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RESUMO

SILVA, Mauricio Henriques Louzada, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
margo de 2007. Desenvolvimento e caracterizagcdo de um isolado
protéico de soja modificado com perfil de solubilidade da caseina
do leite humano. Orientador: José Carlos Gomes. Co-orientadores:
Marco Tulio Coelho Silva e Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

O Brasil destaca-se como o segundo maior produtor de soja no
mundo. A utilizacdo de seus derivados, sob a forma de ingredientes
funcionais em alimentos, tem proporcionado melhor aceitacdo desses
produtos no Pais. Dentre os processos de obtencdo dos produtos protéicos
de soja, o isolado protéico de soja (IPS) é o mais elaborado, contendo alto
teor de proteina. Estudos tém demonstrado que as alteragdes nos processos
tecnolégicos podem modificar uma determinada propriedade funcional.
Porém, poucos trabalhos avaliaram se essa modificacdo afetaria a qualidade
protéica. Portanto, este trabalho visou modificar dois isolados protéicos de
soja comerciais (IPSNB e IPSLH) por meio da alteragcdo do seu perfil de
solubilidade. Para tanto, foi utilizado um tratamento acido moderado e sal de
polifosfato, de modo que apresentassem curvas de solubilidade semelhantes
a da caseina humana. Adicionalmente, também foi avaliado o grau de
influéncia da modificacdo conduzida sobre as propriedades quimicas e
funcionais e sobre a qualidade protéica desses isolados. Os isolados
protéicos de soja modificados NB e LH (IPSMNB e IPSMLH) apresentaram,

Xiv



respectivamente, teores médios de umidade (6,60 e 6,20%)
significativamente (p < 0,05) inferiores aos isolados comerciais (9,41 e
9,25%). O teor médio de lipidios foi inferior a 0,5% para ambos IPS. O teor
de proteina do IPSMNB e do IPSMLH foi de 82,60 e 83,61%,
respectivamente, inferiores aos recomendados pela legislacdo (88,00%).
Entretanto, os teores de cinzas desses isolados foram de 11,15 e 11,59%,
significativamente (p <0,05) superiores aos IPSNB (4,37%) e IPSLH
(5,00%), o que justifica os menores valores de proteinas obtidos para esses
isolados. Sugere-se incluir uma etapa adicional ao processo produtivo dos
isolados, com o objetivo de diminuir o contetdo de sais encontrados neste
estudo. O teor médio de carboidratos variou de 4,18 a 5,75%, ndo havendo
diferenga (p>0,05) estatistica entre os IPS. Os teores médios de cobre nos
IPS variaram de 18,22 a 20,67 ng/g, de ferro 90,14 a 105,49 ny/g, de
manganés 12,20 a 14,19 ny/g, de zinco 24,91 a 32,80 ny/g, de calcio 0,12 a
0,19%, de magnésio 0,03 a 0,04% e de potassio 0,13 a 0,70%. Os teores de
sédio dos IPSMNB (3,31%) e IPSMLH (3,64%) foram significativamente
(p < 0,05) superiores aos dos IPSNB (0,74%) e IPSLH (0,70%). O perfil de
solubilidade dos IPS modificados foi semelhante ao da caseina humana, na
faixa de pH de 2,0 a 5,0. O IPSNB apresentou significativamente (p < 0,05)
maior capacidade de absor¢cdo de 4gua do que os outros isolados, em todas
as faixas de pH analisadas. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) nos
valores de capacidade de absorcdo de 6leo entre os isolados comerciais e
modificados. A atividade emulsificante variou entre os tratamentos,
principalmente em funcdo do pH. Os IPS comerciais apresentaram valores
de estabilidade emulsificante (EE) praticamente constantes em toda faixa de
pH estudada. Entretanto, para os IPS modificados observou-se ligeira queda
na EE em pH 6,0, com diminuicdo acentuada nos valores de pH 7,0 e 8,0.
De modo geral, verificou-se que a modificagcdo dos IPS comerciais melhorou
a sua capacidade de formacdo de espuma. Os valores médios de PER
(Protein Efficiency Ratio) e RPER (Relative Protein Efficiency Ratio) dos IPS
variaram de 2,19 a 2,63% e de 58,22 a 69,94%, respectivamente, sendo
significativamente (p<0,05) inferiores aos encontrados para a caseina (3,77
e 100,00%). Os valores médios de NPR (Net Protein Ratio) e RNPR

(Relative Net Protein Ratio) dos tratamentos foram significativamente

XV



(p < 0,05) menores que os da dieta-padrao de caseina (4,55 e 100,00%) e
oscilaram de 3,21 a 3,64% e de 70,61 a 80,31%, respectivamente. Nao
houve diferenca (p > 0,05) significativa entres os valores de PER e NPR
entre os IPS comerciais e modificados. Os valores de DV dos IPSNB
(94,16%), IPSMNB (93,52%) e IPSMLH (93,01%) nao diferiram (p > 0,05)
significativamente dos da caseina (95,52%) e entre eles. Contudo, a DV da
caseina foi significativamente maior (p < 0,05) que a DV do IPSLH (89,44%).
A modificacdo do IPSLH permitiu melhoria na DV, quando comparada com a
caseina. Entretanto, ndo houve diferenca entre o IPSLH e o IPSMLH, o que
sugere que pode haver relacdo entre solubilidade e DV. Os valores de
PDCAAS estiveram na faixa de 81 a 86%. Além disso, supbe-se que 0s
PDCAAS dos isolados modificados possam estar superestimados, em razao
de se ter considerado o mesmo teor de aminoacidos dos IPS comerciais.
Portanto, a modificagcdo dos IPS comerciais, por meio da combinacdo de
tratamento acido e sal de polifosfato, proporcionou algumas alteracbes nas
suas propriedades quimicas e funcionais. Ja na qualidade protéica,
observou-se apenas melhora na DV do IPSMLH em relacdo a dieta-padréo

de caseina.
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ABSTRACT

SILVA, Mauricio Henriques Louzada, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2007. Development and characterization of a modified
soybean protein isolate with a human milk casein solubility profile.
Adviser: José Carlos Gomes. Co-advisers: Marco Tulio Coelho Silva and
Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

Brazil has an outstanding position as the second largest soybean
producing- country worldwide. The use of soybean derivatives as functional
ingredients in food has led to a better acceptance of these products by
consumers. Among the processed soybean protein products, soybean
protein isolate (SPI) is the most elaborate, containing high protein content.
Studies have shown that technological processing alterations may alter a
particular functional property. However, few studies have evaluated whether
such alteration would affect protein quality. Thus, this work aimed to modify
two commercial soybean protein isolates (IPSNB and IPSLH) by altering their
solubility profile. A moderate acid and polyphosphate salt treatment was
applied so as to present solubility curves similar to that of human casein. The
degree of the modification effect on the chemical and functional properties
and protein quality of these isolates was also evaluated. The modified
soybean protein isolates NB and LH (IPSMNB and IPSMLH) presented,
respectively, mean moisture contents (6.60% and 6.20%) significantly
(p<0.05) lower compared to the commercial isolates (9.41% and 9.25%). The
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mean lipid content was lower than 0.5% for both SPIs. IPSMNB and IPSMLH
protein content was 82.60% and 83.61%, respectively lower than those
recommended by legislation (88.00%). However, the ash content of these
isolates was respectively 11.15% and 11.59%, significantly (p < 0.05) higher
than those of IPSNB (4.37%) and IPSLH (5.00%), justifying the lower protein
values obtained for these isolates. We suggest an additional phase be added
to the isolate productive process to decrease the salt content found in these
studies. Mean carbohydrate content ranged from 4.18 to 5.75%, with no
significant difference (p > 0.05) being found between the SPIs. The SPI
mean content ranges were the following: copper, (18.22 to 20.67 ng/g) iron
(90.14 ng/g to 105.49 ng/g), manganese (12.20 to 14.19 ng/g), zinc
(24.91 ny/g to 32.80 ng/g), calcium (0.12 to 0.19%), magnesium (0.03 to
0.04%) and potassium (0.13 to 0.70%). Sodium contents of IPSMNB
(3.31%) and IPSMLH (3.64%) were significantly (p < 0.05) higher than those
of IPSNB (0.74%) and IPSLH (0.70%). The modified SPI solubility profile was
similar to that of human casein in the pH range from 2.0 to 5.0. IPSNB
showed significantly (p <0.05) higher water absorption capacity than the
other isolates in all the pH ranges analyzed. No significant difference
(p>0.05) was found in the oil absorption capacity values between the
commercial and modified isolates. The emulsifying activity varied among the
treatments, especially in function of the pH. The commercial SPIs presented
emulsifying stability (ES) values practically constant throughout the pH range
studied. However, for the modified SPIs, a slight ES drop was observed in
pH 6.0, with a marked decrease in pH values 7.0 and 8.0. Overall,
modification of the commercial SPIs improved their foam formation capacity.
The PER (Protein Efficiency Ratio) and RPER (Relative Protein Efficiency
Ratio) mean values of the SPIs varied from 2.19 to 2.63 and from 58.22 to
69.94%, respectively, being significantly (p < 0.05) lower than those found for
casein (3.77 and 100.00). The NPR (Net Protein Ratio) and RNPR (Relative
Net Protein Ratio) mean values of the treatments were significantly (p<0.05)
lower than the casein standard diet (4.55 and 100.00). oscillating from 3.21 to
3.64 and 70.61 to 80.31%, respectively. No significant difference (p > 0.05)
between the PER and NPR values was found between the commercial and
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modified SPIs. The DV values of NBSPI (94.16%), IPSMNB (93.52%) and
IPSMLH (93.01%) did not differ (p > 0.05) significantly from those of casein
(95.52%) and between them. However, the casein DV was significantly
higher (p<0.05) than that of the IPSLH (89.44%). IPSLH modification allowed
DV improvement when compared to casein. However, no difference was
observed between IPSLH and IPSMLH, suggesting that there may be a
relation between solubility and DV. The PDCAAS values ranged from 81 to
86%. The PDCAAS of the modified isolates are thought to be overestimated
since the same amino acid content of the commercial SPI was considered.
Thus, modification of commercial SPIs by combining acid treatment and
polyphosphate salt caused some alterations in their chemical and functional
properties while for protein quality enhancement, enhanced IPSMLH DV was

observed only in relation to the casein standard diet.
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1. INTRODUCAO GERAL

A soja é considerada um dos alimentos basicos para a populacao
mundial, principalmente a oriental, por sua qualidade nutricional, facilidade
de cultivo, baixo custo e alta producao. Além disso, ela vem sendo estudada
como alimento funcional devido as descobertas cientificas associadas a
prevencado de enfermidades, como alguns tipos de cancer, dislipidemias,
doencas cardiovasculares, diabetes e sintomas poOs-menopausa
(FRIEDECK, 2003).

A conversao direta da proteina de soja em alimentos nos paises
ocidentais € ainda muito pequena, visto que mais de 95% do grao de soja é
utilizado na producdo de Oleo e de farelo destinados a racdo animal.
Entretanto, em raz&o do crescimento da populagdo, a demanda por proteina
de soja tem aumentado consideravelmente, embora os alimentos de origem
animal ainda sejam a principal fonte protéica na dieta. Esta demanda tem
incentivado a industria de alimentos a utilizar proteinas vegetais nas suas
formulacdes (LIU, 1997; RODRIGUES, 2003).

A introducdo de produtos de soja na alimentacdo ocidental, sob a
forma de ingredientes em diversas formulacdes alimenticias, tem aumentado
sua aceitagcdo por pessoas de todas as idades e de diferentes culturas. Os
avancos na tecnologia de processamento da soja resultaram em uma
variedade de produtos comerciais, que apresentam grande potencial de

emprego como ingredientes em alimentos de utilizagcdo pelo ser humano.



Esses ingredientes tém aplicacbes nutricionais e funcionais em produtos
carneos, lacteos, formulacfes infantis, bebidas, produtos de confeitaria e
outros (ENDRES, 2001; RUSSEL, 2004).

Diversos produtos protéicos podem ser obtidos da soja. Dentre eles
esta o isolado protéico, € produzido a partir do farelo de soja
desengordurado. O produto € elaborado por um processo de fracionamento,
apresentando no minimo 88% de proteina (ENDRES, 2001; BRASIL 2005).

Fontes alternativas de proteinas tém sido estudadas em substituicao
as proteinas do leite de vaca, especialmente as proteinas da soja, em razao
da incidéncia de alergia e intolerancia as proteinas desse leite, que atingem
cerca de 0,3 a 7,5% das criancas, principalmente nos primeiros anos de vida
(MORO et al., 2002). Estudos tém demonstrado que as formulacbes a base
de soja séo seguras e eficazes, proporcionando uma alternativa nutricional
vélida para pacientes com alergia ao leite de vaca. Além disso, elas séo
mais baratas e mais agradaveis sensorialmente, principalmente as do
isolado protéico de soja, quando comparadas com as formulacdes de alto
grau de hidrélise (MURARO et al., 2002).

Sabe-se que a ma-digestdo das proteinas pode desencadear uma
reacdo alérgica, em razdo da maior permeabilidade da mucosa as fragfes
alergénicas dessa proteina, e, consequientemente, ativar o sistema imune. A
caseina do leite humano apresenta diferencas significativas quando
comparada com a do leite de vaca, como as diferencas na coagulacado da
proteina, velocidade de esvaziamento gastrico e tempo de transito intestinal.
A caseina do leite humano coagula em pequenos flocos macios e porosos,
facilitando a acdo enzimética; ja a do leite de vaca forma coagulos firmes e
mais resistentes, tornando a digestdo mais dificil (RUDLOFF e KUNZ, 1997,
EUCLYDES, 2005).

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



Este trabalho teve por objetivos elaborar isolados protéicos de soja
modificados, por meio da alteracdo de sua curva de solubilidade, de modo
gue esses apresentassem um perfil de solubilidade semelhante, em funcgéo
do pH, ao da caseina humana e avaliar suas propriedades quimicas e

funcionais e a qualidade protéica dos isolados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Soja

Historicamente, acredita-se que a soja originou-se na China,
provavelmente nas regifes norte e central, entre 4.000 e 5.000 anos atras. A
planta foi registrada pelo imperador chinés Shen Nong, por volta de
2838 a.C., quando descreveu as plantas da China no seu livro (LIU, 1997).

A soja foi apresentada a Europa em 1712, pelo botanico aleméao
Engelbert Kaempfer. Na época, o botanico relacionou a leguminosa e 0s
detalhes dos varios produtos alimenticios fabricados pelos japoneses. Nos
Estados Unidos, a soja foi introduzida em 1804. Naquele pais ndo houve
registros de processamento de sua semente até 1922, quando toda a
colheita ja ultrapassava alguns milhdes de toneladas. Primeiramente, o
processamento de soja nos Estados Unidos visava apenas a obtencédo de
6leo, com toda massa restante destinada a alimentacéo de gado leiteiro e ao
uso como fertilizante. Ap6s a Segunda Guerra Mundial, quando uma
deficiéncia mundial de proteinas para a alimentacdo humana foi detectada,
deu-se atencdo especial a soja, ocorrendo grandes avan¢cos em novas
tecnologias para a Vviabilizacdo e aceitacdo de suas proteinas na
alimentacdo humana (RUSSEL, 2004).



No Brasil, o agronegécio da soja teve sua expansdo apenas na
década de 1970, ganhando competitividade e elevando o Pais a condicdo de
um dos maiores produtores e exportadores mundiais (GOMES, 2001).

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

Morfologicamente, os grdos maduros consistem de trés partes: o
tegumento (casca) do grédo, o embrido e uma ou mais estruturas de
armazenamento (Figura 1). Porém, o grdo da soja, como na maioria das
outras leguminosas, € essencialmente destituido de endosperma,
consistindo em um tegumento e um embrido bastante desenvolvido. Este
ultimo é constituido de dois cotilédones, que funcionam como estruturas de
reserva. A semente é marcada com o hilo que varia da forma linear a oval. A
casca protege o embrido de fungos e infec¢des bacterianas, antes e depois
do plantio. Além dos cotilédones, o embrido apresenta trés outras partes:
radicula, hipocétilo e epicétilo. A radicula e o hipocétilo, juntos, séo
conhecidos como eixo embrionario ou gérmen. Estes se localizam abaixo da
casca do grdo, no fim do hilo. Estas partes podem ser observadas se o
tegumento do grao é removido, mas é dificil de distinguir um do outro sem o
auxilio de um microscépio. A terceira parte, o epicétilo, € muito pequena e

esta comprimida entre o par de cotilédones (LIU, 1997).

Epicatila
Hipocdtilo —pw

Radicula —

Hilo ——™
Cotilédone

Fonte: adaptado de Liu (1997).

Figura 1 — Estrutura da semente de soja.



2.2. Producéao de soja

A producdo mundial de soja no periodo 2005/2006 foi de
aproximadamente 218,04 milhdes de toneladas, em uma area plantada de
92,37 milhdes de hectares. Os maiores produtores foram Estados Unidos,
Brasil, Argentina e China (Figura 2) (USDA, 2007).

10,45%
7,50%

B Estados Unidos
@ Brasil

O Argentina

O China

18,57%
? B Outros

25,22%

Fonte: adaptado de USDA (2007).

Figura 2 — Producédo mundial de soja no mundo.

A producao nacional (2005/2006) foi de aproximadamente 55 milhdes
de toneladas, em uma éarea plantada de 22,2 milhdes de hectares. A Regido
Centro-Oeste foi a maior produtora (26 milhdes), seguida da Regido Sul
(19,7 milhdes), Sudeste (4,0 milhdes), Nordeste (3,5 milhdes) e Norte (1,2
milhdo) (CONAB, 2007).

2.3. Composicao da soja

A composicao da semente da soja depende de diversos fatores, como
variedade, época de plantio, local geografico e clima. A soja é um dos
produtos mais econémicos e valiosos do setor agricola, em razdo da sua
composicdo quimica, que € Unica, possuindo maior teor de proteina
(aproximadamente 40%) que 0s cereais e as leguminosas de outras
espécies, que possuem teor entre 8 e 15%. Outra razao é a presenca de
Oleo (20%), o segundo maior entre as leguminosas comestiveis. Outros
componentes importantes encontrados na soja incluem fosfolipidios,
vitaminas e minerais. Além disso, a soja contém muitas substancias

secundarias, como inibidores de tripsina, fitatos e oligossacarideos. Outros



componentes, como as isoflavonas, sao reportados por sua capacidade de
diminuir o risco de ocorréncia de cancer e outras doengas (LIU, 1997,
SAIDU, 2005). Em média, a soja € constituida de 40% de proteina, 35% de
carboidratos, 20% de lipidios e 5% de cinzas (Tabela 1).

Tabela 1 — Composic¢ao quimica (%) aproximada do grao de soja nas partes
estruturais de sua semente

Partes da semente Proteina* Lipidio* Carboidrato* Cinzas*
Gréo 40 20 35 5,0
Cotilédone 43 23 29 5,0
Casca 9 1 86 4,3
Hipocotilo 41 11 43 4,4
* base seca.

Fonte: Liu (1997).

2.3.1. Proteinas da soja

A maior parte das proteinas esta armazenada nos cotilédones, sob a
forma de aleuronas ou corpos protéicos. A maioria delas é globulina e tem
massa molar acima de 100 kDa. As globulinas da soja tém solubilidade
minima em valores de pH entre 3,7 € 5,2 e maximaem pH entre 1,5e 25 e
acima de pH 6,3. Além disso, seu ponto isoelétrico esta situado entre pH 4,2
e 4,6. A proteina da soja tem maior valor nutricional que outras fontes de
proteinas vegetais destinadas a alimentagdo humana, apresentando alto teor
de lisina (SAIDU, 2005).

As proteinas da soja, soluveis em agua, sdo caracterizadas de acordo
com a sua massa molar, ou por seus coeficientes de sedimentacdo, sendo
classificadas em grupos denominados 2S, 7S, 11S e 15S. As fragbes 7S (I3-
conglicinina) e 11S (glicinina) sdo os principais componentes protéicos e
constituem a maior parte da proteina total. De particular importancia entre os
componentes de menor ocorréncia estéo os inibidores de tripsina, que fazem
parte da fragcdo 2S, que s&o fatores antinutricionais. Esses fatores, se nao
inativados, tém efeito negativo na digestibilidade e, consequentemente, na
eficiéncia nutricional da proteina. Outro componente que pode causar

problemas nas aplicacdes da proteina da soja € a lipoxigenase. Essa enzima



catalisa a oxidacdo de lipidios que contém acidos graxos insaturados, e 0s
produtos da oxidacdo conferem caracteristicas indesejaveis ao alimento,

como o sabor de “mato” ou “feijao cru” (MCKLEM, 2002).

2.3.1.1. Classificacdo e nomenclatura das proteinas

O fracionamento e a classificacdo das proteinas de soja sdao bem
complexos. Além disso, diferentes sistemas de nomenclatura para proteinas
ou fracGes protéicas sdo usados na literatura. Isto se deve, em parte, a
complexidade das proteinas das sementes e, em parte, aos diferentes
métodos utilizados para extracéo e isolamento (PEARSON, 1983).

Com base nas funcgbes bioldgicas da planta, existem dois tipos de
proteinas: metabdlicas e de reserva. As metabdlicas incluem enzimas e
proteinas estruturais, e estdo ligadas a atividade celular normal, incluindo a
sintese do segundo tipo. As proteinas de reserva, juntamente com 0s
depositos de 6leo, sao formadas durante o desenvolvimento do grédo. Apés a
germinacéo do grao, vao fornecer nitrogénio e esqueletos de carbono para o
desenvolvimento da planta. A maior parte das proteinas da soja é deste tipo
(LIU, 1997).

Em relacdo aos padrbes de solubilidade, as proteinas das
leguminosas séao divididas em albuminas e globulinas. As albuminas séo
soliveis em agua e as globulinas, em solugbes salinas. Sob esta
classificacdo, a maior parte das proteinas da soja é de globulinas. Estas,
presentes em diversas leguminosas, sao divididas em dois tipos: leguminas
e vicilinas. As leguminas tém massa molar maior, sdo menos sollveis em
solugdo salina e mais estaveis termicamente que as vicilinas. Também
constitui a maior parte das globulinas das leguminosas (SAIDU, 2005;
ZARKADAS et al., 2007).

Certas proteinas da soja tém nomes triviais. Por exemplo, os dois
tipos de globulinas, isto é, as leguminas e vicilinas, sdo comumente
denominadas glicininas e conglicininas, respectivamente. Os nomes derivam
do nome cientifico da soja, Glycine max. Outras, particularmente as
enzimas, sdo nomeadas de acordo com sua funcdo biolégica, como

hemaglutininas, inibidores de tripsina e lipoxigenase (LIU, 1997).



Embora a classificacdo baseada na solubilidade em varios solventes
forneca meios convenientes para comparar as proteinas de varios graos,
ndo se pode assegurar que o mesmo polipeptidio ndo seria extraido por
mais de uma técnica de solubilidade, devido a sua associacdo com outras
proteinas. Meios mais precisos para identificar proteinas tém sido baseados
nos coeficientes de sedimentacdo aproximados, usando ultracentrifugacéo
para separar as proteinas. Sob condicbes apropriadas de tampdo, as
proteinas de soja apresentam quatro fracdes apds a ultracentrifugacao,
designadas como 2, 7, 11 e 15S, em que S é a unidade Svedberg (Tabela 2)
(PEARSON, 1983; RADOVIC et al., 1999).

Tabela 2 — Componentes das frac6es extraidas em agua e ultracentrifugadas
das proteinas de soja

Valor de

sedimentacéo Porcentagem (_Jomp_o_nentes Massa molar
(Suzo) total (%) identificados (Da)
2S 22 Inibidores de tripsina 8.000-21.500
Citocromo C 12.000
7S 37 Hemaglutinina 110.000
Lipoxigenase 102.000
b-amilases 61.700
7S globulina 180.000-210.000
11S 31 11S globulina 350.000
15S 11 - 600.000

Fonte: Pearson (1983).

Geralmente, a andlise das fracbes mostra que as 11S e 15S séo
proteinas puras. Mais especificamente, 11S é a glicinina e corresponde a
aproximadamente 31% das proteinas extraiveis, enquanto a fracdo 15S é
considerada um polimero de glicinina, correspondendo mais ou menos 10%
das proteinas extraiveis. Em contraste, as fracbes 2S e 7S sdao
heterogéneas; a fracdo 2S compde cerca de 20% das proteinas extraiveis e
inclui os inibidores de tripsina de Kunitz e Bowman-Birk e o citocromo C; e a
fracdo 7S corresponde ao terco complementar das proteinas extraiveis e
consiste de R-conglicinina, R-amilase, lipoxigenase e hemaglutinina
(PEARSON, 1983).



BN

A fragcdo 11S e a glicinina referem-se a mesma globulina de soja,
enquanto a globulina 7S e a 3-conglicinina sdo apenas um componente da
fracdo 7S. Deve-se também reforcar que os termos 2S, 7S, 11S e 15S sao
apenas para proposito de classificacao e identificacdo. Nao implicam que as
constantes de sedimentacdo sejam sempre esses exatos numeros inteiros
em diferentes estudos. Na verdade, essas constantes, assim como 0S
padrées de separacdo das diferentes fracdes, dependem das condi¢Ges de
composic¢ao do tampéao, do pH e de outros fatores. Por exemplo, uma porgao
da fracdo 7S observada a pH 7,6 e 0,5 de forca i6nica dimeriza a 0,1 de
forga iGnica, formando um pico de 9S (WOLF, 1969, citado por LIU, 1997).

2.3.1.2. Principais proteinas de reserva

Localizadas nas organelas conhecidas como corpos protéicos, as
proteinas de reserva constituem a maior parte das proteinas totais do grao.
As proteinas de reserva das leguminosas sdo grandes moléculas
multiméricas de pelo menos dois tipos principais, como a b-conglicinina e a
glicinina, cada qual consistindo de uma familia de moléculas intimamente
relacionadas. Elas contém mais aminoacidos amidas (asparagina e
glutamina) e argininas e menos aminoacidos sulfurados que as proteinas
metabolicas médias, embora tenham ponto isoelétrico acido (LIU, 1997).

Em razéo das diferencas em sua composi¢cdo e estrutura, as duas
maiores globulinas da soja, b-conglicinina (7S) e glicinina (11S), exibem
diferencas em sua qualidade nutritiva e em suas propriedades funcionais.
Geralmente, a globulina 11S contém uma quantidade trés a quatro vezes
maior de metionina e cisteina por unidade de proteina do que a proteina 7S.
Sendo a soja geralmente insuficiente nesses aminoacidos sulfurados, a
proteina 11S torna-se mais valiosa do ponto de vista nutritivo (ZARKADAS et
al., 2007).

Quanto as propriedades funcionais, exibem diferencas em relacdo a
capacidade de formar gel, a estabilidade térmica e a capacidade de formar
emulsdes. Em geral, a proteina 11S possui melhor habilidade para formar
gel que a 7S. Por outro lado, a proteina 7S tem maior capacidade de

emulsionar e maior estabilidade de emulsdo que a proteina 11S. A glicinina
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tem apresentado exercer um efeito significativo na firmeza do gel para tofu
(LIU, 1997; POYSA et al., 2006).

2.3.2. Lipidios da soja

Os graos da soja armazenam seus lipidios, principalmente na forma
de triglicerideos, em organelas denominadas corpos lipidicos. Ap6s a
maturacdo da semente, eles sdo encontrados nas células vizinhas as
aleuronas (PEARSON, 1983).

Os lipidios da soja sdo constituidos por triglicerideos, fosfolipideos,
matéria insaponificavel (esterdis, tocoferéis, hidrocarbonetos) e &cidos
graxos livres. A lecitina, que é constituida dos trés mais importantes
fosfolipideos, a fosfatidilcolina, a fosfatidiletanolamina e o fosfatidilinositol, &
um subproduto do 6leo de soja e amplamente utilizada como emulsionante
(RUSSEL, 2004). Estudos atribuem a fosfatidilserina a propriedade de ter um
efeito benéfico a memdria e ao coracdo, enquanto a fosfatidilcolina tem a
propriedade de auxiliar na desintoxicacao do figado (SOUZA et al., 2000).

O &cido graxo encontrado em maior porcentagem no 6leo de soja é o
acido linoléico, decrescendo os demais acidos graxos na seguinte ordem:
oléico, palmitico, linolénico e &cido esteéarico (SAIDU, 2005).

2.3.3. Vitaminas

A soja contém tanto vitaminas hidrossolUveis quanto lipossoluveis. A
tiamina (vitamina B;), riboflavina (vitamina B,), a niacina (vitamina Bs), o
acido pantoténico (vitamina do complexo B) e o acido félico sdo as vitaminas
hidrossolUveis presentes na soja. Ja as vitaminas lipossolaveis
biodisponiveis encontradas na soja sdo a A e e E (LIU, 1997).

As vitaminas tém atencdo especial, em razdo da sua grande
importancia no organismo humano. Quando as proteinas da soja séo
ingeridas em quantidade equivalente a metade das necessidades humanas
diarias, o grdo consumido provera também vitaminas na proporcéo de 30 a
50% da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR), sendo as principais a tiamina,
a riboflavina e a niacina (PEARSON, 1983).
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2.3.4. Minerais

Os elementos minerais tém muitas funcdes essenciais, tanto como
fons dissolvidos em liquidos orgéanicos, quanto como constituintes de
compostos essenciais. Os minerais auxiliam na regulacdo da atividade de
muitas enzimas, mantém o equilibrio acido-base e a pressdo osmotica e
facilitam a transferéncia de compostos essenciais através da membrana
(CZAJKA-NARINS, 1994, citado por ENDRES, 2001).

Os produtos a base de proteina de soja contém quantidades
expressivas de minerais (Tabela 3). Dentre 0s minerais presentes na soja, 0
potassio apresenta a maior concentracdo, seguido por fésforo, magnésio,
enxofre, calcio, cloro e sédio, devendo ser ressaltado que o conteddo destes
minerais atinge valores médios entre 0,2 e 2,1%. Também, verifica-se uma
guantidade de calcio biodisponivel presente no grao de soja cerca de quatro
vezes maior que a quantidade que se faz presente no extrato hidrossolivel
de soja (leite de soja). Este dltimo tem uma quantidade do mineral
aproximadamente igual aquela presente no leite de vaca. Os minerais
presentes em menores propor¢des na soja e nos seus produtos incluem o
silicio, ferro, zinco, manganés, cobre, molibdénio, fldor, cromo, selénio,
cobalto, cadmio, mercurio, iodo, chumbo e arsénio, podendo o contetdo
destes minerais variar de 0,01 a 140 ppm. Assim como outros componentes,
0S minerais na soja também sao influenciados pela variedade, estacdo e
localidade de plantio (PERKINS, 1995; ENDRES, 2001).

2.3.5. Carboidratos e fibras

A soja contém, aproximadamente, 30% de -carboidratos totais,
apresentando 15% de carboidratos sollveis e 15% de insollveis. Dos
carboidratos sollveis, a soja madura contém quantidades-traco de
monossacarideos, como glicose e arabinose, e quantidades significativas de
dissacarideos e oligossacarideos, com a sacarose variando de 2,5 a 8,2%,
a rafinose de 0,1 a 0,9% e a estaquiose de 1,4 a 4,1%. Basicamente, 0s
oligossacarideos na soja sao acucares ndao-redutores, contendo duas

ou mais unidades de frutose, glicose e galactose. Dentre os carboidratos
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Tabela 3 — Composicdo em minerais dos principais produtos de soja

Farinha Concentrado Isolado protéico
Elemento desengordurada de protéico de soja de soja
soja (%) (%) (%)
Potéssio 2,4-2,7 0,1-2,4 0,1-1,4
Fésforo 0,7-0,9 0,6-0,9 0,5-0,8
Calcio 0,2-0,3 0,2-0,4 0,1-0,2
Magnésio 0,2-0,3 0,3 0,03-0,09
Cloro 0,1-0,3 0,7 0,13
Ferro 0,01 0,01-0,02 0,01-0,02
Zinco 0,005 0,005 0,004-0,009
Manganés 0,003-0,004 0,005 0,002
Sédio 0,003-0,015 0,002-1,2 0,04-1,2
Cobre 0,001-0,002 0,001-0,002 0,001-0,02

Fonte: adaptado de ENDRES (2001).

soluveis, a rafinose e a estaquiose recebem mais atencdo, principalmente
em razao da sua presenca estar relacionada com a flatuléncia e as dores
abdominais, quando humanos consomem a soja e 0s seus produtos (NACZK
et al., 1997; RUSSEL, 2004).

Os carboidratos insolUveis sdo componentes estruturais encontrados,
principalmente, nas paredes celulares. A casca constitui aproximadamente
8% do grao de soja total, contendo 86% de carboidratos, conforme
apresentado na Tabela 1 (LIU, 1997). Entretanto, ela pode contribuir com
uma quantidade significativa de carboidratos insoluveis no farelo, quando
este é obtido junto da casca (ENDRES, 2001).

A fibra dietética € o conjunto de compostos que resistem a hidrélise
por meio das enzimas do aparelho digestivo. Esses componentes incluem
celulose, hemicelulose, lignina, substancias pécticas, gomas e mucilagens.
Elas aumentam a velocidade do transito intestinal (celulose) e alteram a
microflora para uma microflora mais saudéavel (celulose, hemicelulose,
galactanas e pentosanas) (PEREIRA e OLIVEIRA, 2004).

As fibras estédo presentes em quantidades significativas na soja e tém
sido apontadas como fator benéfico a saude, como a reducdo do risco de
cancer de célon, do colesterol sanguineo, da pressao sanguinea e dos
niveis de glicose no sangue (ENDRES, 2001; PEREIRA e OLIVEIRA, 2004).
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2.3.6. Isoflavonas

As isoflavonas sao compostos difendlicos heterociclicos, de
ocorréncia natural, cuja distribuicdo no reino vegetal esta praticamente
limitada a subfamilia Papilionoideae das Leguminosae, em que as sementes
de soja destacam-se como a principal fonte (MURKIES, 1998). Em funcéo
de sua atividade estrogénica em humanos, s&do conhecidas como
fitoestrégenos. Quimicamente, sdo moléculas orgéanicas pertencentes ao
subgrupo dos flavonodides, apresentando diversas funcbes nos tecidos
animais e vegetais (SAIDU, 2005).

Nos ultimos anos, varios trabalhos cientificos tém sido publicados,
expondo os diversos modos nos quais as isoflavonas podem ajudar na
manutencdo da saude humana. Devido ao extensivo consumo dos produtos
de soja pelos asiaticos, estudos epidemiol6gicos tém mostrado uma possivel
relacdo entre as isoflavonas e a prevencdo de doencas cronico-
degenerativas, como doencgas cardiovasculares, osteoporose e canceres de
mama, coélon e prostata, quando comparado com a dieta dos ocidentais,
pobre nessa leguminosa (BROUNS, 2002; SAIDU, 2005). As principais
isoflavonas de ocorréncia em leguminosas, sob a forma de agliconas, séo a
genisteina, daidzeina e gliciteina, estando primariamente presentes sob as
formas de glicosidios conjugados (genistina, daidzina e glicitina) ou seus
derivados 4'-metoxi (biochanina A e formononetina, respectivamente)
(PEREIRA e OLIVEIRA, 2004).

As isoflavonas ocorrem naturalmente em vegetais, principalmente sob
a forma glicosidica. Apés a ingestédo, elas sdo hidrolisadas e desmetiladas
pelas enzimas hidroliticas das bactérias intestinais, liberando as formas
agliconas livres, bem como os produtos demetilados. No limen, as bactérias
convertem grande parte dessas agliconas em outras moléculas (SAIDU, 2005).

A concentracao e o tipo de isoflavonas variam em fung&o das técnicas
de processamento, para obtencéo do produto final. Os produtos tradicionais
fermentados (miso, tempeh) contém altas concentragcbes das formas
agliconas, genisteina e daidzeina, resultantes da acdo enzimética da b-

glicosidase, enquanto produtos nao-fermentados, como gréos secos, extrato
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hidrossoluvel de soja, farinha de soja e tofu, contém altas concentracées dos
glicosidios, genistina e daidzina (WANG e MURPHY, 1994).

Informacdes limitadas estdo disponiveis sobre os efeitos de varios
tipos de processamentos sobre a retencéo de isoflavonas, especialmente em
sementes de soja processadas. Wang e Murphy (1996) investigaram o efeito
de diferentes métodos de processamento em funcdo da retencéo,
distribuicdo e transformacao das isoflavonas por meio do estudo do balanco
de massa, durante o processamento de quatro produtos derivados da soja:
tempeh, extrato hidrossoluvel de soja, tofu e isolado protéico de soja. As
perdas no teor das isoflavonas nas etapas do processamento foram: imerséo
em agua (12%), tratamento térmico (49%), coagulacdo do tofu (44%) e
(53%) na extracdo alcalina do isolado protéico de soja.

2.4. Os produtos da soja

Existem diferengas na maneira de como o0 ocidente e o oriente
utiizam a soja na alimentacdo. No oriente, tradicionalmente, a soja é
preparada como alimento para o consumo imediato, como o tofu (queijo de
soja), leite de soja, broto de soja, miso, natto, tempeh e outros. No ocidente,
a soja é destinada a producdo de 6leo e farelo desengordurado, sendo este
utilizado principalmente como racado animal. Somente uma pequena porgao
€ processada como ingredientes de soja, como farinha de soja (56-59% de
proteina), concentrado protéico de soja (65-72% de proteina) e isolado
protéico de soja (88-92% de proteina). Estes ingredientes tém uma aplicacao
nutricional e funcional em varios tipos de produtos carneos, lacteos, férmulas
infantis e também alimentos de soja denominados como nova geracdo de
produtos a base de soja (FRIEDECK, 2003; RUSSEL, 2004). A Tabela 4
apresenta as aplicagées em alimentos dos principais produtos da soja.

Em razdo dessa diferenca na aplicacdo da soja, dois grupos
diferentes de grdos de soja surgiram, ou seja, 0s graos utilizados na
alimentacdo humana e gréos para extracdo de 6leo. Desse modo, 0s graos
destinados a extracdo de 6leo constituem a soja convencional, enquanto 0s
chamados grdos para alimentacdo humana foram especialmente

selecionados. Na realidade, estes graos nao diferem fundamentalmente na
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Tabela 4 — Aplicacdo dos principais produtos de soja em alimentos

Produtos da soja Aplicacbes

Substitutos de carne
Substituto de leite em p6 desnatado
Cereais matinais
Farinha de soja desengordurada Alimentos infantis
Produtos diet
Mistura em p6 para preparo de sopas
Confeitaria

Carnes processadas
Congelados
Produtos matinais
Alimentos infantis

Concentrado protéico de soja

Leites imitacdo, sem lactose
Mistura em p6 para preparo de bolos e tortas
Bebidas
Panificacdo
Carnes processadas
Mistura em p6 para preparo de sopas
Substituto de carnes
Férmulas infantis
Misturas em p6 para dietas de emagrecimento
Misturas em pés para atletas/esportistas
Achocolatados
Sobremesas
Barras nutricionais/energéticas
Sorvetes
Chantily
Capuccino

Isolado protéico de soja

Fonte: adaptado de Endres (2001) e Friedeck (2003).

sua composi¢ao quimica, exceto que os Ultimos apresentam casca mais fina,
teor protéico mais elevado, teor de 6leo reduzido e menor produtividade
(ORTHOEFER e LIU, 1995). Na Tabela 5 esta listado um grande nimero de
produtos de soja que se derivam dos dois primeiros grupos de graos. Dentre
os produtos de soja existentes, verifica-se que alguns ja se consolidaram no
mercado, ou por sua importancia na alimentagcdo ou como coadjuvantes
tecnolégicos (LIU, 1997).

A farinha de soja desengordurada e o farelo sdo os produtos
derivados da soja que sdo menos refinados, obtidos por trituracdo e
peneiramento, sendo desengordurados antes deste processo (ENDRES
2001; RUSSEL, 2004).

Os concentrados protéicos de soja sao preparados com o objetivo de

remover os carboidratos solUveis a partir da farinha de soja desengordurada,
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Tabela 5 — Principais produtos derivados da soja

Grupos de produtos Produtos Finais

Oleo para fritura
Oleos para salada
Margarinas
Gordura para fabricacéo de bolos

Oleo de soja

Farelo e farinha de soja
Concentrado protéico de soja
Isolado protéico de soja
Proteina texturizada de soja

Farelo desengordurado de soja

Gréos
Extrato hidrossollvel de soja (leite de soja)
Tofu (queijo de soja)
Yuba (nata de leite de soja)
Alimentos tradicionais a base de soja Broto de soja
Shoyu (molho de soja)
Miso
Tempeh
Nuggets de soja

Sorvete de soja
logurte de soja, queijo de soja
Hambdrguer de soja
Imitacdes de carnes

Nova geracao de alimentos a base de soja

Fonte: adaptado de Liu (1997).

0 que pode ser feito geralmente de dois modos: extracdo alcodlica ou
lavagem em solugéo acida (FRIEDECK, 2003).

2.4.1. Isolado protéico de soja

O isolado protéico de soja é definido como um produto que contém no
minimo 90% de proteina. A Figura 3 apresenta o fluxograma do processo
convencional de obtencao do isolado protéico de soja comercial. O processo
de preparo pode ser resumido como: extracdo da farinha desengordurada
com solucdo alcalina diluida (pH ajustado para 9,0); centrifugacdo para
eliminar o residuo insolavel (fibras e polissacarideos insollveis) e obter o
extrato alcalino; adicdo de acido até pH do ponto isoelétrico (pH 4,5); e
centrifugacdo para obtencdo do precipitado (isolado isoelétrico) e do
sobrenadante (soro), que contém os constituintes sollveis, como acgucares,
estaquiose, rafinose, sais, proteinas ndo-precipitadas e nitrogénio sollvel.

Apds essa etapa o precipitado é lavado com agua fria, para eliminar o
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Neutralizagéo
Secagem (Spray dryer)

N

| ISOLADO PROTEICO DE SOJA

Fonte: adaptado de Murad (1993).

Figura 3 — Fluxograma do processo de obtencdo de um isolado protéico de
soja comercial.

residuo do &cido e os constituintes sollveis, e neutralizado com alcali até pH
7-8, para dispersdo do precipitado e secagem da proteina isolada por
atomizacao (spray dryer) (MURAD, 1993).

Os isolados protéicos de soja foram primeiramente desenvolvidos
para serem utilizados apenas como substitutos de carnes ou carnes
reestruturadas. Entretanto, os isolados sao caracterizados pela sua
versatilidade de aplicacdo em diversos produtos (Tabela 4). O modo como
essa proteina vai ser utilizada em uma determinada aplicagdo comercial do
alimento vai depender de suas propriedades funcionais, como solubilidade,
gelificacéo, emulsificagéo e espumabilidade (FRIEDECK, 2003).

Além disso, o procedimento comercial descrito anteriormente pode
sofrer variacdes tanto nas etapas do processo quanto no produto final, com
0 objetivo de produzir isolados com fungbes, usos e propriedades
especificas. Por exemplo, a variacdo de temperatura durante a extracao
aguosa, o tipo de extracdo, o pH e o0 uso de reagentes alcalinos podem
variar durante o processo (MCKLEM, 2002).
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2.5. Propriedades funcionais das proteinas de soja

O termo propriedade funcional tem sido definido como qualquer
propriedade de um alimento ou componente de um alimento, excetuando-se
as nutricionais, que afeta sua utilizacdo como ingrediente em um alimento,
principalmente sobre o carater sensorial (HALL, 1996). As propriedades
funcionais das proteinas sdo as propriedades fisico-quimicas que influem no
seu comportamento nos sistemas alimenticios durante a preparacdo, o
processamento, 0 armazenamento € 0 Consumo.

Uma definicdo mais simples das propriedades funcionais foi sugerida
por Araujo (1984), segundo o qual elas sao propriedades fisico-quimicas que
dao informacdes de como as proteinas se comportardo em um sistema
alimenticio. Portanto, o estudo das propriedades funcionais é o fator que
determina o campo de aplicacdo de um novo ingrediente protéico.

O estudo das propriedades funcionais é essencialmente importante na
determinacdo do potencial de aplicacdo dos produtos protéicos de soja,
permitindo também definir o uso das proteinas como substituto ou
complemento protéico de alimentos tradicionais (Tabela 6). A funcionalidade
de um produto ndo depende somente das proteinas, mas também de outros
componentes que fazem parte de sua composicdo, como lipidios e
carboidratos (KINSELLA, 1979; FENNEMA, 1996).

Segundo Damodaran (1996), as propriedades funcionais das
proteinas podem ser modificadas por meio da utilizacdo de agentes fisicos,
guimicos e biolégicos, nos processos de obtencdo ou isolamento de
proteinas. O tipo de extracdo empregado, a temperatura, o pH, a for¢ca idnica
e as condi¢cdes de secagem e estocagem da proteina isolada sédo fatores

gue podem afetar as suas propriedades funcionais.

2.5.1. Solubilidade

A solubilidade de uma proteina € definida como a porcentagem de
proteina que se mantém em solucdo ou dispersao coloidal sob condi¢cbes
especificas e que ndo sedimenta com forcas centrifugas moderadas
(ORDONEZ et al., 2005).
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Tabela 6 — Propriedades funcionais dos produtos protéicos de soja nos
alimentos

Propriedade
funcional

Mecanismo

Alimento

Proteinas de
soja

Solubilidade

Capacidade de
hidratacéo

Bebidas

Fs¥, cps? e IPS¥

Capacidade de

Pontes de hidrogénio e

Produtos carneos

abs~orgao§> hidratacao ionica (Sa|SICh<':~lS), bolos, FS, CPS, IPS
retencdo de agua paes
: . Forcas hidrodinamicas
Viscosidade e ligacio com agua Sopas, molhos FS, CPS, IPS
Formacéo de uma Cames, queijos,
Gelificacdo G . sorvetes, CPS, IPS
matriz protéica
sobremesas
Pontes dissulfidicas Cames. produtos de
Elasticidade intramoleculares e » produl IPS
s i P panificacdo
ligacBes hidrofdbicas
Formacéo de uma Salsichas,
Emulsificacao emulséo entre duas sobremesas, sopas, FS, CPS, IPS
fases imisciveis tortas
Substituto de ovo,
o Formacado de um filme  produtos de padaria 4
Espumabilidade para incorporar ar e pastelaria, IPS, SS
sorvetes

Y'ES = farinha de soja; 2 CPS = concentrado protéico de soja; ¥ IPS = isolado protéico de
soja; e 43S = soro de soja.
Fonte: adaptado de Liu (1997).

A solubilidade da proteina de soja € uma propriedade fisico-quimica
relacionada com outras propriedades funcionais, razao pela qual é a primeira
propriedade estudada em uma investigacdo sistematica. As principais
propriedades funcionais afetadas pela solubilidade da proteina séo
gelificacdo, espumabilidade, emulsificagdo e capacidade de absorgéo de
agua (VOJDANI, 1996).

A solubilidade de uma proteina € uma manifestacdo termodinamica do
equilibrio entre interacdes proteina-proteina e proteina-agua. As maiores
interagbes que influenciam as caracteristicas de solubilidade das proteinas
sdo a natureza hidrofébica e ibnica. As interacdes hidrofébicas favorecem as
interagcOes proteina-proteina, que resulta em um decréscimo na solubilidade,
enquanto interacdes ibnicas favorecem as interacfes proteina-agua e
resultam em aumento de solubilidade. A mudanca de pH, portanto, altera a

distribuicdo de sitios polares catidnicos, aniénicos e ndo-ibnicos na molécula
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de proteina, que afetam as interacfes agua-proteina e proteina-proteina
(FENNEMA, 1996).

No ponto isoelétrico (Pl), a molécula de proteina possui carga liquida
igual a zero, apresentando maxima interacdo eletrostatica entre grupos
carregados e interacdo minima com agua ocorrendo, portanto, agregacao e
precipitacdo. No PIl, os grupos carregados ndo estdo disponiveis para
interagir com as moléculas de agua, enquanto para valores de pH elevados
ou menores que o Pl a proteina apresenta cargas elétricas positivas e
negativas, respectivamente, e as moléculas de agua podem interagir com
estas cargas, contribuindo para a sua solubilizacéo. A solubilidade de uma
proteina € afetada por fatores como massa molar e conformacdo das
moléculas; densidade e distribuicdo das cargas elétricas, que é influenciada
pelo pH; natureza e concentracdo de ions ou forca ibnica; polaridade do
solvente; e temperatura e condicbes de processamento (DAMODARAN,
1996; ORDONEZ et al., 2005). Esses agentes afetam a solubilidade das
proteinas, principalmente, por ocasionar alteracdes nas interacfes ionicas,
hidrofébicas e hidrofilicas na superficie da proteina. As proteinas de soja sao
menos sollveis em sua regidao do ponto isoelétrico (pH 4,2-4,6), e a
solubilidade aumenta acima e abaixo desta faixa de pH (LIU, 1997).

Shen (1976) estudou os efeitos de pH e forca iOGnica sobre a
solubilidade de um isolado protéico de soja. Em pH 6,8, a solubilidade desse
isolado decresceu ligeiramente com uma forca ionica igual a 0,05 M,
permanecendo constante com o aumento da forga ibnica. Em pH 4,7,
entretanto, houve elevacao da solubilidade com o aumento da forca idnica,
atingindo um valor maximo com forc¢a iénica igual a 0,6 M; enquanto em pH
2,0 a solubilidade decresceu progressivamente com o aumento da forga ibnica,
atingindo um valor minimo de solubilidade com for¢a idnica igual a 0,6 M. O
autor demonstrou que ambos, pH e forca ibnica, alteram a solubilidade das
proteinas, em raz&o de seus efeitos sobre as forgas eletrostaticas.

Geralmente, a solubilidade de uma proteina aumenta com a
temperatura de 0 a 40°C. Acima disso, a proteina pode desnaturar, expondo,
consequentemente, os grupos nado-polares (hidrofébicos), o que ocasiona
agregacdo e precipitacdo, decrescendo a solubilidade (ORDONEZ et al.,
2005).
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Em adicdo ao efeito da forca idnica, certos tipos especificos de ions
de sais exercem efeitos sobre as caracteristicas de solubilidade das
proteinas. Enquanto o efeito da forca ibnica de sais atua sobre as forgas
eletrostaticas da proteina, os efeitos ibnicos especificos de sais estdo
relacionados com seus efeitos sobre as forcas hidrofébicas. Shen (1981),
citado por Damodaran (1996), estudou os perfis de solubilidade de um
isolado protéico de soja em diversas solucdes salinas de sddio. Dentre os
varios sais testados, os sais de sulfito apresentaram efeito mais forte em
reduzir a solubilidade das proteinas de soja. Para todos os outros sais,
guando a for¢a ibnica aumentou, a solubilidade do isolado decresceu até a
concentracao salina atingir 0,1 M e aumentou acima desta concentracao.

De modo geral, a solubilidade de uma proteina é influenciada pela
maior ou menor afinidade das moléculas de proteinas pelo solvente, que no
caso dos alimentos é a 4gua. Em razéo disso, a solubilidade é classificada
como uma propriedade hidrofilica (SGARBIERI, 1996).

2.5.2. Emulsificacao

Uma emulsdo pode ser definida como a mistura de dois liquidos
imisciveis, um dos quais € disperso na forma de glébulos (fase dispersa) no
outro liquido (fase continua). A principal caracteristica de um agente
emulsificante € a de possuir, na mesma molécula, partes hidrofilicas e
hidrofébicas, ou seja, apresenta caracteristica anfifilica (HILL, 1996).

De modo geral, a capacidade emulsificante dos produtos protéicos de
soja aumenta com o aumento da solubilidade da proteina, enquanto o
isolado protéico de soja comercial, que ¢é geralmente seco pelo
processamento térmico, tem uma fraca propriedade emulsificante, visto que
apresenta baixa solubilidade (MITIDIERI e WAGNER, 2002). Embora a
estabilidade de emulsdo aumente com a concentracdo da proteina, a
capacidade de emulsdo geralmente decresce. O pH, a forca ibnica e a
temperatura de um sistema também afetam a emulsificacdo das proteinas
de soja. Por exemplo, as propriedades de emulséo sao 6timas em condi¢cdes
alcalinas, porém sdo fracas, quando obtidas na faixa de pH 5 a 6. A
capacidade de emulsdo decresceu quando a temperatura aumentou de
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50°C. A capacidade emulsificante das proteinas de soja aumentou para
42%, quando a forca ibnica da disperséo da proteina aumentou de 0,03 para
0,05, em pH 7 (LIU, 1997).

2.5.3. Espumabilidade

As espumas, geralmente, consistem em bolhas de gas dispersas e
envolvidas por um filme liquido fino (laminulas), contendo um surfactante
solavel (proteina) (Figura 4). A capacidade de uma proteina formar espuma
refere-se a expansao de volume da disperséo protéica. A incorporacao de ar
por batimento, agitacdo ou aeracado € util em diversos sistemas alimenticios,
como produtos de padaria e confeitaria, cujo ganho de volume é de grande
interesse, em raz&o da necessidade de incorporacdo de ar ou CO,. E uma
propriedade funcional de interface que depende da natureza da proteina, do
pH, da solubilidade, da temperatura (desnaturagao), da presenca de sais, da
presenca de outros constituintes nos alimentos (lipidios e aclcares) e da
concentracdo de proteina (WILDE e CLARK, 1996).

As espumas sdo mais estaveis na regidao do ponto isoelétrico das
proteinas, em razao da falta de interacdes repulsivas (repulsdo eletrostéatica
minima), que promovem uma interacdo mais favoravel entre proteina-
proteina, formando um filme viscoso na interface (FENNEMA, 1996,
ORDONEZ et al., 2005). Geralmente, a maioria das proteinas forma uma
espuma maxima com uma concentracdo de 2 a 8%. A desnaturagéo parcial
das proteinas freqlentemente proporciona melhora nas propriedades de
espumabilidade. Esta melhora é atribuida ao aumento da hidrofobicidade na
superficie. Os lipidios, particularmente os fosfolipidios, afetam contrariamente a
espumabilidade das proteinas, visto que desestabilizam as espumas da farinha
e do concentrado de soja (DAMODARAN, 1996).

Estudos tém demonstrado que existem diferencas nas propriedades
de espuma em diversos produtos protéicos de soja, devendo ser ressaltado
gue os isolados protéicos possuem maior espumabilidade quando
comparados com farinhas e concentrados de soja (LIU, 1997).
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{larninula)

Fonte: adaptado de WILDE e CLARK (1996).

Figura 4 — Representacdo esquematica da estrutura da bolha de gas.

2.5.4. Gelificacao

A gelificacdo ocorre quando as moléculas desnaturadas pelo calor se
agregam para formar uma rede protéica orientada. Géis de proteina
consistem de uma rede tridimensional em que a agua é encapsulada e,
freqientemente, sdo considerados por ter uma fase intermediaria entre um
sélido e um liquido (MATSUMURA e MORI, 1996). Os principais fatores que
afetam a gelificacdo da proteina de soja incluem a concentracao de proteina,
0 tempo e a temperatura de aquecimento, a concentracdo salina e as
condicbes de resfriamento, visto que todos eles afetam as interacdes
proteina-agua ou proteina-proteina. Enquanto a farinha e o concentrado
protéico de soja formam géis macios e fracos, os isolados protéicos formam

géis firmes, duros e resistentes (LIU, 1997).
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2.5.5. Capacidade de absorcéao e retencao de agua

Segundo FENNEMA (1996), os termos absorcao e retencdo de agua
envolvem a interacdo entre a proteina e a agua, e expressam a quantidade
maxima de agua que o material protéico pode captar e reter durante a
formulag&o do alimento.

As proteinas interagem com a agua por meio da formacdo de
ligacdes, como as de hidrogénio, ligacdes dipolo-dipolo ou cadeias laterais
dos aminoéacidos (interagdo com grupos ionizados). Assim, quando ha
propor¢cdo maior de aminoacidos com cadeias laterais hidrofébicas, a
proteina apresenta menor capacidade de hidratacdo do que quando é
composta por aminoacidos com cadeias laterais hidrofilicas, que podem
formar mais facilmente ligacdes de hidrogénio com a agua (ORDONEZ et al.,
2005).

Os principais fatores que afetam a capacidade de absorcdo de agua
de uma proteina incluem a composicdo aminoacidica, a estrutura e
conformacao da proteina, a polaridade e carga na superficie, a forca ibnica,
o pH e a temperatura (DAMODARAN, 1996).

A concentracdo de proteinas esta diretamente relacionada com a
guantidade total de agua que elas podem absorver. O isolado protéico de
soja apresenta maior capacidade de absorcdo de agua (aproximadamente
35 g/100 g), em razdo do seu maior contetdo protéico dentre os produtos
protéicos de soja (LIU, 1997). Os diferentes processamentos, como
tratamento térmico, extrusao e texturizacdo, podem ocasionar decréscimo na
capacidade de absorcdo de agua, em razdo da agregacao das proteinas
desnaturadas (ORDONEZ et al., 2005).

2.6. Modificacédo das proteinas de soja

As propriedades funcionais das proteinas sao controladas pela sua
composicdo e estrutura e pelas interacbes dessas com uma ou mais
substancias. As caracteristicas moleculares das proteinas podem ser
alteradas por mudancas quimicas ou fisicas na sua estrutura e conformacao,

em niveis diferentes. Condicbes oOtimas de tamanho, superficie, carga,
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relacdo hidrofobicidade/hidrofilicidade e flexibilidade molecular das proteinas
podem ser alcancadas. Para as proteinas de soja apresentarem
propriedades funcionais desejaveis, diversos métodos de modificacdo da
proteina tém sido utilizados, os quais incluem as modificacbes fisicas,
guimicas e enzimaticas (LIU, 1997; MOURE et al., 2006).

2.6.1. Modificacéo fisica

Os métodos de modificacdo fisica das proteinas incluem os
tratamentos acido, alcalino ou térmico. Estes tratamentos geralmente
promovem alteracdes nas estruturas secundarias e terciarias das moléculas
de proteinas (desnaturacéo) (LIU, 1997).

Os tratamentos térmicos podem provocar, nas proteinas, alteracées
nas cadeias laterais dos aminoéacidos, hidrélise das ligacbes peptidicas e
mudancas estruturais (ORDONEZ et al., 2005).

A desnaturacdo de proteinas geralmente proporciona perda de
solubilidade, aumento na viscosidade e mudancas nas interacdes proteina-
proteina. O grau de desnaturacdo de uma proteina depende da sua
composicdo, concentracdo, conteudo em agua, forca i6nica e pH. Por
exemplo, proteinas nas suas formas desidratadas sdo mais resistentes ao
calor do que proteinas em solucdo, e solu¢cdes concentradas sdo mais
estaveis do que solucdes diluidas (LIU, 1997).

A desnaturacado por pH acido conduz a agregacao e precipitacdo das
proteinas. A desnaturacdo e a insolubilizacdo das proteinas de soja sob
condicdes acidas podem limitar o uso dessas em bebidas (SORGENTINI et
al., 1984, citados por WAGNER et al., 2000).

Wagner et al. (1996) modificaram um isolado protéico de soja por
tratamento acido e observaram maior desnaturacéo da globulina 11S do que
a 7S. Estas alteragGes provocaram diminuicao na solubilidade.

2.6.2. Modificacdo quimica

Modificacdes quimicas, como alquilacdo, acilacdo, fosforilacdo e
desamidacao, tém sido utilizadas em estudos para caracterizar as relacoes
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entre estrutura, estabilidade e propriedades funcionais das proteinas. Estes
compostos tém por objetivos promover a derivatizacdo dos grupos laterais
dos residuos de aminoécidos e, conseqliientemente, modificar a polaridade e
carga liquida das proteinas (LIU, 1997). Essas alteracfes quimicas podem,
por exemplo, alterar a hidrofobicidade de uma proteina (MOURE et al.,
2006).

A alquilacéo é a substituicdo do hidrogénio por um radical alquila, ou
seja, derivado de um hidrocarboneto. A alquilagéo tem por objetivo adicionar
grupos alquila (RCH;) nos aminoécidos lisina, cisteina, metionina e histidina,
aumentando a sua ramificacdo (MOURE et al., 2006).

A acilacdo é a substituicdo do hidrogénio de uma molécula por um
radical acila (RC = O), que age principalmente na lisina. Segundo Shabhidi e
Wanasundara (1998), citados por MOURE et al. (2006), a acilagdo com
anidrido succinico melhorou as propriedades fisico-quimicas, como a
solubilidade, as propriedades emulsificantes e a espumabilidade de proteinas.

A fosforilagcdo consiste em adicionar um grupo fosfato (PO4) a um
aminoacido de uma cadeia protéica. A fosforilacdo promove a formacédo de
géis mais fracos que os obtidos com a acilagdo (MOURE et al., 2006).

Entretanto, a maioria dessas modificagcdes quimicas foi desenvolvida
em estudos especificos, visto que envolve processos quimicos caros (LIU, 1997).

A carga de uma molécula de proteina é devido a ionizag¢édo dos grupos
funcionais de aminoacidos. Portanto, a forca ibnica de um solvente afeta o
grau de dissociacdo desses grupos, alterando a carga da proteina e,
consequentemente, a sua solubilidade (CHEN e SOUCIE, 1986). Estes
autores modificarem um isolado protéico de soja comercial, adicionando
diversos ions na forma de sais. De todos os ions estudados, constatou-se
gue os ions multivalentes, como aluminio, ferro, tripolifosfato e
hexametafosfato, alteraram o ponto isoelétrico do IPS e, conseqlentemente,
a sua solubilidade.

A utilizacdo de sais pode afetar a solubilidade de uma proteina
(CHEFTEL et al., 1989). O efeito de sal na solubilizacdo depende da sua
concentracdo, do numero de cargas elétricas dos céations e anions que
formam o sal e do pH da solugcéo (ARAUJO, 1984).
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2.6.3. Modificacdo enzimatica

A modificacdo enziméatica é geralmente produzida por meio da quebra
de ligacdes peptidicas (protedlise), a fim de produzir peptideos de tamanho
desejavel (MOURE et al., 2006).

A hidrélise protéica pode ser realizada por meio de enzimas, acidos
ou Aalcalis (MARTINS, 2005). Contudo, na producdo de hidrolisados
destinados a nutricao, a hidrélise enzimatica é preferencial aos tratamentos
guimicos, pelo fato de possibilitar a producao de hidrolisados com perfil de
peptideos mais bem definido, somado ao fato de que os tratamentos
guimicos podem ainda causar perdas nutricionais pela destruicdo e
transformacéo de alguns aminoacidos essenciais (FURTADO, 1999).

Segundo Furtado (1999), além da melhoria das -caracteristicas
nutricionais, a hidrdlise protéica é também realizada para melhorar algumas
propriedades funcionais.

Segundo Duarte et al. (1998b), a hidrélise enziméatica pode contribuir
para aumentar a solubilidade das proteinas, uma vez que leva a maior
exposigcdo de grupos carregados, diminui o tamanho molecular, aumenta a
hidrofilicidade, além de provocar alteracdes favoraveis na configuracao
molecular.

Liu (1997) reportou que o tratamento com a enzima alcalase provocou
melhoria na solubilidade, capacidade emulsificante e capacidade de
formacdo de espuma das proteinas de soja.

Jones e Tung (1983), citados por Moure et al. (2006), verificaram que
o tratamento com tripsina em produtos de soja proporcionou um aumento na
sua solubilidade.

Outras enzimas, como pepsina, pancreatina e bromelina, tém sido
reportadas por provocar alteragdes nas propriedades funcionais das
proteinas de soja (LIU, 1997).

Entretanto, um dos mais importantes problemas relacionados a
utilizacdo da modificacdo enzimatica é o aparecimento de sabor amargo,
ocasionado pela formacao de peptideos com alto indice de aminoacidos
hidrofébicos (FURTADO, 1999; MARTINS 2005).
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2.7. Qualidade nutricional da proteina de soja

Atualmente, a soja é a principal fonte de proteina vegetal para a
nutricdo animal e humana. A qualidade nutricional de uma proteina depende
de muitos fatores, incluindo a digestibilidade e a composicdo em
aminoécidos, devendo esses serem absorvidos em uma forma biodisponivel.
Portanto, para avaliar a qualidade nutricional de uma proteina é importante
conhecer a sua composicdo aminoacidica e a biodisponibilidade dos
aminoacidos presentes nessa proteina (FRIEDMAN, 1996).

A biodisponibilidade dos aminoacidos de uma proteina € medida pela
porcentagem da proteina ingerida que foi absorvida, através da digestibilidade e
dos indices de qualidade protéica que medem quanto dos aminoacidos
absorvidos vao ser utilizados para sintese protéica (SGARBIERI, 1996).

Os requerimentos de aminodacidos para alimentacéo de individuos em
diferentes fases da vida foram estimados pela Food and Agriculture
Organization/World Health Organization (FAO/WHO, 1991) e estdo
apresentados na Tabela 7, juntamente com a composicdo em aminoacidos
de farinha de soja, concentrado protéico de soja e isolado protéico de soja.

A maioria das proteinas de leguminosas, como a proteina de soja,
contém pequenas quantidades de aminoacidos sulfurados, com a metionina
apresentando o primeiro aminoacido limitante (CASTRO et al., 2000).
Entretanto, as proteinas de soja contém quantidades suficientes de lisina,
que é um aminoacido limitante em muitas proteinas de cereais. Portanto, as
combinacdes de cereais e leguminosas podem permitir que as deficiéncias
na qualidade protéica de uma sejam compensadas pelos excessos dos
mesmos aminodacidos de outra, proporcionando uma mistura de proteinas
com um valor nutritivo superior ao de cada componente separadamente
(DHINGRA e JOOD, 2001; MENSA-WILMOT et al., 2001).

Os métodos para avaliagdo das propriedades nutricionais das
proteinas podem ser divididos em trés categorias principais: quimicos e, ou,
bioquimicos, biologicos e microbiolégicos. Dos métodos citados, alguns sédo
consagrados no que diz respeito a qualidade nutricional da proteina de soja
(HERNANDEZ et al., 1996).
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Tabela 7 — Composicdo em aminoacidos (mg/g proteina) de produtos
protéicos de soja e recomendagdes para individuos em diferentes
fases da vida

Aminoacidos Farinha Concen’t_rad ISOI?.dO FAO/WHO"
essenciais de soja’ odpergge_lc;o Proteico ¢ anos 10-12 Adultos

ja de soja anos
Histidina 26 25 28 19 19 16
Isoleucina 46 48 49 28 28 13
Leucina 78 79 82 66 44 19
Lisina 64 64 64 58 44 16
Cistina+metionina 26 28 26 25 22 17
Fenilalanina+tirosina 88 89 92 63 22 19

Treonina 39 45 38 34 28

Triptofano 14 16 14 11 9
Valina 46 50 50 35 25 13

% Fonte: FAO/WHO (1991).
® Fonte: adaptado de Endres (2001).

A medida da digestibilidade, por exemplo, indica o quanto das
proteinas ingeridas foi hidrolisado pelas enzimas digestivas e absorvidas
pelo organismo, constituindo o primeiro fator que afeta a eficiéncia da
utilizacéo protéica da dieta (DARRAGH e HODGKINSON, 2000; MONTEIRO
et al., 2004). Quando ligac6es peptidicas ndo sdo hidrolisadas no processo
digestivo, parte da proteina é excretada nas fezes, ou metabolizada pelos
microrganismos do intestino grosso (DUARTE, 1999).

A digestibilidade in vivo da proteina é determinada pela medida do
nitrogénio ingerido que o animal absorve. O nitrogénio absorvido € obtido
pela diferenca entre o nitrogénio ingerido com a dieta e aquele que é
eliminado nas fezes. Esta digestibilidade € denominada aparente, visto que
ndo € considerado o nitrogénio eliminado nas fezes resultante da
descamacao do tubo digestivo, dos sucos e das secrec¢des da flora intestinal.
A digestibilidade verdadeira € determinada por meio da correcdo da
guantidade de nitrogénio fecal excretado, considerando a quantidade de
nitrogénio excretado quando o individuo consome uma dieta livre de proteina
(FAO/WHO, 1991; DARRAGH e HODGKINSON, 2000).

A digestibilidade in vitro de uma proteina € estimada ao usar enzimas
proteoliticas que atuam normalmente na digestéo, procurando, desse modo,
simular as condicfes de acidez ou de pH, caracteristicas do estdbmago e do
intestino, onde a digestdo das proteinas se processa (HERNANDEZ et al.,
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1996). Rozan et al. (1997) usaram digestibilidade in vitro para estimar a
digestibilidade verdadeira de fontes diferentes de proteinas. Para a maior
parte das fontes estudadas, houve boa correlacdo (r=0,88) quando se
comparou a digestibilidade in vitro com a digestibilidade verdadeira
determinada em ratos.

Os alimentos de origem animal apresentam maior digestibilidade que
os de origem vegetal. O fato de os alimentos de origem animal ndo conterem
fibra alimentar e fatores antinutricionais faz com que a velocidade de transito
intestinal seja mais lenta e, em consequéncia, obtém-se maior digestdo dos
nutrientes (MONTEIRO, 2000).

Sendo assim, a digestibilidade da proteina € um condicionante da
qualidade protéica. Um dado aminoacido pode estar presente na proteina,
mas ndo estar necessariamente disponivel para o organismo. Em outras
palavras, proteinas ndo podem ser utilizadas pelo organismo sem serem
digeridas por ele. Diversos fatores tém sido identificados por interferir na
digestibilidade. Dentre estes citam-se a presenca de componentes
biologicamente ativos, o tratamento térmico e a estrutura quimica da
proteina. Esses fatores afetam a digestibilidade da proteina, diminuindo sua
hidrélise, o que torna os aminoacidos menos disponiveis para serem
absorvidos pelo organismo (LIU, 1997; MONTEIRO, 2000).

Os inibidores de proteases presentes na soja crua sédo considerados
0s principais fatores responsaveis pela diminuicdo da digestibilidade dessa
proteina. Eles inibem a acdo das enzimas tripsina e quimotripsina sobre a
hidrélise das proteinas da dieta. Este efeito foi evidenciado pela relacdo
entre o aumento da qualidade protéica, medida pelo PER, em ratos
alimentados com soja tratada termicamente, cujos inibidores de proteases
foram destruidos (LAJOLO e GENOVESE, 2002).

Embora os efeitos nutricionais dos inibidores de proteases sejam
conhecidos em ratos, em humanos continua obscura a correlacdo entre a
qualidade da proteina de leguminosas e os niveis de inibidores presentes.
Primeiramente, tem sido sugerido que proteinas de soja na forma natural
(ndo-desnaturada) sao mais resistentes ao ataque das enzimas proteoliticas
do que a proteina desnaturada pelo calor (MONTEIRO, 2000). Portanto, o
efeito do tratamento térmico no aumento da qualidade protéica é devido nao

31



BN

somente a inativacdo dos inibidores de tripsina, como também por
desnaturar a proteina de soja, rompendo a sua estrutura interna e permitindo
gue a molécula de proteina esteja mais disponivel ao ataque enzimatico (LIU,
1997).

Segundo Krogdahl e Holm (1981), citados por Monteiro (2000), os
inibidores de proteases presentes nos grdos de soja sdo parcialmente
inativados por digestdo com pepsina ou quando incubados com suco
gastrico humano. Aproximadamente 80% da atividade do inibidor de tripsina
Kunitz e 23% da atividade do inibidor Bowman-Birk desapareceram durante
a digestdo com pepsina, quando esses inibidores, na forma purificada, foram
incubados com suco gastrico humano.

Liu (1997) verificou que existe uma variacdo consideravel na
digestibilidade da proteina de soja em humanos entre os diversos produtos
tradicionais de soja (Tabela 8). A proteina de yuba apresentou a maior
digestibilidade (100%), enquanto a soja tostada obteve o menor valor (78%).
lkeda et al. (1995) realizaram um estudo in vitro e observaram que nao
existia nenhuma correlacéo significativa entre a digestibilidade da proteina
de produtos orientais de soja e 0s niveis de inibidores de proteases (tripsina
e quimotripsina). A proteina de yuba é desenovelada e tem uma estrutura
estirada por meio de ligacdes hidrofébicas com lipidios. Portanto, a
conformacdo das proteinas nos produtos de soja pode exercer um papel
importante na digestibilidade destas (LIU, 1997).

Tabela 8 — Digestibilidade protéica de varios produtos de soja em humanos

Produtos de soja Digestibilidade (%)
Soja tostada 78
Soja fermentada (natto) 90
Graos de soja cozidos 92
Tofu liofilizado 93
Yuba 100

Fonte: adaptado de LIU (1997).

Outras substancias biologicamente ativas presentes na soja, como

fendis e fitatos, sdo também conhecidas por reduzir a qualidade protéica
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(ROHN et al.,, 2006). Ritter et al. (1987) reportaram que a reducdo de
compostos fendlicos e fitatos em um isolado protéico de soja aumentou a
digestibilidade da proteina, quando comparado com o controle.

O Escore Quimico Corrigido pela Digestibilidade da Proteina
(PDCAAS) é um método baseado no requerimento de aminodacidos para
humanos e na digestibilidade da proteina, sendo considerado o0 método mais
apropriado para avaliar a qualidade protéica de alimentos e férmulas infantis
(GILANI e SEPEHR, 2003; SCHAAFSMA, 2005). De acordo com esse
método, as proteinas de soja tém apresentado qualidade semelhante as

proteinas de origem animal (Tabela 9).

Tabela 9 — PDCAAS de diversas fontes protéicas

Fonte protéica PDCAAS
Caseina 1,00
Clara de ovo 1,00
Concentrado protéico de soja 0,99
Isolado Protéico de soja 0,92
Carne de boi 0,92
Farinha de ervilha 0,69
Feijao enlatado 0,68
Amendoim 0,52
Trigo 0,42
Gliten 0,25

Fonte: adaptado de ENDRES (2001).

Entretanto, o método tem apresentado algumas limitacdes, como a
falta de padronizacdo e reprodutibilidade nas analises da composicdo em
aminoacidos sulfurados e triptofano e a incapacidade de se distinguir as
formas D e L (SCHAAFSMA, 2005).

Sarwar (1997) modificou um isolado protéico de soja, fazendo um
tratamento alcalino e térmico, encontrando valores de PDCAAS de 100 e

49%, respectivamente, para o IPS comercial e modificado.
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2.8. Proteinas do leite humano

As proteinas do leite humano sao quantitativa (apresentam um
contetdo trés vezes menor) e qualitativamente diferentes das do leite de
vaca, e sao basicamente divididas em trés grupos principais: caseina,
proteinas do soro e proteinas constituintes do interior da membrana do
glébulo de gordura (mucinas); os outros componentes sao enzimas e fatores
de crescimento (semelhante a hormonios — peptideos de baixa massa molar)
(RUDLOFF e KUNZ, 1997; LONNERDAL, 2003). No leite humano, a maior
concentracdo das proteinas estd na fracdo do soro, enquanto no leite de
vaca predomina a caseina. A relacdo caseina:proteinas do soro varia de
aproximadamente 40:60 a 50:50, no leite maduro, enquanto no leite de vaca
esta relagdo é estimada em 80:20 (LONNERDAL, 2003). Além disso, o leite
humano contém cerca de 20 a 25% de nitrogénio nao-protéico (NNP), do
qual uma parte contribui para a sintese de aminoacidos nao-essenciais. A
concentragdo de NNP é maior no leite humano do que no leite de vaca
(RUDLOFF e KUNZ, 1997; CARRATU et al., 2003). Dentre 0s compostos
identificados nessa fracdo, o principal € a uréia (quase 50%), sendo
encontrados também amoénia, creatinina, creatina, &cido drico, acido
nucléico, carnitina, peptideos de baixa massa molar, nucleotideos,
glicosamina, aminoacidos livres etc. (CARRATU et al., 2003; EUCLYDES,
2005).

Além da diferenca quantitativa, existem diferencas qualitativas
significativas entre as caseinas dos leites humano e de vaca (Tabela 10). O
primeiro contém b, k-caseinas, entretanto a subunidade b predomina,
enquanto no segundo as fracdes as; € asz, em conjunto, representam mais
de 50% da caseina total. Além disso, a caseina do leite de vaca é altamente
fosforilada, o que afeta a absorcdo de ferro e outros minerais (RUDLOFF e
KUNZ, 1997). Essas caracteristicas também s&do responsaveis por
diferencas encontradas na coagulacdo da proteina, na velocidade de
esvaziamento gastrico e no tempo de transito intestinal. A caseina do leite
humano coagula em pequenos flocos macios e porosos, facilitando a acéo
enzimatica, ja a do leite de vaca forma coagulos firmes e mais resistentes, o
que torna a digestdo mais dificil (EUCLYDES, 2005).

34



Tabela 10 — Composic¢ao protéica dos leites humano e de vaca

Leite humano Leite de vaca
Proteina Conc. % Conc. %
(g/100mL) Carboidratos (g/100mL) Carboidratos
Proteinas totais 0,8-0,9 3,30
Caseina 0,3-0,5 2,60
ag-caseina - - 1,0 -
asx-caseina - - 0,26 -
b-caseina 0,3-0,5 - 0,93 -
gcaseina - - 0,08 -
k-caseina 0,1-0,3 40-60 0,33 10
Proteinas do soro 0,4-0,6 0,5-0,7

b-lactoglobulina - - 0,20-0,30 -
a-lactalbumina 0,2-0,3 - 0,08-0,12 -
Soroalbumina 0,03 - 0,04 -
Imunoglobulinas
SIgA 0,05-0,1 12 - -
IgA 0,01 7-11 0,003 -
19G 0,001 2-3 0,06 Trago
IgM 0,002 12 0,005 -
Lactoferrina 0,1-0,3 6 Traco -

Fonte: adaptado de Rudloff e Kunz (1997).

A fracdo de k-caseina contém grande quantidade de carboidratos
(galactose, N-acetilglicosamina e N-acetil-galactosamina), que durante o
processo de digestdo produzem glicopeptideos responsaveis pelo
crescimento de bifidobactérias (Lactobacillus bifidus), diminuindo o risco de
infeccbes intestinais provocadas por microrganismos patogénicos, por
exemplo E coli. Além disso, os fragmentos de b-caseina (fosfopeptideos)
oriundos da protedlise das proteinas do leite humano tém sido apontados
por melhorar a absorcdo de calcio, em razdo da sua capacidade de
aumentar a solubilidade do calcio no limen intestinal. Estudos também tém
mostrado maior absorcdo de zinco (RUDLOFF e KUNZ, 1997; KROENING
et al., 1998).

As proteinas do soro dos leites humano e de vaca também sao

diferentes. No leite de vaca a b-lactoglobulina é predominante, enquanto no
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leite humano ela esta ausente. Esta proteina constitui uma importante fracao
antigénica do leite de vaca, visto que ela é responsavel pela reacéo alérgica
em 82% dos casos (ELWING, 1988). No leite humano, a a-lactoalbumina, a
lactoferrina e as imunoglobulinas sdo as principais proteinas, enquanto no
leite de vaca estas se encontram em menor concentragdo. A a-
lactoalbumina € um importante componente do sistema enzimatico da
sintese de lactose na glandula mamaria. O soro do leite humano contém
ainda albumina, lisozima, imunoglobulinas, dentre outras proteinas
(RUDLOFF e KUNZ, 1997; EUCLYDES, 2005).

As imunoglobulinas obtidas do colostro e leite humano conferem
protecdo, particularmente, ao trato gastrointestinal e respiratério. A
imunoglobulina mais importante presente no leite humano é a
imunoglobulina secretéria (SIgA), que corresponde a 90%, embora outras,
como IgG, IgM, IgD e IgE, também estejam presentes. A SIgA tem a
caracteristica de ser resistente a digestdo, podendo, desse modo, atravessar
intacta o trato gastrointestinal, mantendo a sua capacidade de atuacéo
(CARBONARE e CARNEIRO-SAMPAIO, 2001). A SIgA aloja-se na
superficie das células epiteliais intestinais, formando um revestimento
protetor, impedindo, assim, a aderéncia de substancias alergénicas e de
bactérias e virus patogénicos na mucosa intestinal, bem como de suas
toxinas (EUCLYDES, 2005).

A lactoferrina € uma glicoproteina de aproximadamente 80 kDa que
apresenta dois sitios capazes de se ligar a fons Fe™® é resistente a
protedlise enzimatica, estd presente em altas concentracdes no colostro (5-
7 mg/mL) e leite (1-2 mg/mL) e possui como principal fungdo quelar ions
Fe* que sdo essenciais para a multiplicacdo de microrganismos
patogénicos, diminuindo, desse modo, a sua disponibilidade no ambiente
intestinal. Além da acdo bacteriostatica, a lactoferrina pode influenciar
positivamente o crescimento celular da mucosa intestinal e, consequentemente,
aumentar a resisténcia a infeccdo. Além disso, € sugerido que ela tenha
capacidade de melhorar a absorcdo de ferro, em razdo de a mucosa
intestinal possuir um receptor exclusivo para a lactoferrina e, possivelmente,
facilitar a absorcdo de ferro (CARBONARE e CARNEIRO-SAMPAIO, 2001;
LONNERDAL, 2003).
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A lisozima é uma enzima capaz de degradar ligacGes glicosidicas da
parede de bactérias gram-positivas como Staphylococcus aureus, mas
também pode ser bactericida para outras bactérias gram-negativas como
Escherichia coli, interagindo conjuntamente com lactoferrina (LONNERDAL,
2003; EUCLYDES, 2005).

Segundo Carbonare e Carneiro-Sampaio (2001), a mucina é uma
proteina altamente glicosilada e, no colostro e leite, esta ligada aos glébulos
de gordura. Sua principal funcao € inibir a adeséo bacteriana.

O leite humano fornece, qualitativamente, todos os aminoacidos
essenciais e em quantidades adequadas, compativeis com as necessidades
e limitacbes metabdlicas do lactente, fato que ndo acontece com o leite de
vaca. O leite humano apresenta concentragcdes maiores de cistina e
menores de metionina. Isso é importante porque a concentracdo da enzima
que catalisa a conversdo de metionina em cistina € baixa no recém-nascido
(CARBONARE e CARNEIRO-SAMPAIO, 2001). A concentracdo de taurina é
elevada, principalmente em fetos e prematuros, visto que ela é importante na
conjugacao de sais biliares, o que facilita a absorcdo de gorduras. Além
disso, niveis elevados de taurina também s&do encontrados no tecido
nervoso, no cérebro em desenvolvimento, no coracdo e nha retina
(CARRATU et al., 2003). O leite humano apresenta teores relativamente
baixos de aminoacidos, como a fenilalanina e a tirosina. Este efeito é
desejavel porque o recém-nascido tem dificuldade para metabolizar esses
aminoécidos, que acabam afetando o desenvolvimento do sistema nervoso
central, quando sdo encontrados em niveis elevados na corrente sanguinea
(EUCLYDES, 2005).

A porta de entrada da maioria das infeccbes no ser humano é pelas
superficies das mucosas, principalmente as dos tratos gastrointestinais e
respiratérias. Por meio da alimentacao e respiracdo, 0 organismo entra em
contato com microrganismos patogénicos e ndo-patogénicos, como também
com substancias potencialmente alergénicas ou nocivas (CARBONARE e
CARNEIRO-SAMPAIO, 2001).

Particularmente no caso do trato gastrointestinal, a imaturidade do
epitélio permite maior permeabilidade para macromoléculas, e o padrdo de
glicosilacdo dos microvilos propicia maior adesdo de microrganismos. Além
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disso, a baixa acidez gastrica e menor atividade de enzimas digestivas ndo
constituem barreiras eficientes, como ocorre nos organismos adultos
(CARBONARE e CARNEIRO-SAMPAIO, 2001).

2.9. Alergia e intolerancia a proteinas dos alimentos

O organismo humano, gragas ao seu sistema imunoldgico, mantém a
integridade e constancia de sua composicéo, livrando-se de substancias
heterdlogas, principalmente as de origem exdgena, como microrganismos e
proteinas alimentares.

As terminologias alergia e intolerancia séo frequientemente utilizadas
conjuntamente por, algumas vezes, apresentarem manifestacdes clinicas
semelhantes, ja que ambas tém sido denominadas por alguns autores pelo
termo “enteropatia sensivel as proteinas do leite de vaca” (LOZANO DE LA
TORRE e TOLEDANO, 1999). Entretanto, a alergia alimentar € uma reacao
de imunidade, segundo a European Academy of Allergy and Clinical
Immunology. A substancia agressora ou antigeno, geralmente proteina,
atravessa a mucosa intestinal, entra na circulacdo e é percebida pelo
sistema imunoldgico, que estimula a producdo de anticorpos especificos,
pertencentes a uma ou mais classes de imunoglobulinas, com propriedades

s

fisicas e quimicas caracteristicas. A alergia verdadeira € causada pelas
imunoglobulinas E (IgE), em resposta a presengca destas proteinas
consideradas antigénicas pelo sistema imunol6gico. A IgE causa liberacdo
de substancias vaso-ativas por alguns tipos de células, que podem causar
problemas inflamatérios na pele, nos pulmdes e nas articulagdes (ESTEBAN
et al., 1999; SPRIKKELMAN et al., 2000). Heine et al. (2002) relataram que
guando um antigeno e um anticorpo especifico se combinam formam um
complexo, o que produz no organismo efeitos bioldégicos de uma reacéo
alérgica, como vomito, diarréia, rinite alérgica, dermatite atépica ou eczema
atopico e outros sintomas.

Segundo a European Academy of Allergy and Clinical Inmunology, a
intolerancia alimentar é definida como uma resposta fisiolégica alterada a
certos alimentos ou aditivos alimentares por diversos mecanismos, que,

geralmente, é decorrente de uma deficiéncia ou anomalia enzimatica, de um
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problema digestivo ou até mesmo de uma reacao psicologica (LOZANO DE
LA TORRE e TOLEDANO, 1999; SPRIKKELMAN et al., 2000).

O leite de vaca, um importante componente da dieta, especialmente
durante a infancia, € capaz de produzir, por meio de suas proteinas,
manifestacdes de hipersensibilidade que, em criancas de idade mais baixa
(até 3 anos), registram uma ocorréncia de 0,3 a 7,5% (MORO et al., 2002;
WILSON, 2005). Essas crian¢cas sdo mais suscetiveis ao aparecimento da
alergia alimentar, possivelmente por imaturidade da mucosa intestinal e do
sistema imunoldgico, com conseqlente prejuizo na absorcdo e maior
desenvolvimento de sensibilidade as macromoléculas absorvidas. Esse
processo pode ocorrer também no adulto, por meio de mecanismo bastante
parecido (SAMPSON, 1997).

Rozenfeld et al. (2002) apontaram a caseina, a b-lactoglobulina e a a-
lactalboumina do leite de vaca como 0s agentes mais freqlentemente
envolvidos nas reacdes alergénicas. A alergenicidade a caseina bovina ja foi
demonstrada, ja que 92% de pacientes alérgicos apresentaram aumento da
IgE no sangue (BERNARD et al., 2000).

Para atender a nutricdo de criancas alérgicas ou sensiveis as
proteinas do leite de vaca, faz-se necessério o uso de outras fontes
protéicas, que preencham as suas necessidades. Assim, produtos com
proteinas hidrolisadas, formulas a base de carne de boi, de frango, de ra, de
soja e mesmo leite de cabra, podem ser utilizados como substitutos do leite
de vaca na alimentagdo dessas criangas (LOZANO DE LA TORRE e
TOLEDANO, 1999).

2.9.1. A alergenicidade relacionada ao consumo da soja e seus produtos

A alergenicidade relacionada a soja esta ligada a sua fracdo protéica.
Produtos de soja, como o 6leo e a lecitina de soja, normalmente nao contém
alérgenos, a menos que uma contaminacdo protéica tenha ocorrido. Em
estudos com animais, principalmente bezerros, a maior parte das proteinas
de soja, incluindo as globulinas de armazenamento, inibidores de proteases
e lectinas, tem mostrado uma participacao direta na ocorréncia das reacdes

imunoldgicas. Entretanto, dentre as proteinas da soja, a b-conglicinina € um
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forte alérgeno, por provocar hipersensibilidade em bezerros. Além disso,
proteinas de soja com baixa massa molar, denominadas P22-25,
demonstraram forte inducdo na producdo de anticorpos em bezerros.
Entretanto, sabe-se que um tratamento térmico eficiente nesses produtos é
suficiente para eliminacdo desta alergenicidade, visto que geralmente os
produtos de soja sdo considerados por serem hipoalergéncicos (LIU, 1997).

Embora o tratamento térmico possa eliminar a maioria dos
componentes responsaveis por induzir uma reacao imunoldgica, alguns
componentes da proteina de soja, com forte atividade alergénica, podem ser
resistentes ao aquecimento e outros processamentos. Portanto, esses
componentes também podem ser resistentes a digestdo e,
consequentemente, permanecer intactos ao longo do estbmago e intestino e
induzir reacdes adversas em alguns humanos e animais (LIU, 1997).

Kleine-Tebbe et al. (2002) descreveram que 16 sitios alergénicos
foram encontrados na soja. Dentre eles, as proteinas 68, 30 e 28—kDa sédo
aquelas que apresentaram maior alergenicidade. As alergias provocadas
pelas proteinas 68 e 30-kDa foram bem caracterizadas, porém maiores
informacdes sobre a alergenicidade da proteina 28—kDa, uma glicoproteina,
ainda sdo necessarias, segundo Hiemori et al. (2001).

Aproximadamente 90% das proteinas da soja sdo duas globulinas
termoestaveis: a [-conglicinina e a glicinina, que sdo consideradas as
principais fragdes alergénicas da soja. A primeira possui trés subunidades e
a segunda, seis subunidades. Essas proteinas de armazenamento s&o
representadas, respectivamente, pela Gly m | 30 kDa ou P34 (considerada o
principal alérgeno em pacientes sensiveis a soja) e 22 kDa G; glicinina, que
também é um alérgeno (MURARO et al., 2002).

Ogawa et al. (2001) desenvolveram um estudo para identificar os
principais componentes responsaveis pelas manifestacdes alérgicas,
consequentes da ingestdo de soja, e, portanto, para reduzir esta
alergenicidade. Eles também verificaram que as proteinas 68, 30 e 28—kDa
apresentaram maior alergenicidade. Essas proteinas podem ser eliminadas
por meio de técnicas quimicas para este fim. Por exemplo, Samoto et al.

(1994), citados por Liu (1997), realizaram um tratamento combinado de 1 M
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de Na,SO,, acidificacdo com pH a 4,5 e centrifugacao, e removeram mais de
90% da proteina de 30 kDa de um leite de soja desengordurado.

Estudos indicaram que a antigenicidade das proteinas de soja pode
contribuir com todo problema de ma-digestdo e disturbios gastrointestinais
de animais alimentados com produtos de soja, visto que as proteinas
antigénicas apresentam a capacidade de ativar o sistema imune, que esta
relacionado diretamente com a ma-digestao dessas proteinas (LIU, 1997).

A incidéncia da intolerancia a soja em criancas com alergia ao leite de
vaca varia muito, e a ocorréncia de alergia a soja, mediada por IgE, em
pacientes com alergia verdadeira ao leite de vaca atinge 14% das criancas.
Contudo, criangcas com alergia ndo-mediada por IgE apresentaram maior
incidéncia de intolerancia a soja. Alguns autores descreveram lesdes do
intestino delgado, mais especificamente nas vilosidades, semelhantes
aquelas observadas na doenca celiaca, traduzindo um quadro de
enteropatia com ma-absor¢cao (SAMPSON e HO, 1997; KLEMOLA et al.,
2002; MURARO et al., 2002).

A maioria dos estudos mostrou a maior sensibilidade a proteina da
soja naguelas criancas que sdo sensiveis a proteina do leite de vaca. Em
mais de 60% das vezes isso se deve ao fato de que a maior permeabilidade
da mucosa intestinal, resultado da reacédo de hipersensibilidade ao leite de
vaca, permite aumentar a captacdo do antigeno da soja, e dai aumentar a
resposta imune a ela (MURARO et al., 2002). Lozano de La Torre e
Toledano (1999) nao recomendaram formulagcbes de soja quando o0s
pacientes apresentavam um quadro clinico de intolerancia as proteinas do
leite de vaca, visto que elas ndo eram efetivas no tratamento de problemas
de ma-digestao. Entretanto, esses autores relataram que as formulacbes a
base de soja eram eficazes no tratamento de alergia verdadeira as proteinas
do leite de vaca, jA& que ndo havia problemas de reacdo cruzada das
proteinas de soja com as proteinas do leite de vaca.

Os estudos de ocorréncia da intolerancia a proteina de soja sao muito
variaveis entre os autores: desde 0 até 63% (ZEIGER et al., 1999). Muraro et
al. (2002) reportaram variacdo de 3 a 40% de alergia a soja. Klemola et al.
(2002) observaram que a intolerancia a soja ocorria em 10 a 35% de

criancas com alergia ao leite de vaca. Além disso, no caso de criangas com
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alergia a alimentos, a alergia a soja foi documentada em 4 a 5% de
pacientes com dermatite e em 7 a 14% com alergia ao leite de vaca. A maior
ocorréncia (30 a 50%) foi observada em casos com enteropatias nao-
mediadas por IgE. De acordo com esses dados, Sampson e Ho (1997)
concluiram que a prevaléncia de alergia a soja ndo é tdo alta quanto se
imaginava. Além disso, o tipo de estudo conduzido pode contribuir para a
variacao desses resultados, principalmente em relacdo ao critério utilizado
para diagnosticar um quadro de alergia e selecdo dos pacientes. Por
exemplo, Muraro et al. (2002) relataram que a incidéncia de alergia a soja foi
estimada em apenas 0,3% dos pacientes e 1,1% em criancas atopicas,
guando o estudo foi realizado por teste de provocacao duplo cego placebo
controlado.

Nos pacientes com colite alérgica, Machida et al. (1994) observaram,
em mais de 30 criangas, resolucdo do quadro somente com a retirada dos
derivados do leite de vaca e substituicdo por isolado protéico de soja.

A proteina da soja é antigénica, mas isso nao significa que seja
obrigatoriamente alergénica. Deve-se entender que pode existir
hipersensibilidade a soja, sem que obrigatoriamente aconteca um fenémeno
alérgico, isto é, formacdo de anticorpos especificos. Zeiger et al. (1999)
avaliaram 93 criangas com menos de 3 anos e meio de idade, todas com
alergia a proteina do leite de vaca mediada por IgE. Todas foram avaliadas
para uma possivel alergia a proteina da soja, por teste de provocacao duplo-
cego placebo controlado. Apenas 14% delas tiveram diagnésticos
comprovados de alergia a soja, o que significa que as formulacdes de
isolado protéico de soja devem ser consideradas como alternativa segura e
capaz de promover um bom desenvolvimento para a maioria das criangas

com alergia ao leite de vaca.
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CAPITULO 1

MODIFICACAO E CARACTERIZACAO QUIMICA E FUNCIONAL DE
ISOLADOS PROTEICOS DE SOJA

1. INTRODUCAO

A crescente tendéncia pela formulagéo e fabricacdo de alimentos tem
acentuado a procura por ingredientes nutritivos de qualidade. Assim, as
proteinas, devido a sua importancia nutricional, suas propriedades funcionais
e suas caracteristicas fisico-quimicas, sdo componentes importantes em
diversos alimentos (DUARTE et al., 1998a).

Avancos na tecnologia de processamento de soja tém proporcionado
uma variedade de produtos comerciais, que sao capazes de desempenhar
na industria alimenticia funcdes que, até pouco tempo, s6 eram realizadas
por proteinas de origem animal (MURAD, 1993).

Vérios produtos protéicos podem ser obtidos a partir da soja. Dentre
eles, o isolado protéico de soja (IPS) é o derivado mais elaborado, sendo
obtido a partir do farelo desengordurado de soja por um processo de
fracionamento, apresentando alto teor de proteina (ENDRES, 2001).

O Brasil destaca-se como o0 segundo produtor de soja (USDA, 2007).
Entretanto, o consumo dessa leguminosa e de seus derivados ainda é
limitado no Pais. Isto se deve a influéncia de aspectos socioculturais nos
habitos alimentares, principais fatores limitantes a sua aceitacdo e ao

consumo diario (RODRIGUES et al., 2003). Porém, a utilizacdo de seus
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derivados sob a forma de ingredientes em alimentos tem proporcionado
melhor aceitacdo desses produtos.

A aceitacdo de uma proteina, como ingrediente, depende tanto das
suas qualidades nutricionais quanto das suas propriedades funcionais. Estas
propriedades séo dependentes de complexas interacdes influenciadas pela
composicdo, conformacdo e propriedades fisico-quimicas das proteinas,
além de suas interacbes com outros componentes do alimento, sendo
também reflexo do meio em que se encontram (FURTADO, 1999).

InvestigagOes tém sido realizadas no sentido de avaliar o efeito de
processos tecnologicos que podem alterar a estrutura da proteina e,
consequentemente, modificar as suas propriedades funcionais. Estas
alteracbes sdo geralmente efetuadas por tratamentos enziméatico, térmico e,

~

ou, quimico. O tratamento em meio &cido moderado a temperatura
ambiente, devido a sua acdo desnaturante-dissociante, € uma alternativa
interessante, com potencial de uso em escala industrial. A acidez induz
mudancas na conformacéo das proteinas 7S e 11S, devido a dissociacao de
ambas proteinas em subunidades e também ao desdobramento da estrutura
da cadeia polipeptidica (WAGNER et al., 1996; 2000). Além disso, estudos
demonstraram que a carga superficial de uma proteina pode ser influenciada
por ions, alterando a sua solubilidade (CHEN e SOUCIE, 1986).

Portanto, este trabalho teve por objetivos modificar dois isolados
protéicos de soja comerciais por meio da alteracdo do seu perfil de
solubilidade, utilizando-se tratamento acido moderado e sal de polifosfato, de
modo que apresentassem curvas de solubilidade semelhantes & da caseina
humana, e, também, verificar se a modificacdo realizada influenciaria as

propriedades funcionais.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) e no Laboratério de
Espectrofotometria de Absorcdo Atémica do Departamento de Solos, da
Universidade Federal de Vicosa (UFV), e no Setor de Agroindustria do
Centro Federal de Educagéo Tecnolégica de Rio Pomba (CEFET-RP).

2.1. Obtencao da caseina a partir do leite humano

2.1.1. Obtencéo do leite humano

Aproximadamente 8 L de leite humano maduro cru foram doados pelo
Banco de Leite Humano de Juiz de Fora-MG.

2.1.2. Separacédo da caseina do leite humano

Geralmente, ndo existe um método disponivel que permita separar
totalmente a caseina das proteinas do soro. As técnicas freqluentemente
utilizadas sdo adaptadas daquelas desenvolvidas para separar a caseina
bovina, que &, em diversos aspectos, bastante diferente da caseina humana.

A diferenca qualitativa e quantitativa entre as caseinas de ambas as

espécies indica que os métodos de separacdo da caseina bovina, como o
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ajuste do leite para pH 4,6, seguido por centrifugacéo, ndo sejam aplicaveis
a caseina humana, visto que a precipitacdo acida no leite humano pode
levar a formacdo de quantidades significativas de co-precipitados de
proteinas do soro (KUNZ e LONNERDAL, 1990). Por essa razdo, a
separacdo da caseina das proteinas do soro foi realizada, neste trabalho,
pelo método de Kunz e Loénnerdal (1989). Esses autores usaram diversas
combinacdes entre diferentes variaveis para separacdo da caseina humana,
obtendo, assim, um método otimizado. As combina¢bes partiram do leite
integral ou leite desnatado, com ou sem ajuste de pH para 4,6 ou 4,3, com
ou sem adicao de cloreto de célcio, centrifugacao ou ultracentrifugacdo em
diferentes temperaturas.

Para o presente estudo, inicialmente o leite humano integral (100 mL)
foi desnatado em uma centrifuga (Beckman J2-MC), por 20 minutos/4°C a
10.000 x g. Entdo, apés o ajuste do pH para 4,3 (pH-metro digital Hanna
Instruments) com HCI 1 mol/L, o leite desnatado foi agitado em agitador com
barra magnética por 10 minutos e, posteriormente, levado a um refrigerador
e mantido a 4°C/1 hora. Durante esse periodo, o valor do pH foi monitorado
e eventualmente ajustado para 4,3, com HCI 0,1 mol/L ou NaOH 0,1 mol/L.
Para completar a precipitacdo da caseina, adicionou-se cloreto de célcio
(CaCly) suficiente para atingir a concentracdo de 60 mmol/L, sendo a
amostra agitada por mais 10 minutos. Em seguida, a amostra foi
centrifugada por 30 minutos (10.000 x g), a 4°C. A caseina precipitada foi
suspensa em 50 mL de agua destilada, o pH da suspenséo foi ajustado para
4,3 e a suspensao foi novamente centrifugada sob as mesmas condi¢cdes
anteriores. Para obtencdo da caseina em pdé, procedeu-se a liofilizacdo
(Edwards do Brasil - Pirani 78”) e a pulverizacdo em almofariz com pistilo.
Um fluxograma do processo de obtencdo da caseina do leite humano,

conforme descrito previamente, pode ser observado na Figura 1.
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2.2. Obtencao e modificacdo do isolado protéico de soja

2.2.1. Obtencao do isolado protéico de soja

Dois isolados protéicos de soja comerciais (SAMPROSOY 90 LH e
SAMPROSOY 90 NB) foram adquiridos da BUNGE Alimentos (Brasil). Essas
amostras foram denominadas de IPSLH e IPSNB, respectivamente.

2.2.2. Modificacédo dos isolados protéicos de soja

A modificacdo dos IPS foi baseada no método proposto por Gomes et
al. (1992), com algumas adaptacoes.

Foram preparadas suspensfes dos isolados protéicos de soja
comerciais de modo que a concentragao fosse igual a 10 g de IPS/100 mL. A
seguida, o meio foi acidificado com HCI, mantendo-se a suspensdo em pH
3,0 por 1 hora. Apoés a acidificacdo, foi adicionado polifosfato, de forma que a
sua concentragao final na suspensao fosse de 0,5% (m/v). A suspensao foi
homogeneizada sob agitacdo manual por mais 30 minutos, e depois
neutralizada com NaOH até pH 7,0. Finalmente, a suspensédo da proteina
modificada foi conduzida ao tanque de alimentagcdo, para secagem em
spray-dryer (Niro Atomizer modelo Minor Production), com ar de entrada
aquecido a temperatura de 210-220°C e ar de saida a 95-110°C, com vazao
média de 10 L/hora, obtendo-se os isolados protéicos de soja modificados
LH e NB (IPSMLH e IPSMNB). Um fluxograma do processo da modificagao
dos IPS, conforme descrito previamente, pode ser observado na Figura 2.
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os isolados e de 6,38 para a caseina humana. Esse método utiliza o
principio de que a substancia organica que contém nitrogénio € decomposta
na presenca de &cido sulfrico concentrado e de catalisadores, liberando

sulfato de amonia quantitativamente.

2.3.3. Determinacéao de cinzas

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

2.3.4. Determinacao de minerais (Na, K, Ca, Mg, Zn, Fe e Cu)

A determinacdo de minerais foi realizada de acordo com a
metodologia descrita pela AOAC (1984). Apé6s a digestdo das amostras em
mistura nitroperclérica (3:1), a concentracdo de ferro, cobre, manganés,
zinco, célcio e magnésio foi quantificada por espectrofotometria de absorcao
atdmica (Espectrofotdmetro Varian, modelo SPECTRAA 220 FS). Adicionou-
se cloreto de estrdoncio as solu¢des das amostras analisadas quanto ao teor
de calcio e magnésio, para diminuir as interferéncias de silicatos e fosfatos
na quantificacdo desses elementos.

Para determinacdo de sédio e potassio, foi utilizado fotometria de
chama (Fotdémetro Coring, modelo 400 Phame Photometer).

2.3.5. Determinacéo de lipidios

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

2.3.6. Determinacéao de carboidratos

A determinacédo de carboidratos foi obtida por diferenca, ou seja, pela
subtracdo de 100 da soma dos teores de proteinas, lipidios, cinzas e
umidade (AOAC, 1984).
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2.4. Propriedades funcionais

2.4.1. Solubilidade

A metodologia empregada foi uma combinac¢éo dos métodos descritos
por Tobelmann (1979) e Morr et al. (1985), com algumas modificagcdes.

Inicialmente, suspensdes de 25 mL dos isolados protéicos de soja e
da caseina humana, contendo 1% de proteina, tiveram seus valores de pH
ajustados para 2,0, 3,0, 4,0, 4,5, 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0, com solucbes de &cido
cloridrico e hidroxido de sodio, nas concentracdes de 0,1 e 0,01 mol/L.

As suspensfes foram mantidas sob agitacdo por um periodo de
lhora e o pH monitorado e mantido nos seus respectivos valores.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a centrifugacao (centrifuga
Fanem, modelo 206 MP) a 1.000 x g por 20 minutos, a temperatura
ambiente (27°C).

O sobrenadante das suspensdes centrifugadas foi filtrado através de
papel-filtro Whatman n° 1. A concentracédo de proteinas no sobrenadante foi
determinada pelo método de Kjeldahl, segundo a metodologia da AOAC
(1984).

A determinacao da solubilidade foi determinada pela seguinte equacao:

2 0
oo ZCPg 257,
Solubilidade = QW%

100 o

100

em que
CPs = concentragdo de proteina no sobrenadante (mg/mL);
Pa = peso da amostra (mg); e
TP = teor de proteina na amostra (%).

2.4.2. Capacidade de absorcdo de agua (CAA) e capacidade de
absorcao de 6leo (CAO)

A capacidade de absorcdo de agua (CAA) e de 6leo (CAO) foi
determinada pelo método descrito por OKEZIE e BELLO (1988), com

algumas modificagdes.
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Uma suspensdo com 1 g de amostra e 40 mL de agua destilada foi
preparada em tubos de centrifuga, para determinacéo da CAA. A suspensao foi
agitada em agitador de tubos, por 1 minuto. Em seguida, ajustou-se o pH das
suspensdes para valores de 3,0 a 8,0, com solucbes de acido cloridrico
(2 mol/L e/ou 0,1 mol/L) ou hidréxido de sédio (1 mol/L e/ou 0,1 mol/L). Apds o
ajuste de cada pH, as suspensfes foram novamente agitadas por 1 minuto,
sendo entdo submetidas a centrifugacdo (centrifuga Fanem, modelo 206 MP)
por 15 minutos, a 1.500 x g, desprezando-se o sobrenadante.

Para determinacdo da CAO, uma suspensao de 1 g de amostra e
40 mL de 6leo de milho foi preparada em tubos de centrifuga. A suspensao
foi agitada em agitador de tubos por 1 minuto e centrifugada por 15 minutos,
a 1.500 x g, desprezando-se o sobrenadante.

A diferenca entre 0 peso da amostra antes e apos a centrifugacao foi
tomada como a quantidade de agua ou de 6leo absorvida. A CAA e CAO
foram expressas como a quantidade de agua ou de 6leo absorvida por

grama de amostra.

2.4.3. Emulsificacéo e estabilidade da emulséo

A atividade emulsificante foi determinada pelo método descrito por
Donadel e Prudencio-FERREIRA (1999), com algumas adaptacdes.

Suspensdes com 2 g de amostra, 20 mL de agua destilada e 20 mL
de 6leo de milho, em béqueres de 100 mL, foram misturadas com agitador
de barra magnética (agitador Radelkis, Stirrer type OP 951) por 1 minuto,
ajustando-se o pH para valores entre de 3,0 e 8,0. Em seguida, as
suspensdes foram emulsificadas, utilizando agitador de haste (Quimis) por
1 minuto, em velocidade média (aproximadamente 800 rpm). As emulsdes
formadas foram transferidas para tubos graduados de 50 mL, que foram,
entdo, centrifugados a 1.000 x g, por 9 minutos.

A atividade emulsificante foi expressa como o porcentual volumétrico
da camada emulsificada em relac&o ao volume de amostra total no tubo.

Para verificar a estabilidade, as emulsbes preparadas conforme
procedimento descrito anteriormente foram deixadas em repouso por

24 horas, a temperatura ambiente. O porcentual de estabilidade da emulséo
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foi calculado como a relagdo entre o volume da camada emulsificada apos
24 horas e o volume inicial da camada, conforme descrito por BETSCHART
et al. (1979).

2.4.4, Espumabilidade e estabilidade da espuma

A espumabilidade foi determinada de acordo com o método de
Donadel e Prudencio-Ferreira (1999), com algumas modificagdes: Preparou-
se uma suspensdo com 2 g de amostra e 80 mL de agua destilada, em um
béquer de 500 mL. Ajustou-se o pH para os valores de 3,0 a 7,0 e agitou-se
por 1 minuto. A suspensao obtida foi agitada em agitador de haste (Quimis)
por 5 minutos, com agitacdo média (aproximadamente 800 rpm). Transferiu-
se a dispersao para uma proveta graduada de 500 mL. A capacidade de
formacdo de espuma foi expressa como a porcentagem de aumento de
volume, baseando-se nos volumes inicial e apés a formacgéo de espuma.

A proveta que continha a espuma foi mantida em repouso a
temperatura ambiente (29°C), e mediu-se a estabilidade da espuma por
meio da redugéo porcentual do volume em intervalos de 1, 5, 10, 30 e 60

minutos.

2.5. Anélise estatistica

Para as andlises quimicas e a determinacdo da capacidade de
absorcdo de 6leo (CAO), considerou-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com os quatro isolados protéicos de soja analisados em
triplicata. Para verificacdo do efeito do pH, entre os tratamentos, sobre a
capacidade de absorcdo de agua, a atividade e estabilidade emulsificante e
a espumabilidade, também foi utilizado o DIC, com as analises realizadas
também em triplicata.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, em nivel de erro de 5% de
probabilidade, com o auxilio do programa estatistico SAS (SAS Institute Inc.,
cary NC) verséao 8.2.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao quimica
Os resultados das caracteristicas quimicas dos isolados protéicos de

soja comerciais (IPSNB e IPSLH) e modificados (IPSMNB e IPSMLH) estéo
na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢ao centesimal dos isolados protéicos de soja

Tratamento  Umidade* Proteinas® Lipidios*®¥ Cinzas*¥ Carboidratos*¥

IPSNB 9,41 a 90,75 a 0,34a 4,37d 4,58 a
IPSLH ¥ 9,25 a 90,40 a 0,38a 5,00 ¢ 4,18 a
IPSMNB ¥ 6,60 b 82,60 b 0,08 b 11,59 a 575a
IPSMLH ¥ 6,20 b 83,61 b 0,19 ab 11,15b 5,07 a

* As médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Y pase seca

Z|PSNB = isolado protéico de soja NB.

¥|PSLH = isolado protéico de soja LH.

¥ |PSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

¥|PSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

O teor médio de umidade variou entre 6,20 e 9,41%. De acordo com

0s resultados apresentados, os IPSNB e IPSLH foram significativamente
superiores (p <0,05) aos isolados modificados, entretanto n&do houve
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diferenca estatistica (p > 0,05) entre esses ultimos. Martins (2005) encontrou
valor inferior (5,40%) em um IPS comercial. Os IPS comerciais
apresentaram valores superiores de umidade, quando comparados com 0sS
dados do fabricante (6,0%).

O teor médio de proteinas variou de 83,61 a 90,44%. De acordo com
os resultados, observa-se que os IPS comerciais foram significativamente
superiores (p < 0,05) aos IPS modificados, entretanto ndo houve diferenca
estatistica (p > 0,05) entre os modificados. Os valores de proteinas dos
isolados comerciais estdo dentro da faixa recomendada pela legislacéo, que
estabelece um minimo de 88% de proteina (BRASIL, 2005), com os valores
determinados por Jacobucci et al. (2001) e MURAD (1993), considerando o
fator de conversao de 6,25. O teor de proteinas dos IPS comerciais esta de
acordo com os reportados pelo fabricante (90%).

Os menores valores encontrados para os isolados modificados podem
ser justificados pelo fato de se ter introduzido, durante a elaboragdo, uma
certa quantidade de polifosfato, de modo que a concentragédo final fosse
0,5% (m/v) na suspensao. Além disso, houve o processo de neutralizacdo
com solucdo de hidroxido de soédio, produzindo sal. Isso pode ser
evidenciado pelo elevado teor de cinzas encontrado nos IPS modificados
(Tabela 1). Sugere-se para trabalhos futuros adicionar mais uma etapa no
desenvolvimento do produto apds a incorporacdo do polifosfato e da
neutralizagcdo, que seria a centrifugacdo ou filtragdo, com posterior
ressuspensao para o mesmo volume.

O teor médio de lipidios oscilou de 0,08 a 0,34%, sendo inferior aos
citados por Jacobucci et al. (2001) e Martins (2005), que encontraram,
respectivamente, valores de 0,5 e 0,7% em um IPS comercial. Pode-se
verificar que nao houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os IPSNB,
IPSLH e IPSMLH. Também nédo houve diferenga (p > 0,05) entre o IPSMNB
e o IPSMLH. Entretanto, os IPSNB e IPSLH foram significativamente
superiores (p < 0,05) ao IPSMNB, conforme demonstrado na Tabela 1.

Para o teor de cinzas, o valor médio variou de 4,17 a 11,79%, tendo o
IPSMNB sido significativamente superior (p <0,05) aos demais isolados.
Murad (1993) desenvolveu um IPS modificado e encontrou valores
superiores (6,3%) aos IPSNB e IPSLH. J& Araujo (1984) encontrou valores
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entre 3,59 e 4,82% para diferentes IPS comerciais. Entretanto, todos os
resultados foram inferiores quando comparados com os IPSMNB e IPSMLH.
Conforme discutido anteriormente, esse maior teor de cinzas para oS
isolados modificados pode ser justificado pela adicdo de sal de polifosfato e
pela formacao de sal (etapa de neutralizacdo), durante a elaboracéo desses
produtos.

O teor médio de carboidratos ndo apresentou diferenga significativa
(p>0,05) entre os quatro produtos, variando de 4,08 a 5,85%. Jacobucci et
al. (2001) encontraram valores inferiores (3,5%) aos deste trabalho.

A composicdo média de minerais dos IPS esta na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicdo em minerais dos IPS

Tratamento cu™ Fe™ Mn¥ zn¥ ca?¥ Mg¥  KY®%) Na¥
(mo/g) (mo/g) (mo/g) (mo/g) (%) (%) (%)

IPSNB? 20,67a 10549a 1220a 249lc 0,17ab 0,031c 0,14b 0,74c

IPSLHY 20,03ab  96,93b 14,19a 32,80a 0,19a 0040a 0,70a 0,70c

IPSMNBY 19,36 b 100,12b 14,03a 26,88c 0,12c 0,028d 0,13b 331b
IPSMLHY 18,22 c 90,14c 13,67a 3055b 0,15bc 0,034b 060a 364a

* As médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Y pase seca.

Z|PSNB = isolado protéico de soja NB.

¥|PSLH = isolado protéico de soja LH.

¥ |PSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

¥|PSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

Os teores de cobre variaram de 18,22 a 20,67 ng/g. Nao houve
diferenga significativa (p > 0,05) entre os IPS comerciais. Também n&o
houve diferenca significativa (p >0,05) entre o IPSMNB e o IPSLH.
Entretanto, o IPSMLH apresentou significativamente (p <0,05) o menor
valor, quando comparado com os demais. Murad (1993) desenvolveu um
IPS modificado e encontrou resultado superior (30 ng/g) ao obtido neste
trabalho. Endres (2001) relatou que o teor de cobre pode variar de 10 a
200 ng/g em um IPS.

O teor de ferro nos IPS variou de 90,14 ng/g a 105,49 ng/g, tendo o
IPSMLH sido significativamente menor (p<0,05). O IPSNB foi
significativamente superior (p < 0,05) aos demais isolados. Entretanto, néo
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houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre o IPSLH e lo PSMNB. Embora
tenha ocorrido diferenca significativa entre o IPSNB e o IPSMNB, ambos
estéo dentro da faixa de valores (100 a 200 ng/g de ferro) citados por Endres
(2001), enquanto o IPSLH e o seu modificado ficaram abaixo.

Na Tabela 2, pode-se observar que n&do houve diferenca significativa
(p > 0,05) entre os valores médios de manganés para os tratamentos, tendo
os valores (12,20 a 14,19 ny/g) sido inferiores (20 ng/g) ao reportado por
Endres (2001).

Quanto ao teor de zinco, verifica-se que o valor encontrado no IPSLH
foi significativamente superior (p < 0,05) aos demais isolados. O IPSMLH foi
significativamente superior (p <0,05) ao IPSMNB e IPSNB, devendo-se
ressaltar que entres esses nao houve diferenca estatistica (p > 0,05). Todos
os valores citados neste trabalho foram menores do que a faixa (40 a
90 ng/g) descrita por Endres (2001).

A faixa de valores médios de célcio para os IPS foi de 0,12 a 0,19%.
Araujo (1984) avaliou cinco isolados comerciais, cujo teor de célcio variou de
0,04 a 0,92%. Além disso, os resultados mostram que ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre os IPSLH e IPSNB e também entre os seus
modificados.

O teor médio de magnésio oscilou de 0,03 a 0,04%. Resultados
semelhantes foram encontrados por Aradjo (1984), em quatro isolados
comerciais. MURAD (1993) observou valor superior (0,12%) em um IPS
modificado. Observa-se na Tabela 2 que o IPSLH foi significativamente
(p < 0,05) superior aos demais produtos, enquanto o IPSMNB foi o que
apresentou significativamente (p < 0,05) o menor valor.

O teor médio de potassio variou de 0,13 a 0,70%, visto que ndo houve
diferenca (p > 0,05) significativa entre os isolados modificados e seus
respectivos comerciais. Endres (2001) reportou valores de 0,1 a 1,4% de
potassio, enquanto Araujo (1984) encontrou valores na faixa de 0,10 a
0,15%, semelhantes ao apresentado neste trabalho.

Quanto ao teor de sdédio, observa-se que os isolados modificados
apresentaram valores significativamente (p <0,05) superiores aos
comerciais. Esses resultados podem ser justificados em razéo da adicao de
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solucdo de NaOH ao processo de neutralizacdo e também da utilizacdo de
polifosfato (a base de sddio) na sua elaboracdo. MURAD (1993) encontrou

valor de 2,80% em um IPS modificado.

3.2. Propriedades funcionais
3.2.1. Solubilidade

Os perfis de solubilidade, em funcéo do pH, dos IPS comerciais (NB e
LH) e seus respectivos modificados (IPSMNB e IPSMLH) e da caseina

humana estao representados na Figura 3.
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Figura 3 — Perfil de solubilidade da caseina, dos IPS comerciais e
modificados.

Na Figura 3, observa-se que o comportamento entre a curva de
solubilidade dos IPS comerciais e modificados nao foi semelhante. Verifica-
se que, para ambos os IPS comercias, o ponto isoelétrico da proteina situou-
se em torno do pH 4,5, estando de acordo com diversos autores (ARAUJO,
1984; VOJDANI, 1996; LIU, 1997; SORGENTINI e WAGNER, 2002). Os IPS
modificados apresentaram solubilidade minima na faixa de pH 2,0 a 4,5, com

ligeiro aumento a partir do pH 5,0
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Além disso, também se verifica que os IPS modificados apresentaram
perfis de solubilidade semelhantes ao da caseina humana, ou seja, na faixa
de pH 2,0 a 5,0, a solubilidade permaneceu baixa e praticamente constante
e a partir de pH 5,0 houve aumento na solubilidade, embora este aumento
tenha sido bem mais acentuado para a caseina. Para o maior pH avaliado
(8,0), as solubilidades do IPSMNB, do IPSMLH e da caseina foram de 20,01,
32,40 e 81,68%, respectivamente. A curva de solubilidade da caseina
humana foi bastante semelhante a da caseina bovina, segundo estudos
realizados por Cheftel et al. (1989) e Duarte et al. (1998a), em toda faixa de
pH estudada.

Wagner et al. (1996) investigaram o efeito de um tratamento acido
moderado em temperatura ambiente sobre as mudancas na estrutura e
propriedades funcionais de um IPS. Os autores verificaram que houve
desnaturacdo seletiva da proteina 11S, que conduziu a maior
hidrofobicidade. Além disso, observou-se que a solubilidade decresceu em
torno de 21% em relacdo ao IPS comercial. Eles também verificaram que a
duragdo do tratamento acido ndo influenciou a solubilidade. Ao testar
diferentes concentracdes (1 a 8% m/v de IPS), constatou-se maior perda de
solubilidade na maior concentracéao.

Sorgentini et al. (1984), citados por WAGNER et al. (2000),
submeteram um IPS comercial a diferentes combinagcdes de tratamentos,
com o objetivo de modificar o grau de desnaturacdo e agregacao das suas
principais proteinas constituintes (7S e 11S). O tratamento térmico (80°C)
associado a concentracao protéica baixa (5% p/p) provocou a desnaturacao
total da globulina 7S e parcial da 11S. Eles verificaram que o tratamento
acido afetou principalmente a globulina 11S, que apresentou graus de
desnaturacdo crescentes a medida que o pH diminuia de 3,5 para 1,0,
aumentando na mesma proporcédo a hidrofobicidade e também diminuindo a
solubilidade. Wagner et al. (1996) também observaram o mesmo efeito entre
reducédo de valor de pH e maior queda na solubilidade, explicando que essa
menor solubilidade deveria ser devido a maior agregacdo de proteina
causada pelo gradual aumento da desnaturacdo da globulina 11S, assim
como pela agregacéo induzida pelo aumento da concentracdo salina, que
ocorreu no processo de neutralizacéo do acido.
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Segundo Cheftel et al. (1989), a natureza e a concentracdo de ions
exercem efeitos significativos sobre a solubilidade das proteinas. Por
exemplo, concentracdes salinas compreendidas entre 0,5 e 1 M (para os
sais neutros) podem elevar a solubilidade da proteina (efeito salting in). Por
outro lado, quando os niveis de sais sdo mais elevados, predominam as
interacbes agua-sal, em detrimento das interacbes agua-proteina (efeito
salting out), contribuindo para reduzir a solubilidade protéica (DUARTE et al.,
1998b).

Chen e Soucie (1986) modificaram um IPS comercial para verificar o
efeito da ligacdo de cétions e anions sobre a carga superficial das proteinas
de soja. Eles verificaram que este efeito sobre a molécula de proteina é
devido a ionizacdo dos grupos funcionais dos aminoéacidos. A forca ibnica do
solvente afeta o grau de dissociacdo desses grupos funcionais, alterando a
carga superficial da proteina e, consequentemente a solubilidade. De todos
os ions estudados, foi observado que os ions multivalentes, como aluminio,
ferro, tripolifosfato e hexametafosfato, alteraram o ponto isoelétrico do IPS.
Por exemplo, em pH 4,5 (ponto isoelétrico da proteina) o hexametafosfato se
ligou a proteina, mantendo-a soluvel, devido a repulsdo eletrostatica das
cargas negativas proporcionadas pelo anion.

De acordo com os resultados encontrados neste trabalho, supde-se
gue os seguintes fatores podem explicar a modificagdo no perfil de
solubilidade dos IPS comerciais: i) o tratamento acido moderado com HCI
(pH 3,0) desnaturou parcialmente a globulina 11S, permitindo maior
exposicdo de grupos hidrofobicos e, conseqlientemente, maior interacdo
proteina-proteina, o que diminuiu a sua solubilidade; ii) o processo de
neutralizacdo proporcionou a formacdo de sais neutros, que devido a sua
alta concentracdo promoveu o efeito salting out, reduzindo a interagao
proteina-agua e também a sua solubilidade; e iii) a combinacao tratamento
acido e adicao de sal de polifosfato talvez seja o que tenha mais colaborado
para a alteracdo da curva de solubilidade. Ao acertar o pH para 3,0, a
superficie da proteina ficou carregada positivamente (pH < PI), e ao
adicionar anions polivalentes, estes se ligaram a ela, reduzindo a repulséao

eletrostética e provocando diminuicdo na solubilidade.
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De acordo com a Figura 3, sugere-se que o IPSLH pode ser utilizado
como ingrediente em sucos e bebidas carbonatadas, devido a sua maior
solubilidade em meio acido. Para os demais isolados, recomenda-se que
eles sejam aplicados em produtos em que a solubilidade ndo seja uma
limitacao.

3.2.2. Capacidade de absorcdo de agua (CAA) e capacidade de
absorcéo de 6leo (CAO)

A CAA é um indicador usual se farinhas ou isolados podem ser
incorporados em formulagdes alimenticias em meio aquoso. A CAO pode
determinar se o material protéico ira atuar bem em produtos carneos, como
0s analogos e os cominuidos, e também em produtos de panificacdo
(OKEZIE e BELLO, 1988; WONG e KITTS, 2003).

A Tabela 3 mostra o efeito do pH na capacidade de absorcao de agua
(CAA) nos diferentes isolados protéicos de soja.

Tabela 3 — Efeito do pH na capacidade de absor¢cdo de agua (g agua
absorvida/g amostra) nos isolados protéicos de soja

H
Tratamento P
3,0* 4,0% 5,0* 6,0* 7,0 8,0*
IPSMNBY 2,42 ¢ 2,30 ¢c 250 b 3,35b 4,07 b 4,43 b
IPSMLH? 2,33¢C 2,18 ¢ 238D 2,47d 2,69 ¢ 3,15¢
IPSNBY 5,06 a 3,13 a 2,98 a 3,96 a 5,63 a 8,04 a
IPSLHY 4,10 b 2,65b 2,48 b 2,74 ¢ 3,67 bc 4,72 b

* As médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

' IPSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

2|PSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

% |PSNB = isolado protéico de soja NB

*IPSLH = isolado protéico de soja LH.

De acordo com os resultados encontrados no Tabela 3, verifica-se
gue o IPSNB apresentou significativamente (p < 0,05) maior absor¢cdo de
agua em todas as faixas de pH estudadas. Nos pHs 3,0 e 4,0, observa-se
gue a CAA do IPSLH foi significativamente (p < 0,05) superior a dos isolados

modificados, ndo havendo diferenca estatistica (p > 0,05) entre esses. No
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pH 5,0 ndo houve diferenca (p > 0,05) significativa de CAA entre os IPSLH,
IPSMNB e IPSMLH. No pH 6,0 e 8,0, o valor de CAA para o IPSMLH foi
significativamente (p < 0,05) inferior ao dos demais isolados. Para o pH 7,0,
a CAA do IPSMNB foi semelhante ao encontrado no IPSLH, tendo este ndo
diferido do seu isolado modificado.

A Figura 4 apresenta o comportamento da CAA dos diferentes IPS,
em funcéo do pH.
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Figura 4 — Capacidade de absorcdo de agua dos IPS em diferentes pHs.

Observando o comportamento dos IPS comerciais, pode-se verificar a
tendéncia geral de aumento dos valores de CAA encontrados quando de sua
aproximagédo dos intervalos extremos da faixa de pH avaliada, sendo
notados valores minimos entre os pHs 4,0 e 5,0, pr6ximo ao ponto
isoelétrico das proteinas. Ja para os IPS modificados, observa-se que na
faixa de pH 3,0 a 5,0, que também apresentou menor solubilidade (Figura 4),
a CAA foi minima, com tendéncia de aumento a partir do pH 6,0.

Ordoiez et al. (2005) reportaram que quando determinada proteina é
encontrada em valores de pH distantes do ponto isoelétrico, ela esta
carregada positiva ou negativamente; assim, as moléculas de agua reagem

com ela facilmente, contribuindo, desse modo, para a sua hidratagéo.
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Entretanto, se o pH da dispersdo protéica coincide com o ponto isoelétrico,
as interacbes entre as proteinas sdo maximas e, portanto, o grau de
hidratacdo é minimo, o que justifica o comportamento dos IPS comerciais
encontrados neste estudo.

A concentracdo e a natureza dos ions presentes em uma dispersao
protéica tém efeito muito importante na CAA. Estabelece-se uma relacao
entre a 4gua, os sais e as cadeias laterais dos aminoécidos das proteinas.
Em concentracfes salinas baixas, a CAA pode aumentar (efeito salting in),
enquanto em concentracdes salinas elevadas ocorre uma competicao entre
0s sais e a proteina pela agua, cuja CAA pode diminuir (efeito salting out)
(DUARTE et al., 1998b; ORDONEZ et al., 2005).

Wong e Kitts (2003) encontraram correlacdo inversa entre solubilidade
e CAA para um IPS comercial, explicando que a formagdo de uma matriz
estavel da proteina parcialmente desnaturada, durante a secagem, implicava
reducdo da superficie protéica exposta a agua. Entretanto, Murad (1993)
estudou um IPS modificado e verificou correlacéo positiva entre solubilidade
e CAA, o que esta de acordo com os resultados apresentados neste trabalho.

Além disso, acredita-se que outros fatores contribuiram para os
resultados encontrados, como o tratamento acido moderado (desnaturacao
parcial) e a alta concentracdo de sais, que podem ter contribuido para o
comportamento observado para os IPS modificados, principalmente na faixa
de pH 3,0 a 5,0.

Os resultados da CAO (g 6leo absorvido/g amostra) estdo na Figura 5.

A CAO variou de 1,61 a 2,15 g de 6leo/g de IPS. De acordo com a
Figura 5, pode-se observar que ndo houve diferenca (p > 0,05) significativa
entre os IPSLH, IPSMLH e IPSMNB. Este ultimo foi semelhante ao seu
isolado comercial. Wong e Kitts (2003) encontraram, em um IPS comercial,
valor de 2,54 g de 6leo/g de IPS. Moure et al. (2006) reportaram valores
semelhantes aos encontrados neste estudo de CAO em diferentes IPS
comerciais, que variaram de 1,55 a 2,38 g de 6leo/g de IPS.

Segundo Donadel e Prudencio-Ferreira (1999), a absorcéo de gordura
varia em funcdo do numero de grupos hidrofébicos expostos da proteina, o
que indica que provavelmente as cadeias laterais ndo-polares das proteinas
tenham afinidade com as cadeias hidrofébicas da molécula de gordura.
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IPSLH = isolado protéico de soja LH.

IPSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

IPSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

IPSNB = isolado protéico de soja NB.

Figura 5 — Capacidade de absorcao de 6leo (CAO) para os IPS.

3.2.3. Emulsificacéo e estabilidade da emulsé&o

A Tabela 4 mostra o efeito do pH na atividade emulsificante (AE) dos
diferentes IPS.

De acordo com os resultados encontrados no Tabela 4, observa-se no
pH 3,0 que a AE do IPSNB foi significativamente superior (p<0,05) a do
IPSMNB, enquanto ndo houve diferenca (p>0,05) significativa entre o IPSLH
e 0 IPSMLH. Nos pHs 4,0 e 5,0, a AE do IPSMNB foi significativamente
superior (p <0,05) a dos demais isolados. No pH 6,0, a AE do IPSLH foi
significativamente superior (p <0,05) a dos demais tratamentos, nédo
havendo diferenca estatistica entre esses ultimos. Nos pHs 7,0 e 8,0 ndo
houve diferenca (p > 0,05) significativa de AE entre os tratamentos. Portanto,
a escolha do IPS vai depender da AE em um determinado pH do alimento.

A Figura 6 representa a AE (%) dos IPS, em fungéo do pH.
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Tabela 4 — Efeito do pH na atividade emulsificante (%) nos tratamentos

Tratamento PH

3,0% 4,0* 5,0% 6,0 7,0% 8,0
IPSMNBY 16,94 b 4800a  4936a  1659b  3450a 4507 a
IPSMLH? 44,49 a 7,24 d 12,37 b 8,16 b 18,76a  29,84a
IPSNBY 47,83 a 1591 ¢ 12,26 b 16,70b  39,05a 46,06 a
IPSLHY 3462ab  44,86b 8,23 b 3445a 3286a 47,76a

* As médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Y |PSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

Z|PSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

¥ |PSNB = isolado protéico de soja NB.

¥ |PSLH = isolado protéico de soja LH.
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Figura 6 — Atividade emulsificante dos IPS avaliados em diferentes valores
de pH.

Pode-se observar que para os IPS comerciais a AE minima ocorreu
préximo ao ponto isoelétrico da proteina (pH 5,0), enquanto nos valores
extremos da faixa de pH avaliada a AE foi alta. Segundo Wong e Kitts
(2003), a ionizacdo das proteinas em diversos valores de pH afeta a

atividade emulsificante. Eles verificaram que o aumento no pH em direcéo a
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alcalinidade promove uma carga superficial negativa na molécula de
proteina, facilitando a emulsificacdo por promover maior interacao proteina-
6leo do que proteina-proteina.

Estudos tém demonstrado que existe correlagdo positiva entre
solubilidade e capacidade emulsificante (CHEFTEL et al.,, 1989; MURAD,
1993; ELIZALDE et al., 1996). Moure et al. (2006) reportaram que proteinas
altamente insoluveis ndo sdo emulsificantes. Portanto, nota-se que o0s
resultados apresentados neste trabalho para os IPS comerciais estdo de
acordo com esses autores. Entretanto, Wang e Kinsella (1976) e Aoki et al.
(1980), citados por Murad (1993), discordaram dessa afirmacéo.

Constata-se na Figura 6 que o IPSMNB mostrou comportamento
inverso de AE, em comparacao com o IPSNB, nas faixas de pH de 3 a 5, ou
seja, AE minima em pH 3,0 e alta AE nos pHs 4,0 e 5,0. J4 para o IPSMLH,
pode-se verificar que o comportamento da curva foi semelhante a do seu
comercial, porém apresentou menor AE no pH 4,0 e 6,0.

A AE depende de vérios fatores, como hidrofobicidade, pH, forca
ibnica, temperatura e solubilidade. Portanto, como os IPS modificados
sofreram combinacdo de tratamentos, é dificil concluir qual fator principal
contribuiu para os resultados encontrados.

A Tabela 5 e a Figura 7 apresentam a estabilidade de emulsédo (EE)
dos IPS apés 24 horas em repouso.

Na Tabela 5, observa-se que ndo houve diferenca (p > 0,05)
significativa para EE entre os IPS na faixa de pH de 3,0 a 6,0. No pH 7,0, O
IPSMNB nao diferiu (p > 0,05) significativamente do IPSNB, enquanto o
IPSMLH foi significativamente (p < 0,05) inferior ao IPSLH. No pH 8,0, os
IPS modificados foram significativamente inferiores (p < 0,05) aos isolados
comerciais.

Nota-se na Figura 7 que os IPS comerciais apresentaram boa EE,
praticamente constante em toda faixa de pH estudada. Entretanto, para os
IPS modificados observa-se ligeira queda na EE no pH 6,0, com uma
diminuicdo acentuada nos pHs 7,0 e 8,0.

Wong e Kitts (2003) encontraram uma forte correlagdo entre
solubilidade e estabilidade de emulséo. Elizalde et al. (1996) e Yim e Lee

(2000) reportaram que perto da regido do ponto isoelétrico a estabilidade de

66



Tabela 5 — Efeito do pH na estabilidade emulsificante (%) nos tratamentos

Tratamento P
3,0* 4,0* 5,0* 6,0* 7,0* 8,0*
IPSMNBY 96,43 a 100,00 a 100,00 a 88,54 a 51,72 b 53,54 bc
IPSMLH? 100,00a 100,00a 100,00 a 81,04 a 53,63 b 38,33 ¢
IPSNBY 100,00a 100,00a 100,00a 100,00a 79,57ab 100,00 a
IPSLHY 100,00 a 96,75 a 98,14 a 87,67 a 91,33 a 77,80 ab
* As médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Y |PSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.
Z|PSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

¥ |PSNB = isolado protéico de soja NB.
¥ |PSLH = isolado protéico de soja LH.

120

100 ~
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Figura 7 — Estabilidade de emulsédo apés 24 horas a temperatura ambiente.

emulsdo tende a diminuir, devido a carga elétrica liquida ser proximo de zero

e, portanto, haver reducéo da repulséo eletrostéatica, fazendo com que ocorra

floculacdo das goticulas de gordura e, consequentemente, reduzindo a EE.

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, pode-se verificar

qgue, na regido do ponto isoelétrico dos IPS comerciais (pHs 4,0 e 5,0), ndo

houve diminui¢ao da EE, discordando entdo dos resultados encontrados por

esses autores. Além disso, os IPS modificados apresentaram solubilidade

minima na faixa de pH 2,0 a 5,0 e apresentaram alta EE nessa faixa de pH.
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Estudos tém demonstrado correlacdo positiva entre hidrofobicidade
superficial e AE e EE (YIM e LEE, 2000; WONG e KITTS, 2003). Portanto,
guando as interacdes eletrostaticas ndo existem, as interacdes hidrofébicas
se tornam importantes. Portanto, sugere-se que, em parte, 0 comportamento
de EE apresentado nos IPS modificados, nas faixas de pH 3,0 a 5,0, possa
ser devido a possiveis interagdes hidrofébicas entre essas proteinas, pelo
fato de que pode ter ocorrido desnaturacdo parcial das proteinas com o

tratamento acido.

3.2.4. Espumabilidade e estabilidade de espuma

A Tabela 6 mostra o efeito do pH na capacidade de formacdo de
espuma (CFE), nos diferentes IPS.

Tabela 6 — Efeito do pH na capacidade de formacdo de espuma (%) nos

tratamentos
pH
Tratamento
3,0% 4,0* 5,0* 6,0* 7,0*

IPSMNB* 170,73 b 141,46 b 275,61 a 269,51 a 215,85 a
IPSMLH? 551,83 a 411,59 a 346,34 a 239,63 a 148,17 b
IPSNB® 154,88 b 134,76 b 118,29 b 126,83 b 128,05 c
IPSLH* 297,56 b 346,34 a 196,34 b 129,88 b 135,06 bc

* As médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Y |PSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

Z|PSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

¥ |PSNB = isolado protéico de soja NB.

¥ |PSLH = isolado protéico de soja LH.

O IPSMLH mostrou significativamente (p < 0,05) maior CFE do que o
seu isolado comercial no pH 3,0, contudo ndo houve diferenca (p > 0,05)
estatistica entre a CFE do ISPNB e o seu modificado. No pH 4,0, observa-se
qgque nao houve diferenca significativa (p >0,05) de CFE entre isolados
comerciais e modificados. Nos pHs 5,0 e 6,0, verifica-se que houve diferenca
(p < 0,05) significativa entre a CFE dos isolados comerciais e modificados,
devendo ser ressaltado que nao foi encontrada diferenca (p > 0,05)
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estatistica entre estes. O IPSMNB apresentou significativamente (p < 0,05)
maior CFE no pH 7,0 do que os demais isolados.

Sorgentini et al. (1984), citados por Wagner et al. (2000), modificaram
um IPS comercial por tratamento acido e observaram que a capacidade
espumante melhorou em meio &cido, em maior grau no menor pH (1,0).
Sorgentini e Wagner (2002) reportaram que em pH menor que 3,5 ocorre
desnaturacdo seletiva da globulina 11S, o que promove maior
hidrofobicidade superficial e melhora a capacidade de formacdo de
espumas.

Estudos tém demonstrado que o aumento na concentragdo salina
pode aumentar a formacdo de espumas em proteinas (WAGNER et al.,
1996; RAGAB et al., 2004).

Na Tabela 6, verifica-se que a CFE do IPSMLH diminuia a medida
gue o pH aumentava. Cheftel et al. (1989) e Murad (1993) observaram
maxima formacéo de espuma pelas proteinas em valores de pH logo abaixo
do ponto isoelétrico. Wong e Kitts (2003) encontraram alta capacidade
espumante na regido fora do ponto isoelétrico (pH 4,5) de um IPS comercial.
O IPSLH teve o mesmo comportamento, com exce¢cdo somente no pH 4,0,
embora nao tenha ocorrido diferenca significativa (p > 0,05) com o seu
modificado.

Entretanto, vale ressaltar que a solubilidade do IPSMLH foi
relativamente baixa na faixa de pH 3,0 a 5,0. Portanto, outros fatores, como
a provavel desnaturacdo das proteinas com o tratamento acido e a alta
concentragdo de sais, podem ter colaborado com o0s resultados
apresentados neste estudo.

O IPSNB apresentou baixa CFE ao longo de todo o pH,
principalmente na faixa de pH do ponto isoelétrico (pHs 4,0 e 5,0), o que
talvez esteja correlacionado com a sua baixa solubilidade em toda faixa de
pH. Ragab et al. (2004) e Ordofiez et al. (2005) reportaram que as proteinas
sdo pouco sollaveis no ponto isoelétrico, e apenas a fracdo soltvel influencia
a formacéo de espuma, ou seja, como a sua concentracdo € muito baixa a

guantidade de espuma que se forma é muito pequena.
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Na faixa de pH 3,0 e 4,0 verifica-se que nao houve diferenca
significativa (p > 0,05) na CFE do IPSMNB e IPSNB, apresentando maior
valor (p<0,05) a partir do pH 5,0.

Portanto, acredita-se que um conjunto de efeitos, devido a
combinacdo de tratamentos, tenha colaborado para os resultados
apresentados neste trabalho.

As Figuras 8, 9, 10, 11 e 12 representam a estabilidade de espuma
(EE) dos IPS, em fungéo dos valores de pH 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0, respectivamente.

Nas faixas de pH 3,0 e 4,0, observa-se que o comportamento da
curva de EE foi similar entre os isolados comerciais e 0S seus respectivos
modificados. Entretanto, verifica-se no pH 3,0 maior EE de espuma para o
IPSMNB do que o IPSNB, em todo o tempo analisado. O IPSMLH
apresentou no pH 3,0 maior EE do que todos os isolados estudados, até
atingir o tempo de 10 minutos. ApGs esse tempo, verificou-se uma queda
acentuada da sua estabilidade. No pH 4,0, verifica-se que a EE foi bastante
semelhante entre os IPSLH e IPSMLH e os IPSNB e IPSMNB.

Nos pHs 5,0 e 6,0, pode-se observar que a modificacdo dos IPS
comerciais resultou em maior EE em todo o tempo analisado.

No pH 7,0, verifica-se que o IPMNB foi o que apresentou maior EE do
que os IPS.

Wong e Kitts (2003) e Ordoiiez et al. (2005) relataram que a maior EE
de uma proteina pode ser encontrada em pH do ponto isoelétrico. Isto se
deve ao fato de que as atracdes eletrostaticas intermoleculares produzidas
nesses valores de pH sdo maximas e aumentam a espessura e rigidez das
proteinas adsorvidas na interface ar/agua, resultando em maior estabilidade.
De acordo com os resultados apresentados neste estudo, pode-se verificar
qgue os IPS comerciais ndo apresentaram boa EE, principalmente o IPSNB,
nas faixas de pH 4,0 e 5,0, proximo ao ponto isoelétrico das proteinas.

Wagner et al. (1996) encontraram correlacdo positiva entre
hidrofobicidade e estabilidade de espuma em um IPS modificado por
tratamento acido. Eles sugeriram que a desnaturacao da proteina promovia
melhor adsor¢cdo da proteina na interface ar/agua, aumentando a
estabilidade. Supde-se, para este estudo, que a maior EE encontrada em
alguns valores de pH nos isolados modificados pode ser parcialmente
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Figura 10 — Estabilidade de espuma (%) dos IPS em pH 5,0.
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Figura 12 — Estabilidade de espuma (%) dos IPS em pH 7,0.

explicada por esses autores.

Parcialmente, pelo fato de que altas

concentragcfes salinas tém proporcionado maior estabilidade de espuma,

visto que maior interacdo proteina-proteina tem efeito estabilizante na

laminula da proteina.
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4. CONCLUSOES E SUGESTOES

Os isolados protéicos de soja modificados apresentaram valores
significativamente inferiores (p <0,05) nos teores de proteina, quando
comparados com os isolados comerciais. Essa reducéo foi acompanhada
por um aumento no teor de cinzas desses produtos, que pode ser explicado
pelo tratamento realizado nos isolados comerciais, que foi a adicdo de sal de
polifosfato e neutralizagcdo. Sugere-se mais uma etapa de processamento
dos isolados modificados, que poderia ser a centrifugacao ou filtracdo, com
posterior ressuspensao para 0 mesmo volume.

Os teores de minerais encontrados neste trabalho estdo de acordo
com os reportados pela literatura, com excecado de manganés e zinco, que
apresentaram valores médios inferiores. O teor de sodio dos isolados
modificados foi significativamente superior (p < 0,05) ao dos comerciais, 0
gue pode ser justificado pelas etapas de adicdo de sal de polifosfato e
neutralizacao.

Os isolados protéicos de soja modificados apresentaram um perfil de
solubilidade diferente dos isolados comerciais, principalmente na faixa de pH
2 a 5, assemelhando-se ao perfil da caseina humana.

O IPSNB foi o que apresentou significativamente (p<0,05) maior
capacidade de absorcéo de agua (CAA), quando comparado com os demais
isolados. A modificagdo dos isolados propiciou diminuicdo da CAA,
principalmente na faixa de pH entre 3,0 e 5,0.
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N&do houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os valores de
capacidade de absorcdo de 6leo (CAO) entre os isolados comerciais e
modificados.

A atividade emulsificante (AE) dos IPS variou em funcéo do pH, o que
demonstra que a escolha do produto vai depender da faixa de pH
encontrada em um determinado alimento.

A estabilidade emulsificante (EE) foi constante para todos os
tratamentos na faixa de pH 3,0 a 5,0, com pequena reducéo para os isolados
comerciais, a partir do pH 6,0. J& os isolados modificados apresentaram
gueda constante de EE na faixa de pH 6,0 a 8.0. Portanto, a escolha de um
IPS vai depender tanto da AE quanto da EE, em funcéo da faixa de pH do
alimento.

A capacidade de formacdo de espuma (CFE) do IPMLH foi
significativamente maior que a do IPSLH (p < 0,05), nos pHs 3,0, 5,0, 6,0 e
7,0. Os valores de CFE para o IPSMNB foram significativamente superiores
(p < 0,05) aos do IPSNB, nos pHs 5,0, 6,0 e 7,0. De modo geral, pode-se
concluir que a modificagdo dos IPS comerciais melhorou a sua CFE.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA QUALIDADE PROTEICA DE ISOLADOS
PROTEICOS DE SOJA MODIFICADOS

1. INTRODUCAO

O interesse na utilizacao de proteinas vegetais e seus derivados pela
industria de alimentos tem crescido consideravelmente. A soja, em razdo de
suas qualidades nutricionais, € considerada um alimento com propriedades
funcionais que contribuem com a saude, auxiliando na prevencdo de
diversas doencas. Além disso, ela tem grande disponibilidade no mercado,
baixo custo e alta producéo, devendo ser ressaltado que o Brasil destaca-se
como o segundo produtor mundial (RODRIGUES et al., 2003; MARTINS,
2005).

A soja, nos paises ocidentais, vem sendo utilizada principalmente no
consumo de 6leo e racdo animal, sendo restrita a sua utilizacdo e de seus
derivados na alimentacdo humana (MONTEIRO, 2000). Entretanto, a
aplicacdo dos produtos protéicos de soja sob a forma de ingredientes em
alimentos industrializados tem aumentado a sua aceitacdo (ENDRES, 2001).

A producéo do isolado protéico de soja (IPS) é mais elaborada dentre
os derivados protéicos (farinha de soja e concentrado protéico), sendo
preparado por meio de processo de fracionamento em etapas (ENDRES,
2001).
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O IPS tem sido recomendado no tratamento de criangcas com quadros
de alergia verdadeira. Entretanto, alguns problemas relacionados com a
digestdo e absor¢cdo dessa proteina tém limitado o seu uso, principalmente
nos casos de intolerancia alimentar (MURARO et al., 2002).

As proteinas podem ser hidrolisadas por meio de tratamento acido,
alcalino ou enzimatico para producdo de peptideos e, eventualmente,
aminoacidos. A modificacdo de IPS tem sido empregada com o objetivo de
melhorar a qualidade protéica e funcional da proteina, devendo ser
ressaltado que a hidrélise enzimética tem sido preferencialmente utilizada
aos tratamentos quimicos. Porém, essa tecnologia apresenta problemas
como alto custo e possibilidade de falta de controle no tamanho dos
peptideos, que pode ocasionar sabor amargo ao produto (DE LA BARCA et
al., 2000; MARTINS, 2005).

A qualidade nutricional de uma proteina depende basicamente da sua
composicdo em  aminodcidos  indispenséaveis,  biodisponibilidade,
digestibilidade e auséncia de fatores antinutricionais. A digestibilidade indica
0 quanto das proteinas é hidrolisado pelas enzimas digestivas e absorvido
pelo organismo (FRIEDMAN, 1996; MONTEIRO et al., 2004).

Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivos modificar dois
isolados protéicos de soja comerciais por meio da alteracdo do seu perfil de
solubilidade, utilizando-se tratamento acido moderado e sal de polifosfato, de
modo que apresentassem curvas de solubilidade semelhante a da caseina
humana, e, também, avaliar se a modificacdo realizada influenciaria a

qualidade protéica desses isolados.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Nutricdo
Experimental do Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV).

2.1. Obtencao e modificacdo do isolado protéico de soja

2.1.1. Obtencdao do isolado protéico de soja

Dois isolados protéicos de soja comerciais (SAMPROSQOY 90 LH e
SAMPROSOY 90 NB) foram adquiridos da BUNGE Alimentos. Essas
amostras foram denominadas IPSLH e IPSNB, respectivamente.

2.1.2. Modificacédo dos isolados protéicos de soja

A modificacdo dos IPS foi baseada no método proposto por GOMES
et al. (1992), com algumas adaptacoes.

Foram preparadas suspensdes dos isolados protéicos de soja
comerciais, de modo que a concentracao fosse igual a 10 g de IPS/100 mL.
Em seguida, o meio foi acidificado com HCI, mantendo-se a suspensao em
pH 3,0 por 1 hora. Ap6s a acidificacdo, foi adicionado polifosfato, de forma

gue a sua concentracdo final na suspensdo fosse de 0,5% (m/v). A
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suspenséao foi homogeneizada sob agitacdo manual por mais 30 minutos e
depois neutralizada com NaOH, até pH 7,0. Finalmente, a suspensao da
proteina modificada foi conduzida ao tanque de alimentacao, para secagem
em spray-dryer (Niro Atomizer modelo Minor Production), com ar de entrada
aquecido a temperatura de 210-220°C e ar de saida a 95-110°C, com vazao
média de 10 L/hora, obtendo-se assim os IPS modificados LH e NB
(IPSMLH e IPSMNB). Um fluxograma do processo da modificagdo dos IPS,

conforme descrito previamente, pode ser observado na Figura 1.

SUSPENSAO IPS 10%

ACIDIFICACAO HCI (pH 3,0)

AGITACAO (1h)

SAL DE POLIFOSFATO 0,5%

AGITACAO (30

NEUTRALIZACAO NaOH (pH 7,0)

SECAGEM

IPS MODIFICADO
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individuais de ago inoxidavel, com ciclo de luz de 12 horas, onde receberam
adgua e alimento ad libitum, conforme recomendagdo da AOAC (1984). A
distribuic@o foi sistematica, a fim de possibilitar a menor variacdo possivel
entre grupos.

O experimento foi conduzido por meio de ensaios biolégicos, durante
14 dias, sendo constituido de seis grupos: um grupo-controle com dieta
aprotéica (livre de nitrogénio - LN), um com dieta-padréo de caseina (CAS),
e mais quatro dietas compostas das fontes protéicas dos isolados citadas
anteriormente, perfazendo um total de 36 animais, ou seja, seis repeticoes
(blocos) para cada grupo de fonte protéica avaliado. O delineamento
experimental esta representado na Figura 2.

36 Ratos

6 Ratos 6 Ratos 6 Ratos 6 Ratos 6 Ratos 6 Ratos
LN CAS D1 D2 D3 D4

Eutanasia com CO, ap6s 14 dias
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Tabela 1 — Composicdo das dietas experimentais utilizadas no ensaio
biolégico (g/100 g mistura)

Ingredientes (g/100g) Dietas

LN Caseina D1 D2 D3 D4
Caseina - 11,68 - - - -
Isolado protéico de soja - - 11,59 11,43 12,16 12,25
Maltodextrina 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2
Celulose microfina 5,0 5,0 5,0 5,0 50 50
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
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
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho (g.s.p.) 59,75 48,07 48,16 48,32 47,59 47,50
Proteina (%) - 10,06 9,96 9,72 10,05 9,28

Fonte: Reeves et al. (1993).

D1 = dieta de isolado protéico de soja LH (IPSLH).

D2 = dieta de isolado protéico de soja NB (IPSNB).

D3 = dieta de isolado protéico de soja modificado LH (IPSMLH).
D3 = dieta de isolado protéico de soja modificado NB (IPSMNB).

O consumo alimentar e o peso corporal dos animais foram registrados
semanalmente. A ingestdo alimentar foi utilizada para o célculo do
coeficiente de eficiéncia alimentar, bem como o calculo de digestibilidade
das fontes protéicas.

No final do experimento, os animais foram pesados e procedeu-se a

eutanasia, por asfixia com CO,.

2.3. Digestibilidade in vivo

Para determinac&o da digestibilidade, as dietas foram marcadas com
corante indigo carmim (100 mg/100 g de dieta) e oferecidas aos animais no
sétimo e décimo dia do experimento.

As fezes foram coletadas entre o oitavo e 11° dia, armazenadas em
recipientes individuais, e mantidas sob refrigeracao até o periodo de andlise.
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Ao término do experimento, as fezes foram secas em estufa (marca Fanem)
com circulacdo de ar a 105°C, por 24 horas, resfriadas em dessecador,
trituradas em multiprocessador e pesadas em balanca analitica. O nitrogénio
fecal foi determinado em triplicata, pelo método semimicro Kjedahl (AOAC,
1984).

O célculo da digestibilidade verdadeira foi determinado de acordo com
a seguinte féormula (NATIONAL..., 1963):

D) = LIF) 100

em que
D = digestibilidade;
| = nitrogénio ingerido pelo grupo com dieta-teste;
F = nitrogénio fecal do grupo com dieta-teste; e

Fx = nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

Calculou-se a digestibilidade verdadeira relativa (DVR), dividindo-se o
valor individual de digestibilidade de cada animal pelo valor médio de
digestibilidade verdadeira do grupo com a dieta de caseina-padréo.

2.4. Coeficiente de eficiéncia protéica (Protein Efficiency Ratio — PER) e
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)

O PER foi determinado no 14° dia, tomando-se o ganho de peso do
grupo-teste em relacdo ao consumo de proteina do grupo-teste (OSBORNE
e MENDEL, 1919). Para isto, foi utilizada a seguinte férmula:

PER 22
PC

em que
GP = ganho de peso do grupo-teste (g); e
PC = Proteina consumida pelo grupo-teste (g).
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Calculou-se o PER relativo (RPER), dividindo-se o valor individual de
PER de cada animal pelo valor médio de PER do grupo com a dieta de
caseina-padrao.
O CEA também foi determinado no 14° dia do experimento e foi
calculado pela seguinte formula:
CEA = g
CA
em que

CA = consumo alimentar do grupo-teste (g).

2.5. Razao protéica liquida (Net Protein Ratio — NPR)

O NPR foi determinado no 14° dia do experimento, tomando-se o
ganho de peso do grupo-teste mais a perda de peso do grupo de dieta
aprotéica, em relacdo ao consumo de proteina do grupo-teste, segundo
Bender e Doell (1957). Para isto, foi utilizada a seguinte férmula:

NPR = GP +PP
em que

PP = perda de peso do grupo aprotéico (g).

Calculou-se o NPR relativo (RNPR), dividindo-se o valor individual de
NPR de cada animal pelo valor médio de NPR do grupo com a dieta de
caseina-padrao.

2.6. Escore quimico corrigido pela digestibilidade da proteina (PDCAAS)

A determinacdo do escore quimico corrigido pela digestibilidade
(PDCAAS) foi realizada nos IPS, segundo o método proposto por Henley e
Kuster (1994). Para o célculo do PDCAAS, procedeu-se da seguinte forma:

- Determinou-se o teor de nitrogénio das amostras de IPS.

- Calculou-se o conteudo protéico (N x 6,25).
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- Determinou-se o perfil de aminoacidos (dados fornecidos pelo
fabricante).

- Determinou-se o escore quimico (EQ) de aminoacidos, que foi
calculado pela relacéo entre cada um dos aminoacidos indispensaveis dos
IPS com os aminoéacidos do padrdo de referéncia da FAO/WHO (1985) para
criangas de 2 a 5 anos, de acordo com HENLEY e KUSTER (1994):

EQ = mg do aminoacido indispensavel por g da proteina - teste

mg do aminoacido indispensavel de referéncia por g da proteina de referéncia

- Determinou-se a digestibilidade por ensaio biolégico, conforme
descrito anteriormente.

- Calculou-se o PDCAAS, multiplicando-se o0 escore mais baixo de
aminoacido indispensavel pela digestibilidade da proteina.

2.7. Andlise estatistica

Os resultados obtidos, a partir do experimento no delineamento em
blocos casualizados (DBC), foram submetidos a andlise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, em nivel de erro de 5% de
probabilidade, com o auxilio do programa estatistico SAS (SAS Institute Inc.,
cary NC) verséao 8.2.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ganho de peso (GP), coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), PER
e NPR

As Figuras 3 e 4 apresentam os valores médios para GP e CEA,
respectivamente.

Nas Figuras 3 e 4, observa-se que houve diferenca significativa
(p <0,05) entre a dieta-padréo (caseina), em relacdo aquelas dos isolados
protéicos de soja, pelo teste de Tukey. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre as dietas experimentais utilizadas no ensaio
bioldgico. Os valores médios de GP e CEA variaram de 29,33 a 38,17 g e de
22,05 a 24,71 g/100 g, respectivamente, para os animais alimentados com
os isolados protéicos de soja, demonstrando que as proteinas de origem
vegetal sdo menos eficientes na promoc¢ao do crescimento dos animais que
as proteinas de origem animal. Este resultado pode ser explicado, uma vez
gue a caseina animal ndo possui fiboras em sua composicao, fazendo com
gue a velocidade do transito intestinal seja mais lenta, permitindo maior
absorcao dos nutrientes.

Sarwar (1997) encontrou valores semelhantes de GP para um isolado
protéico de soja comercial (39 g), quando comparado com o IPSMNB,
diferindo das demais dietas experimentais. Com relagdo ao CEA, o autor

encontrou valores semelhantes (24,07 g/100 g) aos dos tratamentos realizados
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* As colunas do histograma, seguidas pelas mesmas letras, ndo diferem significativamente
entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

CAS = caseina-padrao.

IPSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

IPSLH = isolado protéico de soja LH.

IPSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

IPSNB = isolado protéico de soja NB.

Figura 3 — Ganho de peso médio por grupo de animais apés os 14 dias de
experimento.

neste trabalho. Entretanto, Sarwar (1997) modificou o isolado protéico de
soja, fazendo um tratamento alcalino e térmico, e encontrou valores iguais a
zero para GP e CEA.

Rohn et al. (2006) modificaram um isolado protéico de soja comercial,
adicionando compostos fendlicos, com o objetivo de verificar os efeitos de
interacdo entre esses compostos e as proteinas dos alimentos. Eles
encontraram valores inferiores de GP e CEA, respectivamente, tanto para
IPS comercial (11,7 g e 15,6 g/100 g) quanto para IPS modificado (6,7 g e
10,1 g/100 g). Os resultados encontrados por esses autores confirmam que
compostos como fendis, acido fitico ou fibras podem prejudicar a protedlise
de proteinas, constituindo um fator antinutricional.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos de PER, RPER, NPR, RNPR.

Nessa tabela, observa-se que a caseina apresentou valores significativamente
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As colunas do histograma, seguidas pelas mesmas letras, ndo diferem significativamente
entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

CAS = caseina-padrao.

IPSLH = isolado protéico de soja LH.

IPSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

IPSNB = isolado protéico de soja NB.

IPSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

Figura 4 — Coeficiente de eficiéncia alimentar médio por grupo de animais
apo6s os 14 dias de experimento.

Tabela 2 — Valores médios de PER, RPER, NPR E RNPR das dietas a base
de IPS e caseina determinados em experimentos com ratos

Dieta PER* RPER*Y NPR* RNPR*?
Caseina 3,77 a 100,00 a 455 a 100,00 a
IPSMNBY 2,63Db 69,94 b 3,64 b 80,31 b
IPSLHY 2,48 Db 65,97 b 3,54 b 78,08 b
IPSNBY 236D 62,67 b 3,51b 77,43 b
IPSMLHY 2,19Db 58,22 b 3,21b 70,61 b

*As médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Y RPER = PER relativo.

Z RNPR = NPR relativo.

¥ |PSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

¥|PSLH = isolado protéico de soja LH.

¥|PSNB = isolado protéico de soja NB.

¥ |PSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.
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superiores (p <0,05) em relacdo ao IPS para PER, RPER, NPR, RNPR.
Contudo, verifica-se que nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre as
dietas experimentais de IPS. Além disso, os valores de RNPR foram
superiores aos de RPER para todos os IPS, o que indica que esta proteina é
mais eficiente em promover a manutencao dos pesos dos ratos do que para
promover o0 seu crescimento.

Friedman (1996) considerou que, geralmente, fontes de proteina com
PER menor que 1,5 sédo consideradas de qualidade baixa ou pobre, entre
1,5 e 2,0 de qualidade intermediaria e acima de 2,0 de boa ou alta
qualidade. Portanto, de acordo com os resultados apresentados neste
trabalho, pode-se considerar que as fontes protéicas dos IPS sdo de boa
gualidade.

Os valores de PER e RPER variaram de 2,19 a 2,63 e de 58,22 a
69,94%, respectivamente, enquanto o de NPR e RNPR variaram de 3,21 a
3,64 e de 70,61 a 80,31%, para as dietas que continham como fonte protéica
os IPS. Sarwar (1997) encontrou valores semelhantes para PER (2,69) e
NPR (3,66) para um IPS comercial, porém o IPS modificado com tratamento
alcalino apresentou resultados iguais a zero. Portanto, de acordo com 0s
resultados encontrados neste trabalho pode-se dizer que a metodologia
empregada na modificacdo dos IPS ndo afetou esses indices, j& que ndo
houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

Murad (1993) elaborou um IPS modificado com perfil de solubilidade
aproximado ao da caseina bovina e encontrou valores de NPR e RNPR
(3,17 e 72%, respectivamente) dentro da faixa de valores listada na Tabela 2.

Emmert e Baker (1995) compararam o efeito da suplementacdo de
um IPS comercial com metionina e metionina + cisteina, e observaram que
ambas proporcionaram aumento significativo de PER, de 2,99 (IPS
comercial) para 4,14 e 4,51 (IPS suplementado com metionina e metionina +
treonina, respectivamente).

Castro et al. (2000) compararam a qualidade nutricional de misturas
protéicas de trés fontes obtidas comercialmente com cada uma analisada
individualmente (IPS, gelatina hidrolisada e trigo). Eles encontraram valores
de NPR e RNPR, respectivamente, para a combinacéo IPS + trigo (2,9 e
72,5%) estatisticamente superiores quando comparado somente com o IPS
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(2,3 e 57,5%), tendo estes ultimos apresentado valores menores que a faixa
analisada neste estudo (Tabela 2).

Friedman e Brandon (2001) reportaram que o baixo teor de metionina
nas proteinas de soja limita o seu valor nutritivo, visto que este aminoacido
essencial atua como intermediario na biossintese de cisteina e cistina, o que
o torna ainda mais limitante. Além disso, segundo Friedman (1996), o
tratamento alcalino (pH >9,0) e, ou, tratamento térmico podem reduzir a

quantidade de aminoé&cidos essenciais, como metionina, lisina e triptofano.

3.2. Digestibilidade

A Tabela 3 apresenta os valores médios de digestibilidade verdadeira
(DV) e digestibilidade verdadeira relativa (DVR) a caseina.

Tabela 3 — Valores médios de DV e DVR das dietas a base de IPS e
caseina, determinados em experimentos com ratos

Dieta DV* DVR*
Caseina 95,52 a 100,00 a
IPSNBY 94,16 a 98,59 a
IPSMNB? 93,52 a 97,92 a
IPSMLH? 93,01 ab 97,39 ab
IPSLHY 89,44 b 93,65b

* As médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Y |PSNB = isolado protéico de soja NB.

2 |PSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

¥ |PSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

¥ |PSLH = isolado protéico de soja LH.

Constata-se na Tabela 3 que ndo houve diferenca significativa
(p > 0,05) entre a caseina bovina e as dietas experimentais de IPSNB,
IPSMNB e IPSMLH. Entretanto, a caseina bovina foi significativamente
superior (p < 0,05) ao IPSLH. Comparando as dietas experimentais dos IPS,
verifica-se que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre IPSNB,
IPSMNB e IPSMLH e entre IPSMLH e IPSLH. Os IPSNB e IPSMNB foram

significativamente superiores (p <0,05) ao IPSLH. Portanto, pode-se
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concluir que a modificagdo ndo melhorou a capacidade de digestdo para o
IPS comercial NB, visto que este ja apresentava digestibilidade equivalente a
da caseina humana. J4 em relacdo ao IPS comercial LH, a modificacdo
proporcionou melhoria da digestibilidade, equiparando-a aquela observada
para a caseina.

Os valores de DV e DVR variaram entre 89,44 e 94,16% e 93,65 e
98,59%, respectivamente, para as dietas experimentais utilizadas com ratos.
Castro et al. (2000) e Gilani e Sepehr (2003) encontraram valores de DV de
94,8 e 95%, respectivamente, para um IPS comercial, ou seja, semelhantes
ao deste estudo.

Sarwar (1997) modificou um IPS por tratamento alcalino e verificou
efeito negativo sobre a digestibilidade, encontrando valores de 96% para o
IPS comercial e 68% para o modificado. Ele atribuiu essa reducdo a
formacdo de fatores antinutricionais durante o tratamento efetuado,
principalmente lisinoalanina. Friedman e Brandon (2001) relataram que a
exposicdo de proteinas a pH excessivamente alcalino e a alta temperatura
pode promover a destruicdo total de aminoacidos como a cistina, ou parcial
como a lisina, arginina, serina e treonina. Essas perdas foram
acompanhadas pela formacgéao de lisinoalanina.

SCHAAFSMA (2005) reportou que a anatomia do trato gastrointestinal
e a fisiologia de crescimento de leitdes se assemelham as dos humanos. O
leite de porca consiste de soroproteinas e favorece a formacdo de um
coagulo macio e fragmentado, semelhante ao do leite humano. A funcéo de
coagulos ndo é bem conhecida na fisiologia digestiva de leitdes. Parece que
0 coagulo teria uma funcdo de armazenamento, em que a proteina e a
gordura seriam lentamente digeridas no intestino delgado. Além disso,
existem indicacfes de que a presenca de coagulo no estbmago estimularia a
atividade das enzimas proteoliticas, gastricas e pancreéticas (FERREIRA et
al., 1988).

Em virtude de os leitdes recém-nascidos apresentarem menor
desempenho quando alimentados com fontes protéicas de origem vegetal,
em comparacao aqueles que se alimentavam com proteina de leite, Murad
(1993) desenvolveu um IPS modificado, que apresentava um perfil de
solubilidade semelhante ao da caseina bovina, e observou a formacgédo de
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coagulos no estbmago e intestino desses animais. A autora verificou que o
produto desenvolvido aumentou o tempo de passagem no estbmago,
permitindo que a proteina fosse lentamente digerida no intestino delgado, o
gue previne a sobrecarga intestinal e o crescimento microbiano excessivo.
Além disso, os coagulos formados eram macios e compactos, semelhantes
aos dos leites de porca (controle) e de vaca.

No capitulo anterior, verificou-se que o perfil de solubilidade da
caseina humana é semelhante ao da caseina bovina e do IPS modificado
desenvolvido por Murad (1993). Os IPS modificados tiveram perfil de
solubilidade semelhante na faixa de pH de 2,0 a 5,0. Sendo assim, sugere-
se que a modificacdo do IPS possa melhorar a digestdo de proteinas no
trato gastrointestinal de pessoas com problemas de digestédo de proteinas a
base de soja e leite de vaca, especialmente criancas e idosos.

Entretanto, mais estudos devem ser realizados para comprovar esses
resultados. Apesar de a modificagdo do IPSLH ter proporcionado melhora na
digestibilidade em relacdo ao IPSLH comercial, isso nao significa
necessariamente aumento da qualidade protéica, visto que os aminoacidos
podem estar sendo absorvidos e ndo estar participando da sintese protéica, em
razdo de um possivel aumento da deficiéncia de aminoacidos essenciais,
provocado pelo tratamento realizado. De fato, o IPSMLH apresentou
estatisticamente menor NPR em relagdo a caseina (70,61%) (Tabela 2).

3.3. Escore quimico corrigido pela digestibilidade da proteina (PDCAAS)

Os valores encontrados para a composicdo aminoacidica e para o
escore quimico (EQ) de aminoacidos dos IPS podem ser observados na
Tabela 4. Vale ressaltar que os dados foram fornecidos pelo fabricante
(BUNGE Alimentos, Brasil), para o IPSNB e o IPSLH. Além disso, foi
considerado o mesmo teor de aminoacidos para o IPSMNB e o IPSMLH.

De acordo com a Tabela 4, pode-se verificar que os IPS
apresentaram deficiéncia no aminoécido indispenséavel triptofano. Estes
resultados estado de acordo com Castro et al. (2000), que também utilizaram
um isolado protéico de soja (SAMPROSOY 90 NB, ou seja, IPSNB) da

mesma marca do fabricante.
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Tabela 4 — Composi¢cdo em aminoacidos (mg/g proteina) e escore quimico

(EQ) dos IPS
Aminoécidos IPSNBY  IPSLHZ  IPSMNBY  IPSMLHY  Padrio FAO?
Indispenséaveis
Fenilalanina + tirosina 95 95 95 95 63
Histidina 27 27 27 27 19
Isoleucina 43 43 43 43 28
Leucina 78 78 78 78 66
Lisina 65 65 65 65 58
Metionina + cistina 28 28 28 28 25
Treonina 36 36 36 36 34
Triptofano 10 10 10 10 11
Valina 45 45 45 45 35
Dispensaveis
Alanina 42 42 42 42
Arginina 80 80 80 80
Acido aspartico 121 121 121 121
Acido glutamico 204 204 204 204
Glicina 42 42 42 42
Prolina 53 53 53 53
Serina 57 57 57 57
Escore quimico (EQ) 0,91 0,91 0,91 0,91

Aminoacido limitante  Triptofano Triptofano Triptofano  Triptofano

Y |PSNB = isolado protéico de soja NB.

Z'|pSLH = isolado protéico de soja LH.

¥ |PSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.

¥ |PSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.

¥ Ppadrao de referéncia protéica FAO/WHO/UNU (1985) (necessidade de aminoacidos
indispenséaveis para criangas de 2 a 5 anos de idade).

Os resultados do escore quimico corrigido pela digestibilidade
(PDCAAS) para os IPS encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de PDCAAS dos IPS

Dieta DV EQ PDCAAS
IPSNBY 0,9416 0,91 0,86
IPSMNB? 0,9352 0,91 0,85
IPSMLHY 0,9301 0,91 0,85
IPSLHY 0,8944 0,91 0,81

Y |PSNB = isolado protéico de soja NB.
2 |PSMNB = isolado protéico de soja modificado NB.
¥ |PSMLH = isolado protéico de soja modificado LH.
¥ |PSLH = isolado protéico de soja LH.

Os valores de PDCAAS variaram de 0,81 (81%) a 0,86 (86%) para os
IPS. Porém, nenhum dos IPS teve um PDCAAS igual ou superior a 1,0
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(100%), que foi convencionado para considerar uma proteina como de boa
gualidade (HENLEY e KUSTER, 1994). Castro et al. (2000) encontraram um
PDCAAS de 80% para um IPS do mesmo fabricante utilizado neste estudo
(SAMPROSOY 90 NB — IPSNB).

Sarwar (1997) modificou um IPS por tratamento alcalino e observou
que o PDCCAS foi de 100 para 49%, evidenciando que a destruicdo de
alguns aminoacidos (cistina, lisina e treonina) afetou negativamente a
gualidade protéica.

Rohn et al. (2006) verificaram a influéncia de compostos fendlicos
adicionados a um IPS comercial e observaram que a modificacdo propiciou
reducdo no valor do PDCAAS. Os autores atribuiram esses resultados ao
fato de ter ocorrido interacdo desses compostos com o0 nitrogénio dos
aminoacidos indispensaveis.

Vale ressaltar que os valores de PDCAAS para os IPS modificados
podem estar superestimados, em virtude de ter considerado o0 mesmo teor
de aminoacidos dos IPS comerciais. Pode ter acontecido que, durante a
modificacdo dos IPS, o tratamento acido/alcalino e a secagem possam ter
reduzido a quantidade de alguns aminoacidos indispensaveis, como a

metionina, a lisina e o triptofano.
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4. CONCLUSOES E SUGESTOES

Os valores médios de PER, PER relativo, NPR e NPR relativo dos IPS
foram significativamente (p <0,05) inferiores aos da dieta-padrdao de
caseina. J4 entre as dietas experimentais, ndo houve diferenca (p > 0,05)
significativa, o que indica que a modificagdo dos IPS n&o influenciou a
utilizacdo das dietas pelos animais, para manutengao e crescimento.

A digestibilidade verdadeira (DV) dos IPSNB, IPSMNB e IPSMLH né&o
diferiu (p > 0,05) significativamente da dieta-padréo de caseina e entre eles.
Contudo, a caseina bovina foi significativamente superior (p <0,05) ao
IPSLH. Comparando as dietas dos IPS, observou-se que os IPSNB e
IPSMNB foram significativamente (p < 0,05) superiores ao IPSLH. Ja entre o
IPSLH comercial e o seu modificado, verificou-se que ndo houve diferenca
significantiva (p > 0,05). A modificacdo do IPSNB n&o proporcionou melhoria
da digestibilidade, em virtude de ter apresentado valores iguais ao da dieta-
padrdo de caseina. Entretanto, a modificacdo do IPSLH proporcionou
melhoria da digestibilidade, que apresentou valores iguais ao da caseina.

Os resultados indicam que a modificacao do isolado protéico de soja
pode propiciar melhora na digestao e absorcédo dessa proteina. Porém, esse
fato provavelmente deve depender da porcentagem de solubilidade na faixa
de pH de 2,0 a 5,0 e também de uma possivel desnaturacdo das proteinas
durante o tratamento acido moderado. Embora os IPSNB e IPSMNB tenham

apresentado um perfil de solubilidade diferente, a porcentagem de
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solubilidade do isolado comercial foi bem baixa na faixa do pH citado, o que
pode explicar porque ndo houve diferenca estatistica entre eles. Também
entre o IPSLH e o IPSMLH, a diferenca de porcentagem de solubilidade
entre a caseina humana e o IPSMLH acarretou 0 mesmo resultado
observado no isolado comercial.

Os valores de PDCAAS estiveram na faixa de 81 a 86%. Além disso,
supde-se que os PDCAAS dos isolados modificados possam estar
superestimados, em razdo de se ter considerado o mesmo teor de
aminoécidos dos IPS comerciais.

Sendo assim, sdo sugeridos mais estudos para constatacdo dos
resultados encontrados. Em trabalhos futuros, seria interessante a
comprovagdo de uma relagdo entre solubilidade e digestibilidade. Um outro
estudo interessante seria a combinagdo com uma fonte animal, como o soro
de queijo, que também é muito utilizado como ingrediente alternativo na

industria alimenticia.
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Tabela 1A — Composicao da mistura de vitaminas (AIN-93G-VX)

Ingredientes

g/kg da mistura

Acido nicotinico

Pantotenato de calcio

Piridoxina-HCI

Tiamina-HCI

Riboflavina

Acido folico

D-Biotina

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

Vitamina K (filoquinona)

Sacarose

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

Fonte: Reeves et al. (1993).

Tabela 2A — Composicao da mistura de minerais (AIN-93G-MX)

Ingredientes

Elementos minerais essenciais

g/kg de mistura

Carbonato de calcio anidro (40,04%) 357,00000
Fosfato de potassio monobasco (22,76% P; 23,73% K) 196,00000
Citrato de potéssio, tri-potassio, monohidrato (36,16% K) 70,78000
Cloreto de sédio (39,34% Na, 60,66% CI) 74,00000
Sulfato de potassio (44,87% K; 18,39% S) 46,60000
Oxido de magnésio (60,32% Mg) 24,00000
Citrato de ferro (16,5% Fe) 6,06000
Carbonato de zinco (52,14% Zn) 1,65000
Carbonato de manganés (47,79% Mn) 0,63000
Carbonato de cobre (57,47% Cu) 0,30000
lodato de potéssio (59,3% 1) 0,01000
Selenato de sodio anidro (41,79% Se) 0,01025
Paramolibdato de amdnio tetrahidratado (54,34% Mo) 0,00795
Elementos minerais potencialmente benéficos

Meta silicato de sédio eneahidratado (9,88% Si) 1,4500
Sulfato de cromo e potassio dodecahidratado (10,42% Cr) 0,2750
Cloreto de litio (16,38% Li) 0,0174
Acido borico (17,5% B) 0,0815
Fluoreto de sodio (45,24% F) 0,0635
Carbonato de niquel (45% Ni) 0,0318
Vanadato de amoénio (43,55% V) 0,0066
Sacarose 221,0260

Fonte: Reeves et al. (1993).
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