidos no sobrenadante de
plasteina, segundo NRC (1989)

Faixa Ca Cu Fe Mg Mn K Na Zn
etaria (%)
(anos)
1-3 5 84 7 14 26 148445 59,45-178,34 4
4-6 7 89 10 14 27 1,58-4,74 64,40-193,20 6
7-10 9 100 12 12 23 145434 57,08-171,25 7
25-50 15 100 14 12 41 1,36-4,10 55,09-165,26 10
(mulher)
25-50 20 100 27 12 52 1,72-5,19 69,86-209,57 10
(homem)

A plasteina precipitada e o sobrenadante de plasteina forneceram entre
4% e 20% da recomendagéo (NRC, 1989) de calcio, ndo sendo, portanto, boas
fontes deste mineral. O cobre fornecido pela plasteina precipitada e pelo
sobrenadante de plasteina supre de 80 a 100% das recomendagdes, segundo NRC,
e de acordo com a faixa etéria. Este fornecimento € importante porque o cobre
participa da formacéo e da atividade de algumas enzimas e sua fungdo mais
importante &€ como co-fator na sintese dos fosfolipides.

A plasteina precipitada é boa fonte de ferro, chegando a ultrapassar as
recomendacdes do NRC (1989), com excecdo da recomendacdo para criangas na
faixa etéria de 1 a 3 anos. O ferro tem papel essencial na formagdo da
hemoglobina, ele intervém no transporte de oxigénio para os tecidos e nos
processos de oxirreducédo intracelular, formando parte do citocromo. Contudo a
ingest&o excessiva de ferro resulta em hemosiderose, condi¢éo na qual o ferro
depositado no figado e em outros tecidos do organismo. O sobrenadante de
plasteina ndo € boa fonte de ferro, por estarem apenas entre 7 e 27 % do
recomendado (NRC, 1989).
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O magneésio é suprido em quase 50% do recomendado pelo NRC (1989)
pela plasteina precipitada, tendo este mineral importante papel na ativagdo dos
sistemas enziméticos relacionados com o funcionamento das vitaminas do
complexo B; na utilizagdo do potéssio, do célcio e da proteina e na manutencéo
da atividade el étrica nos nervos e nos musculos. O sobrenadante de plasteina néo
€ boa fonte de magnésio, por estarem apenas entre 12 e 14 % do recomendado
(NRC, 1989).

A plasteina precipitada supriu o recomendado de manganés, ultrapassando
o recomendado (NRC, 1989) e no sobrenadante de plasteina o manganés
fornecido chega a suprir 41 e 52% para mulher adulta e homem adulto,
respectivamente. O manganés encontra-se relacionado a formagdo dos 0ssos, a
reproducio e a funcio do sistema nervoso central. E um componente dos sistemas
enziméticos. Em humanos, a toxicidade pode ser observada somente em operarios
expostos a altas concentragbes de manganés no ar, mas nd como consequéncia
de ingest&o dietética por pessoas consumindo entre 8 e 9 mg por dia (NRC, 1989)
no alimento.A plasteina precipitada encontra-se em niveis ndo toxicos.

A plasteina precipitada e o sobrenadante de plasteina ndo sdo boas fontes
de potassio, por estarem entre 1,36 e 12,85 % do recomendado (NRC, 1989).

A didise fez-se necessaria devido as atas concentragbes de sodio na
plasteina precipitada e no sobrenadante de plasteina, apos a dialise o teor
diminuiu, mas continuou excedendo o recomendado pelo NRC (2,4g de sbdio ou
6g de NaCl) O sodio faz parte do mecanismo de regulagdo osmética, do
equilibrio &cido-basico, da manutencéo do volume sangliineo e participagéo nas
reagOes quimicas intracelulares. O excesso de sodio pode ocasionar edema e
hipertensdo por causa do aumento de agua no espaco extracelular.

O teor de zinco da plasteina precipitada chegou a suprir quase 100% para
mulher adulta e d& boa contribuicdo para suprir as necessidades de homem adulto
(78%), criancade 4 a6 (48%) ede 7 a 10 anos (51%). O zinco € indispensavel ao
crescimento e € componente da insulina. O sobrenadante de plasteina ndo é boa

fonte de zinco, por estar apenas entre 4 e 10% do recomendado (NRC, 1989).
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Embora ndo sga conhecida sua biodisponibilidade, as plasteinas podem

ser consideradas boas fontes de minerais, principal mente a plasteina precipitada.

4.5. Andlise de aminoacidos

A determinagcdo da composicéo aminoacidica para a avaliagdo do valor
protéico de alimentos e dietas tem sido largamente utilizada. Este procedimento
foi adotado pela FAO, em 1958, e, posteriormente, com algumas modificacdes,
em 1966, pela FAO/OMS. O contetdo de aminoécidos essenciais da alimentagdo
deve ser avaliado de acordo com o padréo sugerido pela FAO/OMS/UNU, 1985,
que foi baseado nas necessidades de aminoacidos essenciais para criangas pré-
escolares, devendo ser utilizado para avaliar, também, 0S outros grupos,
excetuando-se criangas de menos de um ano de idade (VANNUCCHI et 4.,
1990).

Os valores medios da composicdo aminoacidica do isolado protéico de
folha de mandioca (IPFM), do isolado protéico de soja (Proteimax-90 HG), do
concentrado protéico de soro ultrafiltrado (CPSU), da plasteina precipitada (PP) e
do sobrenadante de plasteina (SP) estéo dispostos no Quadro 11.



Quadro 11 - Composi¢ao aminoacidica (mg/100g do produto) do isolado protéico
de folha de mandioca (IPFM), do isolado protéico de soja
(Proteimax-90 HG), do concentrado protéico de soro ultrafiltrado
(CPSU), da plasteina precipitada (PP) e do sobrenadante de plasteina

(SP)

Aminoécidos  IPFM'  Proteimax-90 HG*  CPSU * PP SP
Triptofano ND ND ND ND ND
Lisina 3,10 6,50 8,80 2,65 7,13
Histidina 1,14 2,74 2,02 1,06 1,76
Arginina 3,57 8,97 3,06 2,86 3,56
Acido aspértico 510 12,93 11,60 6,27 13,65
Treonina 2,51 4,10 8,04 2,27 5,66
Serina 2,54 6,03 6,51 2,22 4,35
Acido glutdmico 5,62 21,59 18,34 10,65 33,93
Prolina 3,14 5,08 6,62 3,06 10,54
Glicina 2,83 4,42 2,15 2,06 5,02
Alanina 3,15 4,40 5,93 2,27 6,10
Cistina ND 0,98 2,42 1,22 254
Vaina 3,96 4,77 6,44 2,91 6,26
Metionina 1,35 0,74 1,30 0,71 1,86
Isoleucina 2,42 4,72 6,10 2,61 6,81
Leucina 5,02 8,71 12,06 4,47 9,53
Tirosina 2,44 4,07 3,69 11,41 1,23
Fenilalanina 3,10 5,90 3,46 3,56 3,98

1- Valores obtidos por PELUZIO, 1993
2- Vaores obtidos por FORATO, 1994
ND- n&o-determinado
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O sobrenadante de plasteina (SP) apresentou melhor composicéo
aminoacidica que a plasteina precipitada (PP), com excecdo da tirosina que se
apresentou superior na plasteina precipitada.

Com a reacéo de plasteina, houve melhoria na composi¢do aminoacidica
do sobrenadante de plasteina (SP) em relacéo aos substratos (IPFM, Proteimax-
90 HQG), inclusive para os aminoacidos sulfurados. Quanto a plasteina
precipitada, mostrou-se superior nos teores do acido aspértico, fenilalanina, acido
glutdmico e isoleucina em relacdo ao |PFM; alanina em relagéo ao Proteimax-90
HG; fenilalanina em relacdo ao CPSU. Quanto a tirosina, houve melhoria em
relacdo a todos os substratos. O concentrado protéico de soro ultrafiltrado
(CPSU) apresentou melhor perfil aminoacidico.

No Quadro 12, foi comparado o perfil aminoacidico do isolado protéico de
folha de mandioca (IPFM), do isolado protéico de soja (Proteimax-90 HG), do
concentrado protéico de soro ultrafiltrado (CPSU) e das plasteinas, com os
requerimentos da FAO, 1973, em composicdo aminoacidica para lactente, pré-

escolar, escolar e adulto.
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Quadro 12 - Comparagdo dos requerimentos de aminoécidos segundo a faixa

etaria com a composicdo de aminoacidos do isolado protéico de
folha de mandioca (IPFM), do isolado protéico de soja (Proteimax-
90 HG), do concentrado protéico de soro ultrafiltrado (CPSU), da
plasteina precipitada (PP) e do sobrenadante de plasteina (SP)

Aminoacidos Requerimento de Composicdo observada
aminoécidos' (mg/g de (mg/g de proteina)
protema)
Lactente  Pré& Escola Adulto IPFM Proteimax CPSU PP SP
-90 HG
escolar r
His 26 19 19 16 22 34 31 20 24
lleu 46 28 28 13 47 59 93 50 95
Leu 93 66 44 19 97 108 185 181 132
Lis 66 58 44 16 60 81 135 50 99
Met + 42 25 22 17 26 21 57 37 61
Cis
Fen + 72 63 22 19 60 124 109 284 72
Tir
Tre 43 34 28 9 48 51 123 43 79
Trp 17 11 9 5 ND ND ND ND ND
val 55 35 25 13 76 59 9 55 87

1. FAO/OMS/UNU
ND - ndo-determinado

As necessidades de aminoécidos para as diversas faixas etarias analisadas sdo

supridas por quase todos os produtos protéicos estudados. O IPFM néo supre as

necessidades de histidina, lisina, metionina + cistina para lactentes, e fenilalanina

+ tirosina para lactentes e pré-escolares. O Proteimax-90 HG ndo supre as

necessidades de metionina + cistina para lactentes e pré-escolares;, o CPSU supre

as necessidades de todos os aminoacidos nas faixas etarias analisadas. A plasteina

precipitada ndo supre as necessidades de histidina e metionina + cistina para

lactentes, e leucina para lactentes e pré-escolares, o sobrenadante de plasteina

somente ndo supre as necessidades de histidina para lactentes.
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Pode-se verificar que tanto as matérias-primas quanto os produtos obtidos
podem ser considerados boas fontes de aminoacidos essenciais especial mente
para adultos e para as criancas apos 0 desmame.

O Quadro 13 apresenta uma comparacdo entre o padréo sugerido para
necessidades de aminoécidos essenciais, segundo FAO, 1985, e a composi¢ao
aminoacidica do IPFM, do Proteimax-90 HG, do CPSU, da plasteina precipitada

e do sobrenadante de plasteina.
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Quadro 13 - Escore de aminoécidos' do isolado protéico de folha de mandioca
(IPFM), do isolado protéico de soja (Proteimax-90 HG), do
concentrado protéico de soro ultrafiltrado (CPSU), da plasteina
precipitada (PP) e do sobrenadante de plasteina (SP)

Aminoédcidos Padrdo® IPFM  Proteimax-90  CPSU PP SP
HG

Histidina 19 1,16 1,79 1,63 1,05 1,26
Isoleucina 28 1,68 2,11 3,32 1,79 3,39
Leucina 66 1,47 1,64 2,80 2,74 2,00
Lisina 58 1,03 1,40 2,33 0,86* 1,71
Metionina 25 1,04 0,84* 2,28 1,48 2,44
+Cistina

Fenilalanina 63 0,95* 1,97 1,73 4,51 1,14
+Tirosina

Treonina 34 1,41 1,50 3,62 1,26 2,32
Triptofano 11 ND ND ND ND ND
Vaina 35 2,17 1,69 2,83 1,57 2,49

ND - ndo-determinado

! Escore de aminoécidos=  mg de aminoécidos em 1g de proteina experimental
mg de aminoéacidos no padréo

> Requerimento de amino&cidos para pré-escolares, segundo FAO/OMS/UNU,

1985

* Aminoé&cidos limitantes

Pelo escore quimico foram encontrados os aminoécidos limitantes das
plasteinas e das matérias-primas estudadas. O IPFM tem como limitantes
fenilalanina + tirosing; o Proteimax-90 HG e limitante em metionina + cistina. Na
plasteina precipitada foi encontrada como limitante a lisina. O CPSU e SP néo
apresentam limitacdes nos aminoécidos essenciais para pré-escolares. Em relagéo
ao triptofano, por ser destruido pela hidrolise acida, ndo foi possivel a sua
determinacdo e, por conseguinte, a sua avaliagdo quanto a proteina padréo.
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Pode-se concluir que houve incorporacéo de aminoacidos constituintes dos
substratos nas plasteinas e melhoria da composi¢céo aminoacidica, especiamente

no teor de aminoé&cidos sulfurados, quando comparados a soja.

4.6. Avaliagao biolégica

Foram avaliados o Quociente de Eficiéncia Liquida da Proteina (NPR), a
Utilizaggo Liquida da Proteina (NPU) e a Digestibilidade verdadeira (Dv) nos
produtos obtidos, utilizando-se a caseina como padréo. Os valores medios séo

apresentados no Quadro 14.

Quadro 14 - Valores medios referentes ao NPR, ao NPU e a Digestibilidade das
dietas experimentais e da caseina

Fonte protéicada NPR NPU Digestibilidade (%)
dieta
Caseina 4.03a 63.14 a 89.64 a
Sobrenadante de 3.80a 53.80b 81.75b
plasteina
Plasteina 3.75a 5751 ab 62.99 c
precipitada

Dentro de uma mesma coluna, as médias seguidas por pelo menos uma mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre s pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Quadro 15 - Porcentagem de adequacdo dos valores meédios de NPR, NPU e
digestibilidade das dietas experimentais em relacdo a caseina

Fonte protéicada Adequagéo (%)
dieta NPR NPU
Digestibilidade
Sobrenadantede 94,3 85,21 91,20
plasteina
Plasteina precipitada 93,05 91,08 70,27

A plasteina precipitada e 0 seu sobrenadante apresentaram Quocientes de
Eficiéncia Liquida Protéica (NPR) estatisticamente semelhantes ao da caseina
(Quadro 14). Resultado semelhante ao obtido por FORATO (1994), quando
trabalhou com concentrado protéico de soro ultrafiltrado (CPSU) e isolado
protéico de soja como substratos para sintese de plasteina. O mesmo autor obteve
valor de NPR do CPSU superior a caseina, o isolado protéico de soja apresentou
NPR inferior & caseina. PELUZIO (1993), trabalhando com isolado protéico de
folha de mandioca e caseina como substratos para sintese de plasteina, encontrou
valores de NPR do isolado protéico de folha de mandioca, da plasteina
precipitada e do sobrenadante de plasteina inferiores ao da caseina, mas o NPR
do isolado protéico de folha de mandioca foi inferior a0 NPR das plasteinas,
concluindo que areacdo de plasteina foi eficiente na melhoria do aproveitamento
da proteina.

O NPU da plasteina precipitada ndo diferiu estatisticamente da caseina
(Quadro 11) e, quanto ao NPU do sobrenadante de plasteina, foi inferior a
caseina, correspondendo a 85,21% desse padrédo (Quadro 15). N&o foram
observadas diferencas significativas entre os valores de NPU da plasteina

precipitada e do sobrenadante de plasteina. Tais resultados ndo sdo condizentes
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com os obtidos por FORATO (1994), cujos valores de NPU da plasteina
precipitada e do sobrenadante de plasteina ndo diferiram estatisticamente da
caseina, enquanto o NPU do isolado protéico de soja foi inferior a caseina e do
CPSU superior a esse padrdo. PELUZIO (1993) também obteve valores de NPU
do isolado protéico de folha de mandioca, da plasteina precipitada e do
sobrenadante de plasteina inferiores a caseina, mas os valores das plasteinas
foram superiores ao do isolado usado como substrato para a sintese.

A Figura 2 mostra os reultados referentes ao peso dos animais. Os animais
gue receberam dietas com plasteina apresentaram tendéncia semel hante a caseina,

com elevado ganho de peso.
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Figura 2 - Curva de crescimento de ratos submetidos a diferentes dietas
experimentais (caseina, P - plasteina precipitada, SP - sobrenadante
de plasteina).
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A digestibilidade da plasteina precipitada, do sobrenadante de plasteina e
da caseina diferiu estatisticamente entre si, sendo a digestibilidade da plasteina
precipitada (70,27% do padréo) inferior ao sobrenadante de plasteina (91,20% do
padrdo). O mesmo ocorreu com os vaores de digestibilidade obtidos por
FORATO (1994), que também comparou a digestibilidade do concentrado
protéico de soro ultrafiltrado que ndo diferiu estatisticamente da caseina e o
isolado protéico de soja que mostrou digestibilidade inferior a caseina. Com base
nos resultados obtidos por PELUZIO (1993) verifica-se que as plasteinas n&o
diferiram estatisticamente da caseina e que o isolado protéico de folha de
mandioca foi inferior. E necessério considerar que os métodos de avaliacio
biol6gica que utilizam ratos tendem a subestimar a qualidade de algumas
proteinas em relacdo ao ser humano (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA
SALUD, 1985).

Conforme se observa, espera-se que a reacéo de plasteina seja eficaz na de
melhoria da qualidade e utilizagdo organica do produto obtido. As proteinas do
soro de leite sGo de excelente qualidade nutricional e o isolado protéico de folha
de mandioca é uma fonte protéica de baixa digestibilidade, o que leva ao baixo
consumo da dieta e perda de peso dos animais. O sabor amargo, caracteristico da
folha de mandioca, leva também a um baixo consumo de dieta. A reacdo de
plasteina parece melhorar as caracteristicas sensoriais do isolado protéico de
folha de mandioca, crescendo assim sua aceitacdo pelos animais.

Os aminoacidos estdo mais disponivels nas proteinas de origem animal
(SGARBIERI, 1987). As proteinas de origem vegetal sdo geralmente inferiores
nutricionalmente, dependendo dos fatores presentes nos alimentos bem como das
suas condicbes de processamento e armazenamento, que podem modificar
positiva ou negativamente a digestibilidade das proteinas (TAGLE, 1981). Neste
caso, 0 processamento parece ter melhorado as propriedades nutricionais, tendo o

produto obtido mostrado resultados altamente satisfatorios.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo do estudo foi obter um produto de valor biol6gico satisfatorio,
utilizando a proteina da folha de mandioca, do soro de queijo e da soja como
substratos para a reacéo de plasteina.

AplOs a obtencdo do isolado protéico da folha de mandioca e do
concentrado protéico de soro ultrafiltrado, estes e o0 isolado protéico de soja
(Proteimax-90 HG) foram hidrolisados separadamente e misturados para que
ocorresse a sintese da plasteina. A enzima utilizada para a hidrdlise e ressintese
foi a pancreatina. Durante o processo foram avaliados os teores protéicos das
matérias-primas, e nas plasteinas obtidas foram redlizadas andlises para
determinacdo dos teores de proteina, da atividade de urease, de minerais e teores
de aminoécidos.

As plasteinas foram submetidas a avaliacéo da qualidade protéica por meio
de ensaio biologico. Foram utilizados os seguintes métodos. Quociente de
Eficiéncia Liquida Protéica (NPR), Utilizacdo Liquida da Proteina (NPU) e
Digestibilidade verdadeira (Dv).

O sobrenadante de plasteina apresentou teor de proteina superior ao do
isolado protéico de folha de mandioca e do concentrado protéico de soro
ultrafiltrado.
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As plasteinas apresentaram indices de atividade de urease apropriados
para 0 consumo humano.

A plasteina precipitada e o sobrenadante de plasteina séo boas fontes de
cobre e sodio. O ferro, manganés, magnésio e o zinco séo bem fornecidos pela
plasteina precipitada. A plasteina precipitada e o sobrenadante de plasteina néo
s80 boas fontes de calcio e potéassio, segundo recomendagéo do NRC (1989).

O sobrenadante de plasteina apresentou melhor composicéo
aminoacidica que a plasteina precipitada, com excecdo da tirosina que se
apresentou superior na plasteina precipitada. Com a reacéo de plasteina, houve
melhoria na composi¢céo aminoacidica do sobrenadante de plasteina em relagéo
aos substratos. Quanto a plasteina precipitada, mostrou-se superior nos teores do
acido aspartico, fenilalanina, acido glutdmico e isoleucina em relagdo ao |PFM;
alanina em relagdo ao Proteimax-90 HG,; fenilalanina em relacdo ao CPSU.
Quanto a tirosina, houve melhoria em relacdo a todos os substratos. O
concentrado protéico de soro ultrafiltrado apresentou melhor perfil aminoacidico.

Os valores do NPR da plasteina precipitada e do sobrenadante de plasteina
ndo diferiram significativamente do padréo da caseina. Os resultados do NPU da
plasteina precipitada foi estatisticamente semelhante ao padrdo, porém do
sobrenadante de plasteinafoi inferior.

Quanto a digestibilidade, as plasteinas diferiram significativamente (P <
0,05) da caseina e entre si, sendo a digestibilidade da plasteina precipitada a de
menor valor.

A reacdo de plasteina foi eficiente na melhoria do valor nutriciona das

fontes protéicas alternativas.
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Quadro 1A - Dados Obtidos das Variaveis Pl (Peso Inicial), PF (Peso Fina), GP
(Ganho de Peso), PC (Proteina Consumida), NI (Nitrogénio Ingerido),
PRS (Peso do Rato Seco), PRD (Peso do Rato Desengordurado) e NC
(Nitrogénio da Carcaca) para avaliagdo da qualidade protéica das

formul agoes
Dieta Rato Pl PF GP PC NI PRS PRD NC
() (¢)) (¢)) (¢)) 9 9 9 ()
CAS 1 52 104 52 1726 2,77 37,8 24,1 2,55
2 54 120 66 16,42 2,63 43,6 24,7 2,36
3 54 106 52 16,34 2,62 32,0 23,6 2,38
4 57 109 52 1526 2,44 36,2 24,2 2,35
5 58 106 48 1545 2,47 33,9 22,6 2,82
6 58 112 54 16,42 2,63 37,8 24,4 2,55
PP* 1 52 118 66 1940 311 44,0 23,1 2,48
2 52 120 68 20,33 3,26 40,8 24,5 2,49
3 56 107 51 17,98 2,88 34,8 23,1 2,57
4 56 107 51 1711 2,74 36,5 23,7 2,37
5 58 127 69 20,46 3,28 45,5 25,7 2,64
6 58 117 59 20,04 321 38,9 24,8 2,54
Sp 1 52 94 42 13,66 2,19 28,7 21,0 2,31
2 53 101 48 1551 2,48 32,2 21,0 2,40
3 55 109 54 17,11 2,74 37,9 20,7 2,20
4 57 103 46 1560 2,50 31,4 22,4 2,36
5 58 109 51 1652 2,65 35,0 23,0 2,49
6 58 106 48 15,73 2,52 32,8 22,7 2,46

* - Plasteina Precipitada
** . Sobrenadante de Plasteina

Quadro 2A - Resumo da Andlise de Variancia dos Dados de NPR, NPU e

Digestibilidade
Fontes de NPR NPU D
Variacéo GL QM GL QM GL oM
Tratamento 2 0,1377166* 2 132.6531* 2 1123.685*
Residuo 10 0,6044998E-01 10 31,92888 10 21.15347

* - Significativo, pelo teste F, a 1% de probabilidade.
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