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RESUMO

MONTEIRO, Marcia Regina Pereira, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
outubro de 2000. Avaliacao da Digestibilidade e da Qualidade Protéica
de Linhagens de Soja com Auséncia do Inibidor de Tripsina Kunitz e
das Isoenzimas Lipoxigenases. Orientador: Maurilio Alves Moreira.
Conselheiros: Maria Goreti de Almeida Oliveira e Gilberto Paixdo Rosado.

As farinhas de soja integrais utilizadas neste trabalho foram obtidas, a
partir de grupos de sementes (bulks) derivadas de linhagens que diferem entre
si com relagdo a presenca de lipoxigenases (LOX) e/ou inibidor de tripsina
Kunitz (KTI). Para essa selegdo e confirmagdo dos gendtipos realizaram-se
analises de lipoxigenases, de inibidores de tripsina e de quimotripsina.
Realizou-se ainda, analise da composigdo quimica centesimal para
caracterizagdo das farinhas e atividade hemaglutinante nas sementes e nas
farinhas de soja derivadas. Constatou-se , através da atividade hemaglutinante,
que o tratamento térmico (89°C por 5 minutos) aplicado no processamento das
farinhas foi suficiente para inativar as lectinas presentes na soja.

Com o objetivo de avaliar a qualidade protéica e digestibilidade in vivo
das farinhas de soja, procedeu-se aos ensaios biolégicos com ratos, em que
foram avaliados o PER (Relagao da Eficiéncia Protéica), NPR (Razao Protéica
Liquida), NPU (Utilizagao Protéica Liquida) e a digestibilidade. Os valores de

PER, NPR, NPU para as variedades de soja foram inferiores aos valores
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obtidos para caseina, possivelmente em virtude da deficiéncia da proteina de
soja em algum tipo de aminoacido essencial. Para as farinhas sem KTI foram
obtidos valores de digestibilidade maiores que para as farinhas com KTI, e
esses foram bem proximos aos da caseina. Isto comprova que a eliminacao
genética do KTl melhora consideravelmente a digestibilidade da proteina de
soja. No entanto, essa diferengca néao refletiu em melhor qualidade protéica
dessa variedade, visto que ndo houve diferenca nos valores de PER, NPR e
NPU entre as variedades estudadas.

Procedeu-se a determinacdo da composi¢gao aminoacidica das farinhas
e calculo do PDCAAS (Escore Quimico Corrigido pela Digestibilidade) ,
constatando-se que o aminoacido limitante dessa soja € lisina e ndo metionina,
ao contrario do que aponta a literatura, possivelmente em decorréncia do
melhoramento genético que levou a essa alteragdo. Os resultados do PDCAAS
nao indicaram diferenga entre as farinhas sem KTI das farinhas derivadas de
linhagens com KTI, como foi observado pelos resultados da digestibilidade in
Vivo.

Conclui-se que a retirada genética do inibidor de tripsina Kunitz
melhora significativamente a digestibilidade da proteina de soja, eliminando a
necessidade de se empregar altas temperaturas nos produtos de soja visando
inativacdo desse inibidor e, consequentemente, evitando o superaquecimento
com insolubilizacdo de proteinas, perdas de caracteristicas funcionais e

destruicdo de alguns aminoacidos.
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ABSTRACT

MONTEIRO, Marcia Regina Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
October, 2000. Digestilility and protein quality evaluation from soy
strains in absence of Kunitz trypsin and isoenzymes lipoxygenases.
Advisor: Maurilio Alves Moreira. Committee Members: Maria Goreti de
Almeida Oliveira and Gilberto Paixao Rosado.

The whole soy flours used in this work were obtained from seed bulks
derived from strains differing in relation to presence of lipoxygenases (LOX)
and/or Kunitz trypsin (KTI). Analyses for lipoxygenase and trypsin and
chemotrypsin inhibition were performed in order to select and confirm the
genotypes. Chemical content analysis was also performed so as to characterize
the flours and the hemaglutinating activity in the seeds and the derived soy
flour. It was observed from that activity that the thermal treatment (89° C for 5
min) on the flour processing was enough to inactivate the lectins present in the
soy.

In order to evaluate the in vivo digestibility and protein quality for the
soy flours, biological tests with rats were performed and from these tests, PER,
NPR, NPU and digestibility were evaluated. PER (Protein Efficiency Ratio),
NPR (Net Protein Ratio) and NPU (Net Protein Utilization) values were obtained
below the values for casein. This result may be due to the deficiency of sulfured
amino acids in soy protein. Flours without KTl showed higher values for

digestibility than flours with KTIl. These values were quite close to the ones for
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casein. This indicates that the KTI genetic elimination in soy improves the
digestibility for the soy protein a lot. However, this difference did not reflect in
better protein quality of this soy strain, since there was no differences in the
values of PER, NPR and NPU between the strains.

Amino-acidic content for the flours and PDCAAS (Protein Digestibility
Corrected Amino Acid Score) values were determined showing that lysine
rather than methionine is the limiting amino acid for this soy, different of that
pointed by literature, possibly because the genetic enhancements. PDCAAS
showed no difference between flours without KTl and the flours derived from
KTI strains as it was observed from the in vivo digestibility results.

It follows that the genetic withdrawal of Kunitz trypsin inhibitor
significantly improves digestibility of soy protein, eliminating the need to deploy
high temperatures in soy products to inactivate this inhibitor and, consequently,
avoiding overheating with protein insolubilization, loss of functional

characteristics and loss of some aminoacids.
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1. INTRODUCAO

A soja € um dos alimentos basicos consumidos pela populagdo dos
paises asiaticos, principalmente China e Japao. Nos paises ocidentais a soja
tem sido cultivada para a produgao de 6leo comestivel, ingredientes para racéo
animal e ingredientes funcionais para incorporagcdo em alimentos
industrializados (ANDERSON e WOLF, 1995).

Segundo TRAINA e BREENE (1994) mais de 95% da soja € utilizada
na produgao de 6leo e farelo. O farelo é utilizado na alimentagcédo animal. Uma
pequena porcentagem da soja € processada e usada como ingrediente na
alimentacdo humana na forma de farinhas desengorduradas, flocos,
concentrados e isolados. Grao de soja é utilizado na fabricagdo de extrato
hidrossoluvel de soja, na producdo de tofu e a farinha desengordurada é
utilizada como ingrediente em alimentos formulados como massas, temperos,
molhos, sopas, coberturas, bebidas e sobremesas congeladas.

A agdo da farinha de soja em alimentos depende das suas
caracteristicas funcionais. Dentre essas destacam-se a solubilidade,
viscosidade, capacidade de formar emulsdo e de absorver agua e gordura.
Estas caracteristicas sao influenciadas pela densidade, tamanho das
particulas, composigéo e estabilidade da farinha (TRAINA e BREENE, 1994).

Os principais constituintes da soja sédo a proteina e o 6leo, sendo que o
grdo de soja contém cerca de 40% de proteina e 20% de 6leo em peso seco. E
uma boa fonte de minerais e de vitaminas do complexo B. A soja contém ainda,

um pequeno numero de componentes conhecidos como fatores



antinutricionais. Estes incluem inibidores de proteases, lectinas,
oligossacarideos, fitatos e saponinas (PANIZZlI e MANDARINO, 1994).

Os inibidores de proteases representam cerca de 6% das proteinas
presentes nos graos de soja (BRANDON et al, 1993). Existem evidéncias que
os inibidores de proteases exercem efeitos anticarcinogénicos (BURNS, 1987;
HAWRYLEWICZ et al, 1995). No entanto, o uso em cobaias de produtos
derivados de soja contendo inibidores ativos, por tempo prolongado, promoveu
desenvolvimento de hiperplasia nodular pancreatica (aumento do numero de
células) e adenomas celulares (tumor benigno) (BRANDON et al, 1988). Os
inibidores de proteases de soja sdo constituidos pelo inibidor de tripsina Kunitz
(KTI) e pelo inibidor de tripsina e quimotripsina Bowman-Birk (BBI) (STAHLHUT
e HYMOWITZ, 1983). Cerca de 80% da inibicdo da atividade triptica de gréos
de soja é causada pela agdo do KTl (BRANDON et al, 1987).

Apesar da soja possuir um bom valor nutritivo, seus produtos sofrem
restricoes por parte dos consumidores ocidentais, devido ao sabor
caracteristico denominado “beany flavor’” (RACKIS et al, 1979). O “beany
flavor” é originado da associagdo de compostos carbonilicos de cadeia curta
com a fragéo protéica. Estes compostos sdo produtos finais de uma série de
reacdbes que se inicia com a hidroperoxidagcdo de acidos graxos
poliinsaturados, catalisada por lipoxigenases (LOX). Estas enzimas constituiem
cerca de 1% do total de proteinas presentes no grdao de soja (AXELROD,
1981).

Produtos de soja requerem tratamento térmico para melhorar seu valor
nutritivo, o que é alcangcado, em parte, pela inativagdo dos inibidores.de
proteases. Porém, o tratamento térmico ndo é suficiente para inativacao
completa desses inibidores. Tem sido demonstrado que pode ser encontrada
atividade residual de 10 a 15% de inibicdo de proteases em produtos de soja,
mesmo apoés tratamento térmico (BRANDON et al, 1991). BRANDON et al
(1993) relatam que certos grupos da populagdo podem estar ingerindo cerca de
10 mg de inibidores de proteases ativos por dia. Esta quantidade pode ser
biologicamente significante. Segundo SAVAGE et al (1995), a autoclavagem e
outras condicbes de tratamento térmico, utilizados para inativagcdo dos
inibidores, podem destruir aminoacidos importantes como cisteina, arginina e

lisina. O superaquecimento pode, além de diminuir o valor nutricional da



proteina, afetar a funcionabilidade desta no alimento, por diminuir a
solubilidade e essa esta diretamente relacionada com a capacidade de formar
emulsao, formacao de espuma, gelatinizagéo e viscosidade.

Uma forma de resolver o problema dos inibidores e a consequéncia do
tratamento térmico elevado sobre a qualidade da proteina seria a eliminacao
genética desses na soja. O programa de melhoramento genético da qualidade
da soja da UFV, ja obteve diversas linhagens promissoras por meio de
retrocruzamentos auxiliado por microandlises bioquimicas. Essas linhagens
apresentam, além da auséncia completa das enzimas lipoxigenases, auséncia
do inibidor de protease Kunitz.

O objetivo geral do presente trabalho foi o de avaliar a digestibilidade e
qualidade protéica de farinhas integrais obtidas de linhagens de soja que
diferem com relacdo a presenga do inibidor de tripsina Kunitz e/ou

lipoxigenases.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Inibidores de proteases

Os inibidores de proteases sdo encontrados numa grande variedade de
plantas, como leguminosas, gramineas e solanaceas. Os mais estudados sao
os inibidores de proteases presentes nas leguminosas, principalmente, na soja
(RICHARDSON, 1977).

Um possivel papel fisiolégico desempenhado pelos inibidores de
proteases em plantas estaria relacionado com a protecao da planta ao ataque
de insetos e de fungos (RYAN, 1981). Danos causados por insetos ou danos
mecanicos resultam num acumulo localizado e sistémico de inibidores de
proteases em folhas de plantas de tomate, tabaco e alfafa (RYAN, 1981).

Os inibidores de protease de graos de soja estdo dentro de duas
classes: (1) aqueles que apresentam massa molecular aproximadamente
20.000 daltons, com duas pontes de enxofre, com especificidade para tripsina
e (2) aqueles que apresentam massa molecular de aproximadamente 8.000
daltons, contendo sete pontes de enxofre, com capacidade para inibir tanto a
tripsina quanto a quimotripsina em sitios de ligagao independentes. O primeiro
é conhecido como inibidor Kunitz e o segundo como inibidor Bowman-Birk.
Isoformas desses dois tipos de inibidores tém sido purificadas e caracterizadas,
mostrando diferencas minimas na sequéncia de aminoacidos e especificidade
pela enzima (LIENER, 1994).



O inibidor Kunitz (KTI) consiste de 181 residuos de aminoacidos, com o
sitio de ligacao localizado nos residuos Arg (63) e lle (64) (Figura1). A molécula
do inibidor combina com a tripsina de forma estequiométrica, ou seja, uma
molécula de inibidor inativa uma molécula de tripsina (LIENER, 1994). O KTl se
apresenta em trés isoformas (Ti¢, Ti® e Ti®) e estas isoformas s&o codificadas

por uma série alélica.
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Fonte: LIENER (1994).

Figura 1 - Sequéncia de aminoacidos do inibidor Kunitz.

A isoforma Ti? difere da Ti® em apenas um residuo de aminoéacido na
posicdo 55, onde ocorre a mudanga de glicina para acido glutamico
(BRANDON et al, 1988). Enquanto Ti® possui o residuo de glicina na posicao

55, mas difere de Ti® em outras oito posigdes; mostradas a seguir:

Ti#: Glu' GIi*® Tyr® His”" Ser’™® Met"* Leu'® Pro™” Ser'’®
Ti®: Ser Phe Asn Arg Val lle Thr  Val
Ti% Glu

Segundo KIM et al (1985) as isoformas do inibidor Kunitz possuem

valores de K; distintas. Ti? e Ti° apresentam valores de K; similares em torno de



2 x 10™° M. Ao contrario, Ti® apresenta um valor mais alto, ou seja, em torno de
1x 10® M, e portanto com menor afinidade pelo centro ativo da enzima (TAN-
WILSON et al, 1985).

O complexo enzima-inibidor ndo se dissocia facilmente devido a forte
ligacdo do inibidor com a enzima. Apesar da forte associagéo do inibidor com a
enzima, a regido de contato entre o inibidor e a tripsina se da em apenas 12
residuos de aminoacidos. Os 12 residuos de aminoacidos envolvidos no
contato entre o inibidor e a enzima estao dispostos numa alga saliente. Um
grupo R especifico do sitio reativo do inibidor é reconhecido pelo sitio de
especificidade. O oxigénio da carbonila do inibidor é piramidalizado, como se
fosse o substrato, e um intermediario tetraédrico é formado quando o oxigénio
da serina ataca o grupo carbonila do inibidor. O complexo resultante se ajusta
firmemente e a agua é excluida do sitio ativo da enzima impedindo a hidrolise e
liberagdo do inibidor (RACKIS et al, 1986).

Quanto ao inibidor Bowman-Birk (BBI), a caracterizagdo destes na soja
ndo tem sido feita de forma tdo extensiva. Contudo, cinco isoformas desses
inibidores ja foram isoladas e caracterizadas. Estas s&o designados de PI-I a
PI-V. O BBI (PI-lI) possui 71 residuos de aminoacidos e sua composi¢cao
aminoacidica pode ser vista na Figura 2. As diferentes isoformas possuem
diferentes massas moleculares e acredita-se que sejam originadas por
protedlise apos a sintese (TAN-WILSON, 1988; BRANDON et al, 1988). A
seqUéncia aminoacidica proxima aos sitios reativos € bem conservada entre as
formas dos inibidores (LIENER, 1994).



Fonte: LIENER (1994).

Figura 2: Seqléncia de aminoacidos do inibidor Bowman-Birk.

A molécula do BBI possui dois sitios de ligacdo independentes: um
localizado na Lys (16)-Ser (17) (sitio onde se liga a tripsina) e um outro sitio
situado na Leu (43)-Ser (44) (sitio de ligagao da quimotripsina) (RACKIS et al,
1986; TAN-WILSON, 1988).

Os inibidores de proteases compreendem cerca de 6% das proteinas
totais dos graos de soja. Em termos percentuais, a soja contém trés vezes mais
KTl do que BBI (TAN-WILSON, 1988).

Quanto a estabilidade térmica dos inibidores, o BBI purificado € mais
estavel do que o KTI. Portanto, acreditava-se que a atividade residual de
inibicdo de proteases encontrada nos produtos de soja fosse devida ao BBI.
Atualmente, com técnicas analiticas que diferenciam os inibidores, verificou-se
que o BBI é mais inativado do que o KTI, quando estes estdo presentes em
produtos de soja (BRANDON et al, 1991). A maior inativagdo do BBI, talvez
seja em virtude da formacao de pontes de enxofre entre residuos de cisteina
da molécula do BBl com cisteina da matriz protéica da soja. Esta reacéo é
acelerada pelo calor, provavelmente porque o calor aplicado ao alimento
acelera a formacé&o dessas pontes de enxofre (LIENER, 1995).

Segundo LIENER (1994), o valor nutritivo da proteina da soja,



oferecida a ratos, é melhorada quando esta é submetida ao tratamento térmico.
A ingestdo de soja crua acarreta alteragbes na digestdo e absorcdo de
proteinas, causando hipertrofia seguida de hiperplasia das células exdcrinas do
pancreas em animais experimentais (DOEL et al, 1981; ROEBUCK, 1987,
LIENER, 1991).

Com o aumento crescente do uso da soja e seus produtos protéicos na
alimentacdo humana, torna-se importante avaliar os efeitos fisioldgicos e
nutricionais da ingestdo de preparagbes com soja. Produtos de soja
disponiveis no mercado retém de 5 a 20% da atividade inibitéria de tripsina
(LIENER, 1994).

Para explicar o mecanismo pelo qual os inibidores de proteases
induzem mudancas fisiolégicas e histolégicas do pancreas, LIENER (1995)
propds o mecanismo “feedback” negativo no controle da secregdo pancreatica
de tripsina. Neste mecanismo quando a quantidade de tripsina livre diminui no
intestino, o pancreas aumenta a sintese e secre¢cdo da enzima (Figura 3).
Varios estudos tém demonstrado que o agente mediador € o hormoénio
colecistoquinina (CCK). O horménio CCK é liberado pelas células enddcrinas
do jejuno sempre que o nivel de tripsina € reduzido (LIENER, 1995; LU et al,
1995).

Até recentemente ndo se sabia como a inativacdo da tripsina pelo
inibidor estimulava a producédo de CCK. Ja foi isolado de suco pancreatico de
ratos, um “peptideo monitor’, ou seja, um peptideo sensivel a tripsina, que
contém 61 residuos de aminoacidos. Este peptideo age como um sinal para
liberacdo do horménio CCK na mucosa intestinal. A inativacdo deste peptideo
pela tripsina leva ao bloqueamento da liberagdo do hormdénio CCK, porém,
quando a tripsina esta complexada com o inibidor, o peptideo esta livre para
induzir a liberagdo de CCK (Figura 4). O efeito é o aumento do pancreas com o

aumento da secrecéo de enzimas digestivas (LIENER, 1994).
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Figura 3 — Mecanismo de “feedback” negativo no controle da secregcao de
tripsina pelo pancreas.
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Figura 4 — Acao do “peptideo monitor” no mecanismo de “feedback” negativo.



CALAM et al (1987) estudaram os efeitos dos inibidores de proteases
de soja em humanos. Esses estudos foram realizados com homens de 24 a 37
anos de idade que ingeriam uma dieta contendo farinha de soja crua alternada
com dieta contendo farinha de soja tratada termicamente. Os teores de CCK no
plasma sanguineo desses individuos foram analisados. Observou-se que o teor
de CCK era maior quando os individuos recebiam dieta contendo farinha de
soja crua do que quando ingeriam dieta contendo farinha de soja tratada

termicamente.

2.2. Lipoxigenases de graos de soja

Lipoxigenases (linoleato oxigénio oxidoredutase) sdo oxiredutases que
catalisam a adicdo de oxigénio molecular a moléculas poliinsaturadas contendo
0 grupo cis,cis-1,4-pentadieno formando hidroperoxidos. Essas isoenzimas
contém ferro ndo-heme, o qual € necessario para atividade enzimatica
(BUNKER et al, 1995 e MARCZY et al, 1995). Este sistema (cis,cis-1,4-
pentadieno) comumente ocorre nos acidos graxos di- e tri-insaturados, como o
acido linoléico (C18:2) e linolénico (C18:3), os quais sdo o0s principais
substratos para as lipoxigenases de plantas superiores. O acido linolénico é o
mais abundante acido graxo na maioria dos tecidos de plantas, e o acido
linoléico é encontrado em maior concentracdo em sementes, sendo o0 mais
utilizado como substrato nas determinagdes de atividade de lipoxigenases
(HILDEBRAND et al, 1988). Nas sementes de soja, o acido linoléico representa
em torno de 57% dos acidos graxos, enquanto que o acido linolénico
corresponde 7 a 9% (KITAMURA et al, 1983). Os produtos da reagado das
lipoxigenases sobre o acido linoléico s&o os acidos 9- e 13- hidroperdxido
linoléico (Figura 5).
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OOH

CH;+(CH,);-CH=CH-CH=CH-CH-~(CH,),COOH

Acido 9- Hidroperé6xido Linoléico

CH3-(CH2)4-CH:CH-CHz_CHZCH-(CHz)TCOOH +0
Acido Linoléico

OOH
|
CH;-(CH,),-CH-CH=CH-CH=CH-(CH,),COOH

Acido 13-Hidroperéxido Linoléico
Fonte: SIEDOW (1991).

Figura 5 - Reagao primaria catalisada pela lipoxigenase usando acido linoléico
(acido cis,cis-9,12-octadecadiendico) como substrato: indicando os
dois possiveis produtos da reacdo: acido 9- e 13- hidroperoxido
linoléico.

Com relagao ao papel fisiolégico dessas enzimas em plantas, FARMER
e RYAN (1992) relatam que em folhas de tomate os hidroperoxidos, produtos
da atuacdo das lipoxigenases sobre o acido linolénico, sdo considerados
precursores de acido jasmébnico e esse ativa a transcricdo dos genes
responsaveis pela sintese de inibidores de proteases. Os inibidores de
proteases teriam fungdes de defesa da planta contra ataque a insetos. Tem
sido proposto que acido jasménico € indutor da sintese de inibidores de
protease em folhas de tomate, tabaco e alfafa. Assim, tem sido proposto que
uma das fungdes fisioldgicas de lipoxigenases esta relacionada com a sintese
de inibidores de proteases em resposta a ferimentos causados por insetos e
patdogenos nos mecanismos bioquimicos de defesa da planta .

Um dos maiores obstaculos do uso da soja como alimento € o
desenvolvimento do flavor “grassy-beany” e gosto amargo. Constituintes
volateis produzidos pela hidroperoxidagdo de acidos graxos catalisada pelas
lipoxigenases presentes na soja, sdo responsaveis por esse “off-flavor
(FURUTA et al, 1996). Os compostos volateis sdo constituidos de aldeidos e

cetonas, onde o principal composto carbonilico volatil que limita a utilizacdo de
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produtos de soja € o hexanal (MARCZY et al, 1995). As enzimas lipoxigenases
e hidroperoxido-liase sao responsaveis pela formagao de hexanal em produtos
de soja (HILDEBRAND et al, 1989; MARCZY et al, 1995).

Quando os graos de soja sao triturados, as isoenzimas lipoxigenases
entram em acgao rapidamente, catalisando a reagdo de oxidagcdo dos acidos
graxos insaturados e, consequentemente a formagado de hexanal (FURUTA et
al, 1996). Um numero grande de métodos empiricos para prevenir, remover ou
mascarar esse flavor desagradavel dos produtos de soja tem sido utilizados,
dentre eles o tratamento térmico, que tem como desvantagem a redugéo da
solubilidade das proteinas (ZOUGARI et al, 1995). Dessa forma, a eliminagéo
genética de lipoxigenase de sementes de soja tem se destacado como uma
alternativa genética para diminuir o “off-flavor” dos produtos de soja, tendo a
vantagem da nao desnaturagao das proteinas (ZOUGARI et al, 1995; FURUTA
et al, 1996).

As lipoxigenases de sementes de soja , bastante conhecidas ja em
suas formas purificadas (AXELROD et al, 1981), as quais foram designadas
como lipoxigenases 1, 2 e 3. As lipoxigenases de sementes de soja (LOX 1,2 e
3), diferem com relagdo a especificidade pelo substrato, pH o6timo para
atividade catalitica, ponto isoelétrico e estabilidade térmica (MARCZY et al,
1995; FURUTA et al, 1996; SUDA et al, 1995), conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1- Principais propriedades das isoenzimas lipoxigenases de sementes

de soja

Propriedades Lipoxigenase-1 Lipoxigenase-2 Lipoxigenase-3

PM 94.000 97.000 96.000

Residuos de aas 838 865 859

Pl 5,68 6,25 6,15

PH (6timo) 9,5 6,5 5,0-9,0

Produto da reacao 95:5 50:50 65:35

(13-HPO:9-HPO) (13-HPO:9-HPO) (9-HPO:13-HPO)

Especificidade AC.IdO.S graxos Ac~|dqs graxos A~Cld98 graxos
ionizados nao-ionizado nao-ionizados

Km uM 85 16 340

(acido linoléico)
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As trés isoenzimas sao proteinas globulares, soluveis em agua e
consistem de uma unica cadeia polipeptidica (SIEDOW, 1991). Todas mostram
um alto grau de homologia (no minimo 70% na sequéncia de aminoacidos)
sendo que as lipoxigenases 1 e 2 apresentam homologia de 81% na sequéncia
de aminoacidos (HILDEBRAND et al, 1988).

Estudos da estrutura da lipoxigenase 1 com raio x identificou que esta
enzima contém 2 dominios. O dominio 1 contém 146 residuos de aminoacidos
na parte amino-terminal. Este dominio possui 8 fios polipeptidicos com
estrutura R-cilindrica antiparalela. Esta por¢do da enzima pode ser removida
por protedlise sem perda da atividade (NELSON e SEITZ, 1994). O dominio Il
consiste de 693 residuos de aminoacidos e contém o sitio ativo da enzima.
Este tem uma estrutura complexa com 23 o~ hélices e 2 estruturas f cilindricas
antiparalelas. O dominio catalitico contém duas cavidades, sendo a cavidade |
(hidrofébica) mais curta e por isso mais proxima ao ferro, o que atrai o
dioxigénio e a cavidade |l mais comprida e € onde se liga o substrato (NELSON
e SEITZ, 1994).

A estrutura ao redor do atomo de ferro € controversa. Segundo
NELSON e SEITZ (1994) essas ligagbes sdo compostas por Hissgg, HiSsao,
Hisggo € no carboxi-terminal llegzs. Com relacdo ao mecanismo da reagao
envolvendo o atomo de ferro, duas hipoteses tém sido sugeridas. A primeira
envolve a ativacdo pelo produto, no qual o produto 13-hidroperéxido é
requerido para ativacao da enzima promovendo a oxidacdo do ion ferroso
(Fe*?) a ion férrico (Fe*™®). Neste modelo somente a enzima contendo a forma
férrica seria ativa. No segundo modelo as duas formas, ou seja, contendo ion
ferroso e férrico seriam ativas e seriam inibidas pela ligagdo do substrato a
outro sitio ndo-catalitico (NELSON e SEITZ, 1994).

2.3. Lectinas

LIS e SHARON (1981) observaram que proteinas extraidas de certas
plantas tinham capacidade de aglutinar eritrocitos. Estas proteinas extraidas de

“Jack bean” foram denominadas de concanavalina A. Esses mesmos autores
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sugeriram que a aglutinagdo promovida pela concanavalina A pode ser
consequéncia da reacao da proteina com carboidratos na superficie dos
eritrécitos.

Segundo HERZIG et al (1997), lectinas sao glicoproteinas que tém
capacidade de reconhecer e se ligar reversivelmente a carboidratos. Elas s&o
usualmente detectadas pela suas capacidade de aglutinar eritrécitos, mas
podem agregar outras células.

Dentre as lectinas de plantas as mais estudadas sao as lectinas dos
graos de leguminosas. Essas lectinas sdo glicoproteinas constituidas de
subunidades com massa molecular na faixa de 25 a 35 KDa organizadas em
dimeros ou tetrameros. As lectinas dos graos de leguminosas correspondem a
10% do total de proteinas das sementes. As lectinas acumulam nos vacuolos
dos cotilédones e sdo degradadas durante a germinagdo das sementes.
Lectinas também sao encontradas em outras partes da planta como folhas,
caule, raizes e casca, porém em menor quantidade que nas sementes
(SPILATRO et al, 1996).

Lectinas de graos de soja “SBA” (soybean agglutinin) s&o
glicoproteinas de 120 KDa contendo quatro subunidades idénticas, sendo que
cada subunidade é capaz de se ligar especificamente a N-acetil-D-
galactosamina ou D-galactose (JORDINSON et al, 1996). Essas proteinas sé&o
consideradas um dos fatores responsaveis pelo baixo valor nutricional de soja
crua. SBA pode subsistir a passagem pelo intestino e se ligar aos enterdcitos
da mucosa do intestino delgado. Podem ser endocitadas pelos enterdcitos e
serem liberadas na circulagdo sistémica, tornando-se téxica para muitos
animais (GRANT et al, 1997; BENJAMIN et al, 1997). Tem sido sugerido que a
ligacdo das lectinas de soja nas paredes da mucosa intestinal resulta em danos
as células do epitélio intestinal, formando uma “barreira” na mucosa que
promove decréscimo na absorgao de nutrientes (VIOLA, 1999).

As lectinas diminuem a disponibilidade dos aminoacidos da dieta em
funcdo da menor area de absorgdo no intestino devido a lesées na mucosa.
Dessa maneira, assim como para os inibidores de tripsina, o tratamento pelo
calor, € o método mais frequentemente usado para reduzir a atividade das
lectinas nos graos de soja. Os resultados tém mostrado que as lectinas sao

mais sensiveis ao calor do que os inibidores de proteases (VIOLA, 1999).
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Anormalidades na secrecdo do hormdnio colecistoquinina (CCK) estao
relacionadas com varias doengcas como pancreatites e cancer do pancreas
(CALAM et al, 1987). Prolongadas e excessivas liberagbes de CCK levam ao
aumento do pancreas e pode promover neoplasias pancreaticas. Este efeito foi
relatado pela primeira vez em animais que ingeriam graos de soja crua e foi
inicialmente atribuido a presenga de inibidores de tripsina, que interferem no
mecanismo de “feedback” da liberacdo do CCK pelo pancreas. Tem sido
demonstrado que SBA estimula a liberacdo de CCK e proteases pelo pancreas
em ratos (JORDINSON et al, 1996). Além disso, ratos ingerindo SBA por tempo
prolongados desenvolvem hipertrofia pancreatica (GRANT et al, 1989). No
entanto, os mecanismos que estimulam a liberacdo do CCK pela SBA ainda
nao foram elucidados (JORDINSON et al, 1998).

Segundo JORDINSON et al (1996), ratos alimentados com farinha de
soja crua desenvolveram hipertrofia pancreatica, levando ao aparecimento de
nodulos hiperplasicos, adenomas e carcinomas. Este efeito anteriormente era
atribuido somente aos inibidores de proteases presentes na soja crua, porém
GRANT et al (1989) mostraram que a administracado de inibidor de tripsina na
forma pura exerce menos efeito sobre o aumento da liberacdo de CCK em
ratos do que administracdo de quantidades equivalentes de farinha de soja
crua. Isso sugere que farinha de soja crua além de possuir inibidor de
proteases também possui outros fatores que estimulam a liberagdo de CCK
que, possivelmente, sao as lectinas.

JORDINSON et al (1996) observaram que lectinas quando
administrada a ratos, na forma pura ou na forma de farinha de soja tratada
termicamente, ndo exercem efeito sobre a liberacdo de CCK. Porém, quando
ela é oferecida na dieta de ratos na forma de farinha de soja crua, ocorre
aumento da secrecdo de CCK nesses animais. Esse aumento de secrecao do
CCK é justificado pela presenca de inibidores de proteases e lectinas na
farinha de soja crua.

Tratamento térmico de 120°C por 30 minutos anula o efeito dos fatores
antinutricionais presentes na farinha de soja crua sobre a liberagdo de CCK e
sobre o pancreas, através da destruicdo da lectina bem como dos inibidores de
proteases (CALAM et al, 1987). No entanto, cerca de 10 a 20 % da atividade

dos inibidores de proteases permanece apos o tratamento térmico,
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possivelmente devido ao inibidor Bowman-Birk que € mais resistente ao calor
(KROGDAHL e HOLM, 1981).

DOUGLAS et al (1999) compararam, em experimentos com frangos, o
valor nutricional de farelos de soja de linhagens sem lectina em comparacéao
com linhagens sem o inibidor de tripsina Kunitz. Neste estudo foi avaliado
ganho de peso e digestibilidade verdadeira, utilizando-se gréos de soja crua e
processados termicamente. Demonstrou-se que o valor nutricional da soja crua
sem lectina é superior ao da soja crua convencional, mas € inferior ao da soja

crua sem inibidor Kunitz e ao da soja convencional tratada termicamente.

2.4. Digestibilidade

A qualidade da proteina refere-se a sua capacidade de satisfazer os
requerimentos nutricionais do homem por aminoacidos essenciais e nitrogénio
nao-essencial, para fins de sintese protéica. Isso pode ser avaliado pela
composicdo aminoacidica e, também, pela digestibilidade da proteina
(BLANCO e BRESSANI, 1991). Para a sintese de proteina é necessario que
todos os aminoacidos estejam presentes, simultaneamente, e em proporg¢des
adequadas, e que, nesse momento, todas as exigéncias bioquimicas e
energéticas do processo tenham sido satisfeitas (TAGLE, 1981).

A digestibilidade da proteina € determinada em fungédo da fragcdo do
nitrogénio ingerido que o animal absorve. O nitrogénio absorvido é obtido pela
diferenca entre o nitrogénio ingerido e aquele que aparece nas fezes.
Considera-se a digestibilidade, assim calculada, como aparente, por nao levar
em conta o nitrogénio eliminado nas fezes como resultado de descamacéao do
tubo digestivo, dos sucos e das secreg¢des da flora intestinal, que se constituem
em perdas inevitaveis de nitrogénio (TAGLE,1981). Assim, para determinar a
digestibilidade verdadeira, € necessario corrigir a quantidade de nitrogénio fecal
excretado, quando o individuo consome uma dieta livre de proteina (FAO,
1991).

O conceito de qualidade protéica continua sendo, essencialmente, o
mesmo como definido por MITCHEL (1923) que é a quantidade de nitrogénio

que o organismo é capaz de reter a partir da proteina consumida. BODWELL
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et al (1980) usaram digestibilidade in vitro para estimar a digestibilidade
verdadeira de diversas fontes de proteinas. Para a maior parte das fontes
estudadas, houve uma boa correlagado (r = 0,90) quando se comparou a
digestibilidade in vitro com a digetibilidade verdadeira determinada em ratos.

Para avaliar a qualidade nutricional de uma proteina € importante
conhecer a sua composicdo aminoacidica e a biodisponibilidade dos
aminoacidos presentes nessa proteina. A biodisponibilidade dos aminoacidos
de uma proteina é medida pela percentagem da proteina ingerida que foi
absorvida, através da digestibilidade e dos indices de qualidade protéica que
medem quanto dos aminoacidos absorvidos vé&o ser utilizados para sintese
proteica.

A digestibilidade das proteinas € considerada uma condicionante de
sua qualidade. Os alimentos de origem animal apresentam maior
digestibilidade que os de origem vegetal. O fato dos alimentos de origem
animal ndao conterem fibra alimentar e fatores antinutricionais faz com que a
velocidade de transito intestinal seja mais lenta e, em consequéncia, obtenha-
se maior absorgéo dos nutrientes (HERNANDEZ et al, 1984).

Digestibilidade protéica € definida como sendo a porcentagem da
proteina ingerida que vai ser absorvida. Isso estd relacionado com
biodisponibilidade de aminoacidos. Digestibilidade da proteina € o principal
indice de qualidade protéica, pois, um dado aminoacido pode estar presente na
proteina, mas nao estar necessariamente disponivel para o organismo. Em
outras palavras, proteinas ndo podem ser utilizadas pelo organismo sem serem
digeridas pelo mesmo. Varios fatores tém sido identificados que interferem na
digestibilidade, dentre esses se inclui a presenga de componentes
biologicamente ativos, tratamento térmico e estrutura quimica da proteina.
Esses fatores afetam a digestibilidade da proteina diminuindo a hidrdlise da
proteina, tornando os aminoacidos menos disponiveis para serem absorvidos
pelo organismo (LIU, 1997).

Os inibidores de proteases presentes na soja crua sdo considerados os
principais fatores responsaveis pela diminuicdo da digestibilidade dessa
proteina, pois estes inibem a acado das enzimas tripsina e quimotripsina sobre a
hidrélise das proteinas da dieta. Este efeito € evidenciado pela relacdo entre o

aumento da qualidade protéica, medida pelo PER, em ratos alimentados com
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soja tratada termicamente, cujos inibidores de proteases foram destruidos (LIU,
1997).

Embora os efeitos nutricionais dos inibidores de proteases sejam
bastante conhecidos em ratos, em humanos persiste obscura a relagao da
qualidade da proteina e os niveis de inibidores presentes (LIENER, 1994).
Primeiramente, tem sido sugerido que proteinas de soja na forma natural ou
nao desnaturada sdo mais resistentes ao ataque enzimatico do que a proteina
desnaturada pelo calor (LIENER, 1994).

Segundo KROGDAHL e HOLM (1981), os inibidores de proteases de
graos de soja sao inativados por digestdo com pepsina ou quando incubados
com suco gastrico humano. Cerca de 80% da atividade do inibidor de tripsina
Kunitz e 23% da atividade do inibidor Bowman-Birk desapareceram pela
digestdo com pepsina, quando esses inibidores, na forma purificada, foram
incubados com suco gastrico humano.

LIU (1997) observou que existe uma variagcdo significativa na
digestibilidade da proteina de soja em humanos de acordo com o alimento de
soja. Soja tostada 78%, natto (soja cozida fermentada com Bacillus natto) 90%,
tofu resfriado 91%, grdos de soja cozidos 92%, tofu congelado 93%, yuba
(pelicula que se forma na superficie do leite de soja quando esse € fervido)
100% de digestibilidade. A proteina de yuba é desnovelada, tem uma estrutura
estirada por meio de ligagbes hidrofobicas com lipideos. Concluiu-se que a
conformagéo das proteinas nos produtos de soja pode exercer um importante
papel na digestibilidade destas (LIU, 1997).

Outras substancias biologicamente ativas presentes na soja, como
fendis e fitatos, sdo também conhecidas por reduzir a qualidade da proteina.
RITTER et al (1987) relataram que a redugao de compostos fendlicos e fitatos

em isolado protéico de soja torna a proteina mais digerivel que o controle.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), Departamento de
Tecnologia de Alimentos (DTA) e Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) — MG.

3.1. Selegcao do material genético

Neste trabalho foram usados grupos de sementes (bulks) de linhagens
de soja (Glycine max (L.) Merrill) na geracdo RC1F5 (geragcédo F5 do primeiro
ciclo de retrocruzamento) do cruzamento entre linhagens derivadas da
variedade Itamarati com auséncia completa de lipoxigenase (LOX) e a
linhagens derivadas da variedade Itamarati com auséncia completa do inibidor
de tripsina kunitz (KTI"). Do cruzamento dessas linhagens foi obtida a geracéo
F1. Em seguida, foram realizados dois ciclos de autofecundacdo e obtida a
geracado F3. Sementes F3 foram analisadas para LOX (pela determinacao da
atividade enzimatica) e para KTI (por eletroforese em gel de poliacrilamida)
com o objetivo de selecionar os seguintes gendtipos: (a) linhagens com
auséncia completa de LOX e KTI (LOX KTI'), (b) linhagens com auséncia
completa de LOX e presencga de KTl (LOX KTI%), (c) linhagens com presenca
de LOX e auséncia de KTl (LOX" KTI') e (d) linhagens com presenca de LOX e
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presenca de KTl (LOX" KTI"). As sementes selecionadas foram novamente
multiplicadas, obtendo-se a geragao F4. Nas sementes oriundas de plantas F4
foram feitos testes colorimétricos e eletroforese em gel de poliacrilamida com
objetivo de confirmar os gendtipos das linhagens. Sementes das plantas F4
foram multiplicadas no campo. Portanto, sementes RC1F5 foram utilizadas

para a confecg&o dos "bulks" conforme mostrado no fluxograma na Figura 6.

Iltamarati LOX X [tamarati KTI

\

F1

\L Multiplicagao
em casa de vegetagéo

F2

Multiplicac&o
\L em casa de vegetacao

F3
Selecdo para LOX e KTl

Multiplicac&o
em casa de vegetacao

F4
Confirmagéo dos genétipos

Multiplicac&o
No campo

F5

\

“bulks” formados

Figura 6 — Fluxograma de obtengdo do material genético utilizado no presente
trabalho para preparo das farinhas de soja.

Para obtencdo dos quatro gendtipos citados acima foram realizadas

analises de atividade enzimatica de LOX 1 nas sementes RC1F3 para
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identificacdo de sementes homozigotas dominantes e recessivas para LOX1.

Nas sementes homozigotas dominantes e recessivas para LOX1 foram
feitas determinagdo da atividade enzimatica para LOX 3. Foram identificadas
as sementes homozigotas dominantes e recessivas para LOX 3. Uma vez
selecionadas as sementes homozigotas dominantes e recessivas para LOX 1 e
3, o préximo passo foi a analise de KTI nestas sementes por meio de
eletroforese em géis de poliacrilamida. Com este procedimento foram
selecionadas sementes de cada um dos quatro gendtipos (a) LOX KTI', (b)
LOX KTI*, (c) LOX" KTI' e (d) LOX" KTI". Nas sementes RC1F4 foram
realizados testes colorimétricos para LOX e analise eletroforética em géis de
poliacrilamida para KTI, com objetivo de confirmar os gendétipos previamente
selecionados.

As sementes RC1F3 foram plantadas na casa de vegetagdo em
marco/98 e as sementes RC1F4 colhidas em agosto/98. Essas sementes
RC1F4 foram plantadas no campo para multiplicacdo em setembro/98 e as
sementes RC1F5 colhidas em margo/99. Sementes RC1F5 de cada um dos
quatro “bulks”, que distinguiam entre si com relacéo a presenga de LOX e/ou
KTI, foram processadas de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 6
para obtencao das farinhas integrais derivadas. Essas farinhas foram usadas
em dietas de ratos para avaliar o valor nutritivo das linhagens, por meio da

determinacao da sua qualidade protéica e digestibilidade “in vivo”.

3.1.1. Determinagao da atividade enzimatica de LOX 1 e 3

A atividade de LOX foi determinada em sementes para selecao inicial
das linhagens na geragdo RC1F3. Para isto, 10 mg foram retiradas de
sementes e maceradas em gral, previamente mantido em freezer “over night”
para manter a atividade da lipoxigenase, e homogeneizadas com 600 uL de
tampéao Tris 60 mM pH 8,2, contendo CaCl; 15 mM e sacarose 13% (p/v). O
homogenato foi centrifugado a 13.600 x g por 20 minutos a 4°C para posterior
utilizagcdo do sobrenadante (extrato enzimatico).

As atividades de LOX 1 e 3 foram determinadas

espectrofotometricamente de acordo com OLIVEIRA et al (1998). A
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determinacdo da atividade dessas enzimas foi realizada medindo-se a
absorvancia, apos 2 minutos, a 234 e 280 nm para LOX1 e 3, respectivamente.
Para LOX 1, as amostras eram constituidas de 1 mL de tampao borato de
soédio 0,1 M, pH 9,5, 6 uL de linoleato de sodio 10 mM e 2,5 uL do extrato
enzimatico. Para LOX 3, as amostras eram constituidas de 1 mL de tampéo
fosfato de sédio 0,2 M, pH 6,8, 35 uL de linoleato de sédio 10 mM e 15 uL do

extrato enzimatico.

3.1.2. Analise eletroforética de KTI

As sementes homozigotas dominantes e recessivas para LOX foram
analisadas para KTI por eletroforese em géis de poliacrilamida. Para isso,
foram utilizados geéis de poliacrilamida contendo SDS, com base no sistema
descontinuo descrito por LAEMMLI (1970). A separagado das proteinas foi
realizada em um sistema que envolveu dois géis: (a) O gel de concentragao
contendo 6% de acrilamida-bisacrilamida em tampao Tris-HCI 0,15 M, pH 6,8, e
0,1 % de SDS. (b) O gel de separacdo contendo 14% de acrilamida-
bisacrilamida em tampao Tris-HCI 0,9 M, pH 8,8, e 0,1 % de SDS. A corrida do
gel foi realizada a 120 Volts por 4 horas em tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,3,
glicina 0.192 M, contendo 0,1% SDS.

3.1.3. Deteccgao qualitativa das lipoxigenases 1 e 3

Para confirmacdo das linhagens de soja selecionadas na geracéo
RC1F4 utilizaram-se métodos colorimétricos a fim de se detectar LOX nas
sementes destas linhagens, conforme método descrito a seguir. Cerca de 10
mg de semente de soja raspada envolvendo tegumento e cotilédones foram
colocados em um tubo de ensaio. Adicionaram-se 0,5 mL de agua deionizada e
deixou em repouso por 5 min. Separadamente, foi preparada uma solucao
contendo 25 mL de tampao borato de so6dio 200 mM (pH 9,5), 2 mL de azul de
metileno 100 mM, 3 mL de substrato linoleato de sédio 10 mM e 5 mL de agua
deionizada (solugdo suficiente para analise de 90 amostras). Para detecgao da

LOX 1 adicionou-se em cada tubo de ensaio, contendo a soja raspada em agua
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deionizada, 0,4 mL desta solucdo, esperando, aproximadamente, 3 minutos
para leitura visual. O descoramento da solucdo indica presenca de LOX 1 e a
permanéncia da cor azul da solucdo indica auséncia de LOX 1.

A detecgao colorimétrica de LOX 3 foi feita colocando-se de 5 a 10 mg
de semente de soja raspada envolvendo tegumento e cotilédones em tubo de
ensaio. Adicionou-se a esse tubo 0,5 mL de extrato de soja contendo somente
aisoenzima LOX 2. O extrato enzimatico contendo apenas LOX 2 foi obtido de
sementes da linhagem CR 1,3 (sem LOX 1 e 3) por centrifugagdo a 13.000 x g
por 15 minutos de extrato contendo 1 mg/ml em agua deionizada.
Separadamente, foi preparada uma solugédo contendo 25 mL de tampéao fosfato
de s6dio 200 mM (pH 6,8), 2 mL de B-caroteno com 50% de saturagao em
acetona, 3 mL do substrato linoleato de s6dio 10 mM e 5 mL de agua
deionizada (solugao suficiente para anélise de 90 amostras). A deteccédo da
LOX 3 consistiu em colocar em cada tubo de ensaio, contendo a soja raspada
e extrato com LOX 2, 0,4 mL da solugdo preparada. O descoramento da
solugdo indica presenga LOX 3 e a permanéncia da cor alaranjada do (-

caroteno da solugéo indica auséncia de LOX 3.

3.2. Obtengao da farinha de soja integral

A partir de gréos dos quatro genodtipos de soja selecionados na
geracdo RC1F5 para LOX e KTI, foram obtidas as farinhas integrais. O
procedimento para a obtencédo dessas farinhas foi o seguinte: As sementes
selecionadas apos serem lavadas sofreram um tratamento térmico em calor
seco para facilitar a retirada da casca. O aquecimento dos grdos causou uma
ligeira perda de agua do cotilédone, havendo um encolhimento deste. Com isto,
a casca desprendeu-se mais facilmente. A temperatura deste tratamento
térmico foi de 89°C por 5 minutos, sendo suficiente para eliminar as cascas
(GOMES e COELHO, 1989). Apdés o tratamento térmico, os graos foram
quebrados em moinho de martelo, de forma a resultar em pedagos grandes,
promovendo, assim, a separacdo das cascas secas. Esta separagao foi feita

usando peneira de abanar para limpar os graos. As cascas foram descartadas
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e os graos em pedagos foram moidos em moinho de martelo e embalados em

sacos plasticos e mantidos sob refrigeracéo (Figura 7).

Limpeza e selegao dos gréos

l

Tratamento térmico a temperatura de 89 °C por 5 minutos
l

Trituragdo dos grdos em moinho de martelo para o descascamento
l
Separacao das cascas em peneira de abanar

l

Moagem dos fragmentos dos grdos em moinho de martelo
l

Embalagem em sacos plasticos

\J

Armazenamento em geladeira a 4 °C

Fonte: GOMES e COELHO (1989)

Figura 7 — Fluxograma de obtencao das farinhas de soja integrais.

3.3. Determinacgao de inibidor de proteases em sementes e farinhas de

soja

A presenca de inibidores de proteases foi determinada em sementes e
farinhas de soja derivadas dos quatro “bulks” de linhagens que diferem entre si
com relacdo a presengca de LOX e/ou KTI. Para isto, procedeu-se a
determinacao da atividade de tripsina, que € inibida tanto por KTl como BBI, e
de quimotripsina, que € inibida somente por BBI, na presenga de extratos
protéicos obtidos das sementes e das farinhas. Cerca de 100 mg da amostra

de semente ou farinha (triplicata) foi extraida com 15 mL de tamp&o Tris-HCI
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0,1 M, pH 8,2. Esta suspensdo foi mantida sob agitagdo por 1 hora para
extragdo dos inibidores. Apds este periodo, a suspensédo foi centrifugada a
35.600 x g por 20 min. Aliquotas do sobrenadante obtidas foram utilizadas para
a determinacgao da atividade das enzimas tripsina e quimotripsina.

Os reagentes utilizados para essas determinagbes foram: Tripsina
pancreatica bovina (tipo IllI), quimotripsina bovina (tipo Il) e os substratos
sintéticos N-benzoil-D,L-arginina-p-nitroanilida (D,L-BApNA) e N-benzoil-L-
tirosina-p-nitroanilida (L-BTpNA) obtidos da Sigma Chemical Co. Solugdes
estoque de tripsina e quimotripsina foram preparadas em HCI 0,001 M e
armazenadas a -20°C. Durante a realizagao das atividades as enzimas foram
mantidas em banho de gelo.

Solugado estoque de D,L-BApNA 60 mM foi preparada a partir de
130,47 mg de substrato em 5 mL de dimetilsulféxido e armazenada a -20°C. A
concentracdo da solucao utilizada nos experimentos foi de 1,2 mM, sendo
preparada a partir de 200 yl da solugao estoque diluida em 10 mL de tampao
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo CaCl, 20 mM. A solugdo de trabalho era
preparada na hora do uso, mantendo-se estavel por cerca de duas horas.

Solugéo estoque de L-BTpNA 6 mM foi preparado a partir de 12,16 mg
do substrato dissolvidos em 5 mL de dimetilsulfoxido e armazenado a -20°C. A
concentracdo da solugao utilizada nos experimentos foi de 0,12 mM, sendo
preparada a partir de 200 yl da solugao estoque diluida em 10 mL de tampao
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo 5% (v/v) de dimetilformamida. A solugao de
trabalho era preparada na hora do uso, mantendo-se estavel por cerca de duas
horas.

Determinagao da atividade de tripsina: A determinagdo da atividade de
tripsina na presenga dos extratos protéicos das sementes e das farinhas de
soja foi feita pelo método descrito por ERLANGER et al (1961). Para o
procedimento analitico, foram pipetados 400 ul de tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH
8,2 contendo CaCl, 20 mM, 50 pl da solugéo de tripsina (1,67 x 10° M) e 150 pl
do extrato (1,2 x 102 M). Os controles da atividade da enzima foram
preparados substituindo-se o extrato por tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2
contendo CaCl, 20 mM. Esta mistura foi agitada lentamente e deixada a

temperatura ambiente por 5 minutos. Apds esse periodo, 500 ul dessa mistura
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foram retirados e transferidos para outro tubo ja contendo 500 ul de tampéao

Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, com CaCl, 20 mM e 500 pl da solugéo de D,L-BApNA.
A absorvancia da solucao foi determinada em espectrofotdmetro a 410 nm por
cinco minutos (Figura 8).

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

Durante a adaptacdo do protocolo varios testes preliminares foram
feitos usando diversas concentracbes de enzima, substrato e extratos
protéicos, visando otimizar a analise de inibidores de proteases nos extratos
obtidos de gréos de soja e de farinha. A Figura 8 mostra o fluxograma utilizado

nas analises de inibidores de proteases nos extratos protéicos.

150 pl de extrato protéico ou 150 ul de tampéao Tris HCI 0,1 M, pH 8,2
contendo CaCl, 20 mM para o controle da enzima

+

400 wl de tampéo Tris HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo CaCl, 20 mM

+
50 ul de solugéo de tripsina bovina (1,67 x 10™° M)
l
Agitacao e incubagao por 5 minutos a temperatura ambiente

\J

500 pl desta solugao foram adicionadas a 500 ul de tampao Tris HCI 0,1 M,
pH 8,2 contendo CaCl, 20 mM

+
500 pl da solugéo de D,L-BApNA (1,2 x 10 M)
l

Leu-se a absorvancia a 410 nm durante 5 minutos

Figura 8 — Fluxograma do protocolo usado na determinacdo da atividade de
tripsina na presengca de extratos protéicos de sementes e de
farinhas de soja.
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Durante a reagao, a concentracdo de enzima foi de 1,39 x 10° M e de
substrato foi de 4,0 x 10 M. O volume de extrato utilizado nas analises, 150 pl,
ajustou-se na faixa linear para todos os materiais analisados.

Os resultados foram convertidos em mg tripsina pura inibida por g de

proteina por meio da equacgao (KAKADE et al, 1974):

AXxB
Cx1.000xP

mg de tripsina inibida / g de proteina =

Em que:

A = absorvancia do controle enzimatico (410 nm) — absorvancia da
solucéo contendo extrato protéico (410 nm)

B = fator de corre¢ado da amostra;

C = fator de tripsina. Esse fator corresponde a absorvancia em 410 nm
do produto da atuagcdo de 1 pg de tripsina sob o substrato D,L-
BapNA da uma leitura a 410 nm de 0,019, nas condigdes do
ensaio (KAKADE et al, 1974).

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

Determinagao da atividade de quimotripsina: A determinagao da atividade
de quimotripsina na presenga dos extratos protéicos das sementes e das
farinhas de soja foi feita pelo método descrito por ERLANGER et al (1961).
Para o procedimento analitico, foram pipetados 150 ul de extrato ou 150 pul de
tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, no caso do controle da enzima; 400 ul de
tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2; e 50 ul da solugéo de quimotripsina em um tubo
de ensaio. A mistura foi incubada por cinco minutos a temperatura ambiente.
Apébs esse periodo, 500 ul dessa mistura foram retirados e transferidos para
outro tubo, ja contendo 500 ul de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, com 5% de
dimetilformamida e 500 ul da solugdo de L-BTpNA. A mistura foi agitada
rapidamente e foi feita a leitura da absorvancia em espectrofotémetro a 410 nm
durante cinco minutos (Figura 8). Cada amostra foi analisada em triplicata.
Determinou-se a diferenca de absorvancia a 410nm, entre os testes e

os respectivos controles. Nessas condi¢cbes de incubacido a liberacdo de p-
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nitroanilida foi linear com o tempo.

A atividade da quimotripsina foi determinada pela hidrélise do substrato
L-BTpNA, sob condi¢gdes controladas. Durante a hidrolise, o produto p-
nitroanilida liberado foi determinado espectrofotometricamente em 410 nm,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 8.800 M".cm™ (ERLANGER et al,
1961). A metodologia empregada para a analise da inibicdo de quimotripsina

esta representada no fluxograma mostrado na Figura 9.

150 pl de extrato ou 150 ul de tampéao Tris HCI 0,1 M,
pH 8,2 para o controle da enzima

+

400 ul de tampéo Tris HCI 0,1 M, pH 8,2
+
50 ul solugéo de quimotripsina bovina (1,52 x 10° M)
l
Agitagao e incubagao por 5 minutos a temperatura ambiente

\J

500 pl dessa solugao foram adicionadas a 500 pl de tampéo Tris-HCI
com 75 pl de dimetilformamida

+
500 pl da solugéo de L-BTpNA (1,2 x 10 M)
l

Leu-se a absorvancia a 410 nm durante 5 minutos

Figura 9 — Fluxograma do protocolo usado na determinagcédo da atividade da
quimotripsina em extratos obtidos de sementes e de farinhas

A concentragao de enzima e de substrato durante a reacgéo foi de 1,27

x 10° M e 4,0 x 10™° M, respectivamente.
Os resultados foram convertidos em mg de quimotripsina pura inibida

por g de proteina, de acordo com a formula abaixo :

mg de quimotripsina inibida / g de proteina = Cx1000xP
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Em que:

A = absorvancia do padréao (410nm) — absorvéancia da amostra (410nm)
(corrigida pela absorvancia do branco da amostra);

B = fator de corre¢ao da amostra;

P = concentragcdo em g/g de proteina determinada nas amostras;

C = fator de quimotripsina. Esse fator corresponde a absorvancia em
410 nm do produto da atuagdo de 1 ug de quimotripsina sob o
substrato L-BTpNA da uma leitura a 410 nm de 0,013, nas
condi¢gdes do ensaio (KAKADE et al, 1974).

3.4. Detecgao da atividade hemaglutinante das sementes e das farinhas

de soja

Para determinacédo da atividade hemaglutinante nas sementes e nas
farinhas de soja foi utilizado sangue de coelhos como fonte de hemacias, com
base no conhecimento de que lectinas de soja tem capacidade de aglutinar
hemacias (HERZIG et al, 1997).

Os extratos protéicos de farinhas e de sementes foram obtidos
extraindo-se 100 mg da amostra (farinha ou semente) adicionou-se 15 mL de
NaCl 0,15 M contendo MnCl, 5 mM e CaCl, 5 mM. Essa suspenséao ficou sob
agitacado por trés horas para extracdo das lectinas. A seguir, as suspensdes
foram centrifugadas a 10.000 x g por 20 minutos a 7°C (MONTEIRO et al,
1998). Do sobrenadante foram retiradas aliquotas em duplicata e feitas
diluicbes em séries em placas de ELISA, de 1:9 até 1:99 para extratos de
sementes e de 1:5 a 1:80 para extratos de farinhas. A essas diluicdes foram
adicionadas 40 ul de uma suspensdo de hemacias a 2%. A mistura foi
incubada por 2 horas a temperatura ambiente. A aglutinagéo positiva foi
determinada a olho nu. Controles para hemaglutinagdo das farinhas foram
realizados pela incubacdo de hemacias com NaCl 0,15 M e PBS 0,01 M
(GOLDSTEIN e PORETZ, 1986). Os controles na hemaglutinagdo das
sementes foram feitos utilizando-se duas variedades supostamente com

presenca de lectinas (CAC) e outra com auséncia de lectina (Columbia).
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A suspensdo de hemacias a 2% foi obtida de sangue de coelho, da
seguinte forma: em um tubo contendo 6 mL de PBS (0,01 M, pH 7,4) gelado, foi
adicionado 2 mL de sangue. Em seguida, essa solugao foi centrifugada a 3.000
x g por 10 min a temperatura ambiente. Eliminou-se o sobrenadante e utilizou-
se 0 precipitado. Adicionou-se ao precipitado 6 mL o tampado PBS e
centrifugou-se novamente, descartando-se o sobrenadante. Esse procedimento
foi repetido mais duas vezes com o objetivo de lavar as hemacias. Ao final,
obteve-se a suspensao de hemacias. Dessa suspensao retirou-se 0,2 mL e o

volume foi completado para 10 mL de tampé&o PBS 0,01 M, pH 7,4.

3.5. Determinagao do teor de proteina nas sementes de soja

A determinacéo do teor de proteina nas sementes de soja foi feita pelo
método semimicro Kjeldhal, segundo (A.O A.C, 1984). No calculo de conversao

do nitrogénio em proteinas foi utilizado o fator 6,25.

3.6. Caracterizacao fisico-quimica das farinhas de soja integrais

A determinagao do teor de proteina, nas farinhas de soja e nas dietas
utilizadas no ensaio bioldgico, foi realizada pelo método semimicro Kjeldhal,
usando-se o fator 6,25 para conversao do teor de N em teor de proteina.

O teor de lipidios foi determinado conforme procedimento descrito pelo
INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985), em aparelho extrator tipo Soxhlet. A
andlise se baseou na extragao da fracao lipidica com éter de petréleo. Apds a
extracdo e remogao do solvente, determinou-se gravimetricamente a
quantidade de lipideos presente.

Para a determinacdo do teor de umidade utilizou-se o método da
secagem em estufa com circulagdo de ar a 105°C, até que o produto manteve
0 seu peso constante, conforme descrito pela ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALITICAL CHEMISTS — AOAC (1984).

O teor de cinzas foi determinado por meio da calcinagdo da amostra
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em mufla entre 550 a 600°C por seis horas, segundo método descrito pela
AOAC (1984).

As concentragdes de carboidratos foram obtidos por diferenca em
relagcdo aos demais componentes, ou seja, ao valor 100 foi subtraido a soma

dos valores obtidos para proteinas, lipidios, umidade e cinzas.

3.7. Avaliagao bioldégica das farinhas de soja

As farinhas de soja integrais derivadas dos quatro genoétipos para
presenca de LOX e/ou KTI foram utilizadas como fonte de proteina nas dietas
experimentais.

A avaliacdo da qualidade protéica das dietas experimentais foi
conduzida por meio de ensaios bioldgicos, durante 14 dias, utilizando-se 36
ratos machos, raga Wistar, recém desmamados com 23 dias de idade.

Os animais foram divididos em grupos de seis, de modo que a média
dos pesos entre os grupos nao excedesse 10 gramas, conforme recomendacéo
da AOAC (1984), e foram distribuidos em gaiolas individuais, onde receberam
agua e alimento “ad libitum”, durante o periodo experimental.

A composicao das dietas foi baseada na dieta AIN-93G (REEVES et al,
1993), porém com teor de proteina de 9 a 10%, conforme Quadro 1. Apds o
preparo, determinou-se o teor de proteina de cada dieta, pelo método
semimicro Kjeldhal, com amostras em triplicata (AOAC, 1984). A composicéo
das misturas de vitaminas e de minerais estd mostrada nos Quadros 2 e 3,
respectivamente.

Os animais foram mantidos nas dietas experimentais durante 14 dias.
Neste periodo, determinaram-se digestibilidade verdadeira, PER (Coeficiente
de Eficiéncia Protéica), NPR (Razdo Protéica Liquida) e NPU (Utilizagdo

Protéica Liquida).
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Quadro 1 — Composigéo das dietas experimentais utilizadas no ensaio biologico (g/100g de mistura)

: Dietas
Ingredientes Aprotéica Caseina D1 D2 D3 D4
Caseina - 17,28 - - - -
Farinha de soja - - 33,57 37,19 34,17 36,03
Amido dextrinizado 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2
Sacarose 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Fibra 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Mistura mineral 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura Vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Cloreto de colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Amido de milho 59,75 42,47 26,18 22,56 25,58 23,72
% de proteina Nd 9,54 9,56 9,26 9,74 9,96

Fonte: REEVES et al (1993).

D1 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, sem KTI,
D2 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, com KTI,
D3 - dieta de farinha de soja integral com LOX, sem KTI,
D4 - dieta de farinha de soja integral com LOX, com KTI.



Quadro 2- Mistura vitaminica utilizada nos experimentos

Vitaminas g/kg de mistura
Acido nicotinico 3,0
Pantotenato de calcio 1,6
Piridoxina HCI (B6) 0,7
Tiamina HCI (B1) 0,6
Riboflavina (B2) 0,6
Acido félico 0,2
D-biotina 0,02
Cianocobalamina (B12) 2,5
DL-alfa tocoferol acetato (E) 15,0
Retinil palmitato (A) 0,8
Colecalciferol (D) 0,25
Menaquinona (K) 0,075
Sacarose g.S.p.

Fonte: REEVES et al (1993).

Quadro 3 — Mistura salina utilizada nos experimentos com ratos

Sais minerais g/Kg de mistura

Elementos Minerais Essenciais
Carbonato de célcio anidro (40,04% Ca) 357,0
Fosfato de potassio monobasico (22,76% P; 23,73% K) 196,0
Citrato de potassio, tri-potassio, (36,16% K) 70,78
Cloreto de sodio (39,34% Na; 60,66% Cl) 74,0
Sulfato de potassio (44,87% K; 18,39% S) 46,6
Oxido de magnésio (60,32% Mg) 24,0
Citrato férrico (16,5% Fe) 6,06
Carbonato de zinco (52,14% Zn) 1,65
Carbonato de manganés (47,79% Mn) 0,63
Carbonato cuprico (57,47% Cu) 0,3
lodato de potassio (59,35 [) 0,01
Selenato de sodio anidro (41,79% Se) 0,01
Paramolibdato de amonio (54,34% Mo) 0,01

Elementos Minerais Potencialmente Benéficos
Meta Silicato de Sédio 9 hidrato (9,88% Si) 1,45
Sulfato de Cromo e Potassio (10,42% Cr) 0,27
Cloreto de Litio (16,38% Li) 0,02
Acido Bérico (17,5% B) 0,08
Fluoreto de Sodio (45,24% F) 0,06
Carbonato de Niquel (45% Ni) 0,03
Vanadato de Aménio (43,55% V) 0,01
Sacarose g.S.p.

Fonte: REEVES et al (1993).
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Para o calculo da digestibilidade, as dietas foram marcadas com o6xido
de cromo a 0,1% e as fezes coletadas do 7° ao 14° dia do experimento, sendo
acondicionadas em recipientes individuais e mantidas sob refrigeragdo. Apés o
periodo de coleta, as fezes foram secas em estufa com circulacdo de ar, a
105°C durante 24 horas. Em seguida, foram resfriadas, pesadas e moidas em
moinho de navalha para determinag&o do teor de nitrogénio. Para este fim, foi
utilizado o método semimicro Kjeldhal das amostras em ftriplicatas, segundo
AOAC (1984).

A determinacéo da digestibilidade verdadeira foi possivel pelo emprego
de um grupo de seis animais com dieta aprotéica. O calculo foi feito de acordo
com a seguinte férmula:

p = ZEFO 100

I
em que:

D = digestibilidade;

| = nitrogénio ingerido pelo grupo com dieta teste;

F = nitrogénio fecal do grupo com dieta teste; e

FK = nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

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

formula:

NPR = ganho de peso (g) do grupo teste + perda de peso (g) do grupo aprotéico
proteina consumida (g) pelo grupo teste

O PER foi determinado tomando-se o ganho de peso do grupo teste
em relagdo ao consumo de proteina do grupo teste. Para isto, foi utilizada a

seguinte formula:

PER = ganho de peso (g) do grupo teste
proteina consumida (g) pelo grupo teste
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Com relagdo ao NPU, a determinacéo foi feita pelo método da carcacga,
segundo MILLER e BENDER (1955) no 14° dia do experimento.

Os animais foram sacrificados em dessecador, contendo éter etilico.
Em seguida, foram abertos e as carcagas, colocadas em recipientes de
aluminio para secar. Apos o periodo de 24 horas de secagem em estufa a
105°C, com circulacio de ar, as carcagas foram resfriadas, pesadas, trituradas,
desengorduradas em extrator Soxhlet, durante 4 a 5 horas com éter de
petroleo, e pulverizadas em liquidificador para determinacdo do teor de
nitrogénio, retido na carcaca. Para isto, foi utiizado o método semimicro
Kjeldhal das amostras em triplicatas (AOAC, 1984).

No calculo do NPU, foi utilizada a seguinte formula:

NPU = g x 100
em que:
B = nitrogénio corporal dos animais em dieta-teste;
BK = nitrogénio corporal dos animais em dieta aprotéica; e

| = nitrogénio ingerido pelo grupo teste.

3.8. Determinagcao do escore quimico corrigido pela digestibilidade da
proteina (PDCAAS)

A determinagdo do escore quimico corrigido pela digestibilidade
(PDCAAS) foi realizada nas farinhas de soja. Os valores de PDCAAS tém sido
considerados um parametro recomendado pela FAO (1991) para avaliar a
qualidade da proteina em humanos (SARWAR, 1997). Para o calculo do
PDCAAS, procedeu-se da seguinte forma:

= Determinou-se o teor de nitrogénio;

» Calculou-se o conteudo protéico (N x 6,25);

» Determinou-se o perfil de aminoacidos;

= Determinou-se o escore de aminoacidos, como se segue (a proteina de
referéncia utilizada foi o requerimento de aminoacidos para criancas de
2 a 5 anos conforme FAO/WHO,1985):
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Escore de _ mg do aminoacido essencial por g da proteina-teste
aminoacido mg do aminoacido essencial por g da proteina de referéncia

» Determinou-se a digestibilidade por ensaio bioldgico, conforme descrito
anteriormente.
= Calculou-se o PDCAAS multiplicando-se o escore mais baixo de

aminoacido essencial pela digestibilidade da proteina.

Convencionou-se que a proteina cujo PDCAAS for igual ou superior a
1,0 é considerada de boa qualidade (HENLEY e KUSTER, 1994).

Para se obter o perfil aminoacidico, as farinhas de soja foram
submetidas a hidrélise acida com HCI 6 N a 110 °C por 22 horas para
determinacdo dos aminoacidos com excecdo do triptofano e aminoacidos
sulfurados, segundo metodologia descrita por AOAC (1990). Para recuperagéo
dos aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) as amostras foram oxidadas
com acido perférmico e depois hidrolisadas com HCI 6N. Posteriormente, as
amostras hidrolisadas foram filtradas e injetadas em aparelho previamente
calibrado com padrdo externo. A determinacdo foi feita por cromatografia
liqguida de alto desempenho (HPLC). O principio da detecgdo dos aminoacidos
foi por derivatizagdo dos aminoacidos com ninidrina, formando um complexo
colorido que foi quantificado espectrofometricamente a 440 nm (leitura da
prolina) e 580 nm (para leitura dos demais aminoacidos). O aparelho utilizado
foi o Amino Acid Analyzer, modelo Hitachi L-8500 A, exclusivo para analises de

aminoacidos.

3.9. Delineamento estatistico

Procedeu-se a andlise estatistica (ANOVA), para determinagdo do
valor de “F”. Para “F” significativo, utilizou-se o teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, para comparagao entre as médias. A dispersdo da meédia foi

expressa nas tabelas de resultados como desvio-padrdo da média.

36



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagcao da matéria prima por SDS-PAGE

A Figura 10 mostra os resultados da eletroforese SDS-PAGE dos
extratos protéicos obtidos de sementes e das farinhas de soja integrais

utilizadas no presente trabalho.
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Figura 10 — Analise de KTI por eletroforese SDS-PAGE em sementes de soja e
farinha de soja integral. Da esquerda para a direita as canaletas
mostram a composicao polipeptidica das sementes sem KTl e sem
LOX (S4), com KTl e sem LOX (Sz), sem KTl e com LOX (S3) e
com KTl e com LOX (S4). Na sequéncia, as canaletas mostram a
composicao polipeptidica das farinhas integrais obtidas de graos
de soja de linhagens sem KTl e sem LOX (FS1), com KTl e sem
LOX (FS3), sem KTl e com LOX (FS3) e com KTl e com LOX (FSy).

Pode ser observado na Figura 10 que houve confirmagdo dos
genodtipos das sementes e das farinhas utilizadas no presente trabalho para
presenca de LOX e/ou KTI.
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4.2. Caracterizagcao das farinhas com relagao a sua composi¢cao quimica

centesimal

O Quadro 4, apresenta o resumo da composi¢ao quimica centesimal
das farinhas de soja integrais utilizadas neste trabalho. Pode ser observado
que o teor de proteina variou de 38 a 42%, lipidios de 21 a 23%, umidade de
10 a 12%, cinzas de 6 a 7% e carboidratos de 17 a 20%.

Quadro 4 —Composi¢cao quimica centesimal das farinhas de soja integrais

(g/1009)
Amostras Umidade Lipidios Cinzas  Proteinas Carboidratos
FS1 11,22 21,10 6,45 42,44 18,77
FS2 11,73 22,61 6,72 38,32 20,62
FS3 10,54 22,86 7,05 41,70 17,85
FS4 12,81 23,74 6,54 39,55 17,36

FS1 = farinha de soja LOX KTI
FS2 = farinha de soja LOX KTI"
FS3 = farinha de soja LOX" KTI’
FS4 = farinha de soja LOX" KTI"

Os valores mostrados no Quadro 4 caracterizam uma farinha de soja
integral e estdo de acordo com os valores médios encontrados por LIMA et al
(1999) para farinha de soja com teor de proteina = < 45%.

4.3. Caracterizagao das sementes e das farinhas integrais de soja para

presenca de inibidores de proteases (KTl e BBI)

Foram estimados os teores de inibicdo triptica e quimotriptica nas
sementes e nas farinhas de soja integrais derivadas pela analise desses
inibidores em extratos protéicos. Nessas analises utilizou-se o método de
inibicdo da atividade de tripsina e quimotripsina na presenga dos seus
respectivos substratos, de acordo com metodologia citada por ERLANGER et
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al (1961).
Os conteudos estimados de inibicdo de tripsina expresso em mg de

tripsina inibida por grama de proteina das sementes e das farinhas estdo

mostrados no Quadro 5 e na Figura 11.

Quadro 5 - Inibigdo da tripsina por extratos protéicos obtidos de sementes e de
farinhas de soja

Semente Farinha de soja
Extratos mg de tripsina inibida por mg de tripsina inibida por
g de proteina’ g de proteina’
1 (LOX KTI) 82,14 + 4,19° B® 115,25 + 11,47 B®
2 (LOX KTI™) 171,06 + 1,40 A 158,47 + 2,16 A
3 (LOX" KTI) 101,82 £3,16 B 117,72 £2,62 B
4 (LOX" KTI™) 169,50 £ 0,31 A 147,70 £ 7,38 A

' O contetdo de proteinas foi determinado nas sementes e nas farinhas pelo
método semicro Kjeldhal.

2 Valores sdo média + desvio padrao.

3 As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas n&o diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

180
= 160
Er i
© =
28 100
£ g 80 O Semente
£3 60 B Farinha de Soja
g 40
T 20

0

1 2 3 4

Extratos protéicos

Figura 11 — Teores estimados de inibidores de tripsina (mg/g proteina) para
extratos protéicos de sementes e de farinhas de soja. Extrato
protéico 1 - sem LOX e sem KTI, extrato protéico 2 - sem LOX e
com KTI, extrato protéico 3 - com LOX e sem KTI e extrato protéico
4 - com LOX e com KTI.
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Pode ser observado no Quadro 5 e na Figura 11 que extratos protéicos
obtidos de sementes e das farinhas sem KTI (1 e 3) apresentaram os menores
valores de inibicdo de tripsina comparados com os valores dos extratos de
sementes e das farinhas com KTl (2 e 4) e, ndo diferiram estatisticamente entre
si, mas diferiram dos demais. Observa-se também que a inibicado triptica dos
extratos protéicos das sementes e das farinhas 2 e 4 foi maior, porém nao
diferiram estatisticamente entre si.

Conforme mostra os resultados do Quadro 5 tanto as sementes como
as farinhas derivadas de linhagens com auséncia de KTI (1 e 3) apresentaram
inibicdo triptica. Portanto, ja que nessas linhagens foi eliminado geneticamente
KTI, esses valores estimados encontrados para inibicdo de tripsina
possivelmente possam ser devido a presenca dos inibidores BBI , que estao
livres para exercer inibigdo sobre as proteases, ou seja, o KTl quando presente
ele ganha a competicao pela inibicdo das proteases por ser uma molécula bem
maior que o BBI, e quando o BBI esta sozinho ndao ha competicdo entre
inibidores. Porém, ndo se exclui a possibilidade da ocorréncia, nos extratos
protéicos, de compostos que, possivelmente, estdo ativos e causam inibigao de
tripsina como fitatos e taninos (DOMAGALSKI et al, 1992).

Os resultados apresentados no Quadro 5 mostram também que os
valores estimados de inibigao triptica variaram de cerca de 80 a 170 mg de
tripsina inibida por g de proteina nas sementes. Esses valores estdo proximos
aos valores encontrados por KAKADE et al (1974), que analisaram a presencga
de inibidores de proteases em 108 cultivares de soja e obtiveram valores que
variaram de 35 a 123 mg de tripsina inibida por g de proteina nos extratos.

A inibicao triptica estimada nas farinhas de soja integrais de linhagens
com KTI (2 e 4) foram em média 155 mg de tripsina inibida por g de proteina
(Quadro 5). Esses valores estdo acima daqueles encontrados por RACKIS et
al (1986) para farinha de soja desengordurada crua que foi de 83 mg tripsina
inibida/g proteina. Porém, fica dificil a comparagéo entre esses dados por se
tratarem de produtos resultantes de matérias-prima e processamentos
diferentes. Os valores estimados para inibidores de proteases no presente
trabalho também estdo acima dos encontrados por LIENER (1995) para farinha
de soja crua que foi de 52,1 mg de inibidor de tripsina/g de amostra, porém no

presente trabalho o resultado foi expresso em mg de inibidor de tripsina/g de
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proteina.

Da mesma forma os niveis de inibicdo de quimotripsina foram obtidos
em extratos de sementes e das farinhas de soja. Os niveis de inibigdo
quimotriptica expresso em mg de quimotripsina inibida por g de proteina das

sementes e das farinhas estdo mostrados no Quadro 6 e na Figura 12.

Quadro 6 - Inibicdo da quimotripsina por extratos protéicos obtidos de
sementes e de farinhas de soja

Semente Farinha de soja
Extratos mg quimotripsina inibida mg quimotripsina inibida
por g de proteina’ por g de proteina’
1 (LOX KTI) 12,45 + 3,04% B® 9,24 +1,21°B®
2 (LOX KTI) 45,02+ 1,05A 18,37 £ 0,58 A
3 (LOX" KTI") 11,30+ 1,33 B 10,15+ 0,66 B
4 (LOX" KTI") 43,50 £ 0,69 A 19,47 £+ 0,48 A

' O conteudo de proteinas foi determinado nas sementes e nas farinhas pelo
método semicro Kjeldhal.

2 Valores sdo média + desvio padrao.

3 As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

O Semente
[ Farinha de Soja

quimotripsina
inibida (mg) /
g de proteina

1 2 3 4

Extratos protéicos

Figura 12 — Teores estimados de inibidores de quimotripsina (mg/g proteina)
para extratos protéicos de sementes e de farinhas de soja. Extrato
protéico 1 - sem LOX e sem KTI, extrato protéico 2 - sem LOX e
com KTI, extrato protéico 3 - com LOX e sem KTI e extrato protéico
4 - com LOX e com KTI.
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Pode ser observado no Quadro 6 e na Figura 12 que extratos protéicos
das sementes e das farinhas sem KTI (1 e 3) apresentaram os menores valores
de inibicdo de quimotripsina comparado aos extratos com KTl (2 e 4) e néo
diferiram estatisticamente entre si. O nivel de inibidores de quimotripsina dos
extratos protéicos de sementes com KTl (2 e 4 no Quadro 6) foram maiores e
nao diferiram estatisticamente entre si.

Observa-se no Quadro 6 que quimotripsina inibida (mg/g proteina) em
extratos de sementes sem KTI (cerca de 12 mg/g) foram bem inferiores aos
obtidos para extratos de sementes com KTI (em torno de 45 mg/g). Isto sugere
que linhagens sem KTI apresentam também baixos niveis de BBI ou de outros
fatores que inibem quimotripsina.

Os valores estimados para inibicdo de quimotripsina em extratos das
farinhas sem KTI foram cerca de 10 mg/g proteina e para extratos das farinhas
com KTI esses valores foram em torno de 19 mg/g proteina (Quadro 6). Esses
valores foram superiores ao valor encontrado por FRIEDMAN et al (1991) para
farinha de soja aquecida a 121°C em autoclave por 10 min que foi de 4,2 mg de
quimotripsina inibida / g de proteina No entanto, os valores maiores
encontrados no presente trabalho podem ser explicados pelo menor bindmino
tempo x temperatura aplicados durante o processo de obtencéo das farinhas.

Ainda de acordo com o Quadro 6, observa-se que os valores de
quimotripsina (mg/g proteina) de extratos das farinhas de linhagens com KTI (2
e 4) e das farinhas de linhagem sem KTI (1 e 3) estdo bem abaixo dos valores
encontrados por BRANDON et al (1991) para farelos provenientes de linhagem
com e sem KTI, que foram de 144 e 113 unidades de inibidor de
quimotripsina/g de proteina. Estes autores consideraram tais valores elevados,
levando-se em consideracdo que a inibicdo é promovida apenas por BBI. No
entanto, atribuem a alta inibicdo de quimotripsina encontrada a presenca de
inibidores ndo especificos da enzima nos farelos de soja analisados, como
fitatos e taninos (DOMAGALSKI et al, 1992).

Conforme mostra a Figura 12 os teores estimados de inibicdo de
quimotripsina dos extratos protéicos de sementes com KTI foram bem
superiores aos encontrados para os respectivos extratos das farinhas (2 e 4).
Esses menores teores estimados de inibicdo de quimotripsina encontrados nas

farinhas 2 e 4 demonstram que o BBl e/ou outros fatores que inibem
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quimotripsina, presentes na semente, foram parcialmente inativados pelo
tratamento térmico aplicado no processo de obtenc¢do das farinhas. Segundo
LIENER (1995), uma maior inativagdo do BBl em comparagédo com o KTI, pode
ser explicada pela formacao de pontes de enxofre entre residuos de cisteina do
BBl com cisteina da matriz protéica da soja. Esta reacdo € acelerada pelo

calor.

4.4. Deteccgao da atividade hemaglutinante

As Figuras 13 e 14 mostram os resultados obtidos da atividade
hemaglutinante determinada em sementes e nas farinhas de soja. Na Figura 13
encontram-se os valores da atividade hemaglutinante de extratos de sementes
de soja derivadas de linhagens sem LOX e sem KTI (pogos A), sem LOX e com
KTI (pogos B), com LOX e sem KTI (pogos C) e com LOX e com KTI (pogos D).
A Figura 14 corresponde aos extratos protéicos de farinhas de soja de
linhagens sem LOX e sem KTI (pogos A), sem LOX e com KTI (pogos B), com
LOX e sem KTI (pogos C) e com LOX e com KTI (pogos D).

A atividade de lectina €, normalmente, medida pela técnica de diluicdo
em série, no qual o ponto final é determinado visualmente ou
espectrofotometricamente. A atividade é expressa como sendo a menor
concentragdo de lectina (maior diluicdo) necessaria para aglutinar células
vermelhas do sangue de animais. Para deteccéo da atividade de lectina de

soja, sangue de coelho tem se mostrado o mais sensivel (LIU, 1997).
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Figura 13 —Deteccdo da atividade hemaglutinante de sementes de soja. Nas
linhas da placa de Elisa encontram-se as amostras com suas
respectivas repeticbes, ou seja, extratos protéicos obtidos de
sementes sem LOX e sem KTI (A e Ap), extratos protéicos obtidos
de sementes sem LOX e com KTI (B4 e B), extratos protéicos
obtidos de sementes com LOX e sem KTI (Cq e Cy) e extratos
protéicos obtidos de sementes com LOX e com KTI (D4 e D). Nas
colunas encontram-se as diluicbes das amostras que foi de 10x a
100x. Nas duas ultimas colunas estdo os controles negativo com a
variedade Columbia e positivo com variedade CAC, sendo que nas
respectivas linhas se encontram as diluigdes de 10x a 80x.
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Figura 14 — Deteccao da atividade hemaglutinante em farinhas de soja. Nas
linhas da placa de Elisa encontram-se as amostras com suas
respectivas repeticbes, ou seja, extratos protéicos obtidos de
farinhas sem LOX e sem KTI (A1 e Ap), extratos protéicos obtidos
de farinhas sem LOX e com KTI (B4 e By), extratos protéicos
obtidos de farinhas com LOX e sem KTI (C; e C;) e extratos
protéicos obtidos de farinhas com LOX e com KTI (D4 e Dy). Nas
colunas se encontram as diluicbes das amostras que foi de 6x a
81x, sendo que nas ultimas colunas encontram-se os controles
(hemacias + PBS)
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 13, extratos de
sementes de soja deram reagdo de hemaglutinagdo positivas para todas as
diluicbes desde 1:90 até 1:99, o que era esperado pois as sementes nao
sofreram nenhum tipo de tratamento térmico e as lectinas estao ativas.

Conforme mostra os resultados apresentados na Figura 14, extratos de
farinhas de soja deram reagdes negativas para todas as dilui¢des (1:5 a 1:80),
0 que comprova a facilidade de inativacdo das lectinas pelo calor, pois,
tratamento térmico de apenas 89°C por 5 minutos,aplicado no processamento
das farinhas, foi suficiente para inativar as lectinas presentes. Esse resultado
esta de acordo com GRANT et al (1997) e CALDERON de la BARCA et al
(1991), que relatam que graos de soja possuem lectinas que s&o facilmente
inativadas pelo calor.

4.5. Determinacgao da qualidade protéica das farinhas de soja

4.5.1. NPR, NPU e PER

A qualidade protéica das farinhas foi determinada através de ensaios
biolégicos com ratos, por meio de NPR, NPU, PER e a digestibilidade
verdadeira.

As realizagdes de bioensaios sd&o importantes porque mostram
essencialmente a medida de aminoacidos limitantes utilizaveis pelo animal, ou
seja, a biodisponibilidade dos aminoacidos das proteinas dos alimentos
(McLAUGULAN e KEITH, 1975).

Observa-se no Quadro 7 os valores encontrados para NPR relativo a

caseina que variaram de 49 a 56% para as dietas a base de farinha de soja.
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Quadro 7 — Valores de NPR das dietas de caseina e das farinhas de soja
determinados em experimentos com ratos

Dieta NPR* RNPR (%)**
Caseina 4,44+ 019 A 100,00
D1 2,34+0.24 B 52,70
D2 2,27 +£0.23 B 51,13
D3 2,52+0.27B 56,76
D4 2,21+0458B 49,77

* As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

** RNPR = NPR relativo.

D1 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, sem KTI,

D2 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, com KTI,

D3 - dieta de farinha de soja integral com LOX, sem KTI,

D4 - dieta de farinha de soja integral com LOX, com KTI.

De acordo com os resultados apresentados no Quadro 7, observa-se
que houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos valores
de NPR da dieta com caseina das demais dietas e ndo houve diferenca
significativa entre os valores de NPR das dietas a base de farinha de soja. Isto
demonstra que a qualidade da proteina da farinha de soja é inferior a caseina
para promover crescimento e manutencao de peso de ratos.

Os valores de NPR relativos para as farinhas integrais de soja
encontrados neste trabalho (Quadro 7), foram superiores aos valores
encontrados por BUASSI et al (1983) para farinha de soja integral que foi de
40,85% em relagao ao da caseina.

No Quadro 8 encontram-se os valores de PER e de PER relativo para

as dietas a base de caseina e das farinhas de soja.
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Quadro 8 — Valores de PER das dietas de caseina e das farinhas de soja
determinados em experimentos com ratos

Dieta PER* RPER (%)**
Caseina 3,76 £0.21 A 100,00
D1 1,25+ 0.27 B 33,24
D2 1,16 £0.32B 30,85
D3 1,49+0.35B 39,63
D4 1,33+£0.45B 35,37

* As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

** RPER = PER relativo.

D1 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, sem KTI,

D2 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, com KTI,

D3 - dieta de farinha de soja integral com LOX, sem KTI,

D4 - dieta de farinha de soja integral com LOX, com KTI.

De acordo com os resultados apresentados no Quadro 8, observa-se
que houve diferenca significativa entre os valores de PER da dieta com caseina
das demais dietas e ndo houve diferenga significativa entre os valores de PER
das dietas a base de farinha de soja. Esse fato demonstra que a qualidade da
proteina da farinha de soja é inferior a caseina para promover crescimento dos
animais pois, PER estima quanto da proteina ingerida é usada para promover
crescimento do animal. No Quadro 8 observa-se que os valores de PER
relativo para as dietas, tendo como fonte de proteina farinha de soja, variaram
de 30,85 a 39,63%, sendo que o valor de PER para a dieta a base de caseina
foi de 3,76. Esses valores sao inferiores aos encontrados por RACKIS et al
(1985), que foi de 47,28% para dieta a base de farinha de soja desengordurada
crua em experimentos com ratos. No entanto fica dificil a comparagéao ja que no
presente trabalho foi utilizada farinha de soja integral.

De acordo com os valores encontrados nos Quadros 7 e 8, nota-se que
os valores de PER relativo foram inferiores aos valores de NPR relativo, o que
demonstra que a proteina da farinha de soja presta-se melhor para
manutengdo do peso dos ratos do que para promover o crescimento dos
mesmos.

No Quadro 9 se encontram valores de NPU para as dietas a base de
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caseina e das farinhas de soja bem como os valores de NPU relativo.

Quadro 9 — Valores de NPU das dietas de caseina e das farinhas de soja
determinados em experimentos com ratos

Dieta NPU* RNPU (%)™
Caseina 70,57 + 3,53 A 100,00
D1 38,06 £ 9,05 B 53,93
D2 34,73+ 2,30 B 49,21
D3 36,52+ 5,74 B 51,75
D4 31,25+ 6,14 B 44,28

* As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

** RNPU = NPU relativo.

D1 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, sem KTI,;

D2 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, com KTI,

D3 - dieta de farinha de soja integral com LOX, sem KTI,

D4 - dieta de farinha de soja integral com LOX, com KTI.

De acordo com os resultados apresentados no Quadro 9, pode ser
observado que houve diferencga significativa entre os valores de NPU da dieta
de caseina das demais dietas e, que nao houve diferenga significativa entre os
valores de NPU das dietas a base de farinha de soja. Esse resultado
demonstra que a qualidade da proteina das farinhas de soja € inferior a
caseina para promover sintese protéica pois, NPU mede o quanto da proteina
ingerida fica retida no organismo. A proteina da soja apresenta deficiéncia em
alguns aminoacidos essenciais, resultando em uma eficiéncia inferior para
sintese protéica comparado a caseina, que € uma proteina que possui todos
aminoacidos essenciais em quantidades adequadas.

No Quadro 9 observa-se também que os valores de NPU relativo para
as dietas das farinhas de soja variaram de 44,28 a 53,93% e o NPU para a
dieta de caseina foi de 70,57. Esses valores sao superiores ao valor
encontrado por MORALES de LEON et al (1985) para grdaos de soja
descascados e crus que foi de 36,7%. Também foram superiores ao valor de
NPU relativo encontrado por GUTIERREZ et al (1987) para dieta contendo

mistura de sorgo e soja moida na proporgao de 70:30, que foi de 34,22%.
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Observou-se que os resultados obtidos para PER, NPR e NPU
(Quadros 7, 8 e 9) nédo foram estatisticamente diferentes entre as farinhas
derivadas de linhagens com presenca e auséncia de KTI. Isso indica que a

auséncia de KTI ndo alterou a qualidade protéica da farinha de soja.

4.5.2. Digestibilidade in vivo

Os valores da digestibilidade “in vivo” para as dietas a base de caseina
e das farinhas de soja encontrados, no presente trabalho, estdo expressos no
Quadro 10.

Quadro 10 — Valores de digestibilidade das dietas de caseina e das farinhas de
soja determinados em experimentos com ratos

Dieta Digestibilidade* R Digestibilidade**
(%)

Caseina 97,96 £ 0.41 A 100,00

D1 90,59+1.93B 92,48

D2 87,98 £0,56 C 89,81

D3 91,50+1,30 B 93,40

D4 86,36 £ 0,89 C 88,16

* As médias ,dentro da mesma coluna, seguidas pelas mesmas letras néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05);

** R = digestibilidade relativa em %.

D1 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, sem KTI,

D2 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, com KTI,;

D3 - dieta de farinha de soja integral com LOX, sem KTI,

D4 - dieta de farinha de soja integral com LOX, com KTI.

A medida da digestibilidade indica o quanto das proteinas séo
hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas pelo organismo
(BRESSANI e ELIAS, 1983), constituindo o primeiro fator que afeta a eficiéncia
da utilizagdo protéica da dieta. Quando certas ligagbes peptidicas ndo séo
hidrolisadas no processo digestivo, parte da proteina é excretada nas fezes, ou
metabolizada pelos microrganismos do intestino grosso (SGARBIERI, 1987).

O Quadro 10 mostra que a digestibilidade da dieta de caseina foi
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superior (97,96) e estatisticamente diferente, a nivel de 5% de probabilidade,
as demais dietas, cujos valores variaram de 88,16 a 93,4% para digestibilidade
relativa. Observa-se também que houve diferenca estatistica entre as dietas a
base de farinha de soja. As dietas a base de farinhas de soja derivadas de
linhagens com auséncia de KTl (D1 e D3) deram valores de digestibilidade
superiores (92,48 e 93,40%), com diferenga estatisticamente significativa em
relacdo as dietas a base de farinhas de soja derivadas de linhagem contendo
KTI, cujos valores foram de 88,16 (D4) e 89,81% (D2). Esses resultados
mostram que a eliminagdo genética do inibidor de tripsina “Kunitz” dos gréos de
soja promove melhoria significativa na digestibilidade da proteina de soja. Isto
pode ser explicado com base na observacado de que KTI representa cerca de
80% dos inibidores de tripsina dos graos de soja.

Os resultados apresentados no Quadro 10 indicam que a
digestibilidade relativa das farinhas de soja com KTI (89,81 e 88,16%) estédo
préximos aos valores encontrados por RACKIS et al (1985) para farinha de soja
desengordurada tostada (89,52%) e as digestibilidades relativas das farinhas
de soja sem KTI (92,48 e 93,40%) foram superiores. Também, os valores de
digestibilidade das farinhas de soja sem KTI foram superiores aos valores
encontrados por FRIEDMAN e GUMBMANN (1986) que foi de 84,19% para
farinha de soja integral crua e de 88,06% para farinha de soja aquecida.

Os resultados encontrados no presente trabalho demonstram que as
dietas contendo farinha de soja como unica fonte de proteinas derivadas de
linhagens com auséncia de KTI apresentam melhor digestibilidade do que
dietas contendo farinha de soja de linhagens com KTl. HERKELMAN et al
(1992), estudaram o efeito de cultivar (com teor normal x baixo teor de KTI) e
do tratamento térmico sobre a digestibilidade aparente da proteina da soja em
suinos. Estes autores observaram que animais que receberam dietas contendo
soja convencional apresentaram desempenho inferior a animais que receberam
dietas contendo soja com baixo teor de KTI, porém um adequado tratamento

térmico é requerido para melhorar o valor nutricional de ambos tipos de soja.
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4.6. Escore quimico corrigido pela digestibilidade da proteina (PDCAAS)

Para o calculo do PDCAAS foi realizada primeiramente a determinacao
da composi¢do aminoacidica das farinhas de soja integrais que pode ser
observada no Quadro 11. O Quadro 11 fornece a composi¢ao aminoacidica
das farinhas expressa em mg do aminoacido por g de proteina e também
fornece comparagbes da composicdo aminoacidica das farinhas de soja do

presente trabalho com outras variedades.
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Quadro 11 — Composigdo aminoacidica de diferentes farinhas de soja

Farinha de soja

Farinha de soja integral desengordurada

ltamarati ltamarati ltamarati ltamarati USDA,
LOX /KTIT LOX /KTI" LOX'/KTIT LOX"/KTI 1998

(g aminoacido / 100g amostra)

Aminoacidos OCEPAR-19 UFV 116

Essenciais
Fenil + Tirosina 3,00 2,98 3,08 3,00 3,10 4,42 5,09
Histidina 1,01 0,98 1,04 1,01 0,93 1,34 1,34
Isoleucina 1,61 1,63 1,69 1,66 1,67 2,32 2,66
Leucina 3,14 3,14 3,26 3,22 2,81 4,03 4,26
Lisina 2,05 2,05 2,10 2,06 2,29 2,94 3,25
Met. + Cisteina 1,12 1,13 1,18 1,12 1,01 1,55 1,71
Treonina 1,53 1,51 1,59 1,54 1,50 1,99 2,20
Triptofano nd nd nd nd 0,50 0,86 0,73
Valina 1,62 1,73 1,79 1,78 1,72 2,32 2,55

Nao essenciais
Alanina 1,43 1,93 1,77 1,83 1,62 2,21 2,36
Arginina 3,18 2,99 3,10 2,98 2,67 3,78 4,35
Acido aspartico 4,72 4,69 4,78 4,72 4,34 5,62 6,24
Acido glutamico 8,15 7,95 8,07 7,80 6,68 9,28 10,51
Glicina 1,62 1,68 1,65 1,67 1,59 2,03 2,24
Prolina 2,24 2,22 2,27 2,24 2,02 2,51 2,64

Serina 2,12 2,11 2,16 2,11 2,02 2,44 2,51




Pode ser observado no Quadro 11 que os teores de aminoacidos das
quatro farinhas integrais estudadas neste trabalho, praticamente n&o diferem
entre si, ou seja, a composi¢cdo de aminoacidos essenciais e ndo essenciais
das farinhas é praticamente a mesma. Isso demonstra que a retirada do KTl e
LOX parece néo ter alterado a composigdo aminoacidica dessa soja.

No Quadro 11 encontra-se ainda a composicdo aminoacidica de
farinhas obtidas de diferentes variedades de soja como UFV 116, OCEPAR-19
e variedades de soja americanas (USDA,1998). Quando comparamos as
farinhas integrais do presente trabalho com as farinhas desengorduradas da
variedade UFV 116 e OCEPAR-19, observa-se que nas farinhas integrais os
teores dos aminoacidos tanto essenciais como ndo essenciais sao inferiores
em relacdo as outras duas. Porém, quando compara-se as farinhas ltamarati
com a farinha USDA (1998) nota-se que os valores sdo bastante similares,
sendo o teor de aminoacidos sulfurados (metionina + cisteina) superior e o teor
de lisina um pouco inferior nas farinhas do presente trabalho. Isto parece
demonstrar que o teor de sulfurados na soja melhorada geneticamente do
presente trabalho aumentou e que lisina diminuiu.

Os resultados do escore quimico e do calculo do escore quimico
corrigido pela digestibilidade (PDCAAS) para as quatro farinhas de soja

encontram-se no Quadro 12.
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Quadro 12 — Valores de PDCAAS das farinhas de soja integrais

AlA mg/g p”rotel'na Palc:Iréo Escolr\; AA’ PDC\,Z‘AS2
essencial FAO/WHO
FS1 FS2 FS3 FS4 rﬁ;}gagr%st_ FS1 FS2 FS3 FS4 FS1 FS2 FS3 FS4
Fenil + Tirosina 70,81 77,87 73,90 75,98 63 112 124 117 1,21
Histidina 23,74 2573 24,95 2544 19 1,25 1,35 1,31 1,34
Isoleucina 37,97 42,64 4058 41,99 28 1,36 1,52 1,45 1,50
Leucina 74,01 8192 7817 81,53 66 112 124 1,18 1,23
Lisina 48,42 53,64 50,47 52,20 58 0,83 092 0,87 090 0,75° 0,81° 0,80° 0,78°
Met + Cisteina 26,31 29,50 28,24 28,25 25 1,05 1,18 1,13 1,13
Treonina 36,13 39,38 38,04 39,00 34 1,06 1,16 1,12 1,15
Triptofano nd nd nd nd 11 nd nd nd nd
Valina 38,20 45,05 43,00 44,97 35 1,09 129 123 1,28

! Escore de AA = coluna Il / coluna lIl.
2 PDCAAS = 1°. aminodcido limitante (coluna IV) x digestibilidade verdadeira do experimento com ratos.
® PDCAAS: FS1=0,75 ou 75%; FS2 = 0,81 ou 81%; FS3 = 0,80 ou 80% e FS4 = 0,78 ou 78%.

Digestibilidade verdadeira: FS1=90,59 ou 0,9059; FS2=87,98 ou 0,8798; FS3=91,50 ou 0,915 e FS4=86,36 ou 0,8636.



De acordo com valores apresentados no Quadro 12, os valores de
PDCAAS para FS1 (75,19%), FS2 (80,94%), FS3 (79,60%) e FS4 (77,72%)
foram inferiores aos encontrados para digestibilidade verdadeira que foram
para FS1 90,59%, FS2 87,98, FS3 91,50 e FS4 86,36%. Pelos valores da
digestibilidade verdadeira foi possivel detectar diferenga entre farinhas
derivadas de linhagens sem KTI de linhagens com KTI. Conclui-se, portanto,
que os valores de digestibilidade verdadeira foram mais eficientes para detectar
o efeito da eliminagado genética do KTl na farinha de soja do que os valores de
PDCAAS. Os valores de PDCAAS encontrados neste trabalho foram proximos
ao valor encontrado por SARWAR (1997) para farelo de soja crua
desengordurado (80%)

Os resultados apresentados no Quadro 12 demonstram ainda, que o
aminoacido limitante para as farinhas de soja analisadas foi lisina e n&o
metionina + cisteina, como seria esperado. BLANCO e BRESSANI (1991)
citam que proteinas de leguminosas tém como fator limitante o teor de
aminoacidos sulfurados. O fato das farinhas de soja do presente trabalho
apresentarem como fator limitante o aminoacido lisina ao invés de metionina +
cisteina pode ser explicado por alteragbes que ocorreram na composi¢cao

protéica desta linhagem pelo melhoramento genético.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estudar o efeito da
eliminacdo genética do inibidor de tripsina “Kunitz” e das isoenzimas
lipoxigenases de graos de soja com relagdo a melhoria do valor nutricional da
proteina de farinhas integrais derivadas.

Para obtencédo das farinhas integrais, sementes selecionadas foram
lavadas e submetidas a tratamento térmico para retirada da casca (89°C por 5
minutos). Apos o tratamento térmico, os graos foram quebrados em moinho
com maior abertura para separagao das cascas, que foram abanadas em
peneiras e os graos parcialmente quebrados foram finalmente moidos e as
farinhas obtidas dessa moagem foram embaladas em sacos plasticos e
mantidas sob refrigeragao.

Realizaram-se analises de lipoxigenases, de inibidores de tripsina e de
quimotripsina, composi¢cdo centesimal e de atividade hemaglutinante nas
farinhas de soja integrais obtidas. O valor nutricional das farinhas foi estimado
pelos valores de PER, NPR, NPU e digestibilidade verdadeira, em
experimentos com ratos. Ainda determinou-se a composigcao aminoacidica das
farinhas e procedeu-se o calculo do PDCAAS. Os resultados obtidos
permitiram as seguintes conclusdes:

e A composigdo quimica centesimal das farinhas de soja esta dentro dos
valores encontrados por outros autores.

e A eliminacdo genética do KTI promove melhora acentuada na
digestibilidade da proteina de soja, o que comprova que esse inibidor é o
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principal fator antinutricional responsavel pela diminuigdo da digestibilidade
da proteina de soja e, consequentemente, pela menor absorgéo desta pelo
organismo animal. Os valores de digestibilidade das farinhas de soja com
auséncia de KTl foram bem préximos ao da caseina.

Apesar da eliminagdo genética de KTI, os valores de inibicdo de tripsina e
quimotripsina nas farinhas continuam altos. Sugerindo-se que isso pode ser
devido a outros fatores presentes na soja que também exercem inibicao
sobre tripsina e quimotripsina como fitatos e taninos. Ainda, pode ser
explicado pelo fato de que com a retirada do KTI, o BBI fica sozinho para
inibir a tripsina e quimotripsina, ou seja, ndo tem competicdo entre
inibidores.

A temperatura de 89°C por 5 minutos foi suficiente para inativar as lectinas
presentes nos graos de soja.

Com relagdo a avaliagdo da qualidade protéica das farinhas de soja,
observou-se que os indices PER, NPR e NPU tiveram desempenho inferior
ao da proteina-padrao caseina. Estes resultados ja eram esperados, tendo
em vista que a proteina de soja, reconhecidamente, & deficiente em alguns
aminoacidos essenciais, o que limita a sua utilizagdo para sintese protéica.
Os aminoacidos sulfurados sdo considerados limitantes na soja, porém
constatou-se através da analise da composicdo de aminoacidos nessas
farinhas que o limitante nessa variedade em estudo € o aminoacido lisina.

A auséncia de KTI, embora tenha promovido melhoria na digestibilidade da
proteina, ndo afetou seu desempenho para promover retencido de N e
crescimento de ratos recém-desmamados.

Os resultados do PDCAAS para as farinhas de soja estdo de acordo com os
resultados encontrados por outros autores porém, esse indice nao foi

eficiente para detectar a melhoria da retirada genética do KTI na soja.
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Quadro 1A — Dados obtidos das variaveis ganho de peso, ingestdo total de
alimentos e proteina ingerida, para avaliagao da qualidade protéica
das dietas, experimento com ratos

Dieta Rato Ganho de peso  Ingestdo total de Proteina
(9) alimentos (g) ingerida (g)
Caseina 1 77 209,79 20,01
2 67 208,40 19,88
3 82 233,59 22,28
4 83 226,38 21,59
5 92 249,19 23,77
6 86 227,69 21,72
Aprotéica 1 -14 - -
2 -12 - -
3 -14 - -
4 -15 - -
5 -14 - -
6 -18 - -
D1 1 13 126,99 12,14
2 26 163,77 15,66
3 13 122,36 11,70
4 15 143,27 13,70
5 15 151,48 14,48
6 20 136,16 13,02
D2 1 23 156,61 14,50
2 11 138,52 12,83
3 20 159,04 14,73
4 18 142,87 13,23
5 09 121,34 11,24
6 13 138,58 12,83
D3 1 13 115,32 11,23
2 18 121,72 11,85
3 10 120,58 11,74
4 26 157,48 15,34
5 28 153,77 14,98
6 22 157,45 15,33
D4 1 29 164,97 16,43
2 29 155,78 15,51
3 15 133,32 13,28
4 02* 103,21 10,28
5 14 140,04 13,95
6 13 143,07 14,25

*eliminado dos calculos.

D1 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, sem KTI,
D2 - dieta de farinha de soja integral sem LOX, com KTI,;
D3 - dieta de farinha de soja integral com LOX, sem KTI,
D4 - dieta de farinha de soja integral com LOX, com KTI.
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