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RESUMO

CARDOSO, Luciana Resende, M.S., Universidade Federal de Vicosa, Marco de
2003. Caracterizacdo bromatolégica e digestibilidade in vitro e in vivo de
proteinas de farinhas de soja. Orientadora: Maria Goreti Almeida de Oliveira.
Conselheiros. Sebastido Tavares de Resende e Maurilio Alves Moreira.

A soja € uma leguminosa de dta qualidade protéica, porém o elevado
conteido de fatores antinutricionais no gréo, sobretudo os inibidores de proteases
KTl e BBI, reduz seu vaor nutricional. Contudo com o avango das pesquisas,
linhagens de soja tém sido desenvolvidas de maneira a apresentar atividade reduzida
e/ ou completa auséncia dos inibidores de proteases e lipoxigenase. No presente
estudo quatro variedades de soja, com auséncia e/ou presenca de KTl e LOX sendo
derivadas em farinhas integrais foram submetidas as andlises da composicéo
centesimal, determinacdo da atividade inibitéria de tripsina e quimiotripisina
quando in natura e quando processada a temperatura de 120 °C por 9, 12, 15, e 18
minutos e determinacdo da qualidade protéica através de ensaios in vivo e in vitro.
Estas andlises tiveram como objetivo avaliar se 0 melhoramento genético afeta a
qualidade nutricional das farinhas de soja. Os resultados obtidos quanto a analise

bromatol 6gica para as quatro linhagens foram 0s seguintes: cinzas variaram de 5,86



a 595%, proteinas de 42,49% a 44,07%, lipideos de 23,53% a 25,30% e
carboidratos de 14,65% a 17,33%. Para os minerais, os teores obtidos em mg/100 g
de amostra foram: Fe variou de 4,41mg a 5,21mg, Zn de 4,43mg a 4,88mg, Mn de
1,99mg a 2,29mg, Mg de 223,46mg a 235,01mg, Ca de 168,01mg a 211,29mg e K
de 2146,63mg a 2280,61mg. Demonstrando que as linhagens de soja modificadas
geneticamente possuem em sua constituicdo nutrientes equivalentes em proporgao
ao gréo de soja convencional, sem, contudo, apresentar os efeitos negativos da
presenca do KTl e LOX. A atividade inibitoria de tripsina, em mg/g de proteina,
obtida para as linhagens in natura foram bastante elevadas variando de 900 a 1300.
Contudo, as farinhas de soja isentas de KTl foram as que apresentaram menor
atividade inibitéria. Com o processamento térmico a 120°C a atividade inibitoria de
tripsina reduziu bruscamente sendo que o tempo de 9 minutos foi suficiente para a
completa inativagdo dos inibidores nas variedades isentas de KTI. Porém para as
linhagens com KTI, a completa inativacdo dos inibidores s foi conseguida com o
tempo de 18 minutos de autoclave. Em relacdo a qualidade protéica verifica-se,
através de ensaio bioldgico com ratos, valores de PER variando de 1,83 a 2,75, NPR
de 3,036 a 4,08 e a digestibilidade verdadeira de 79,02 a 83,17 para farinhas de soja
processadas, sendo que ndo foi verificada diferenca estatistica entre as farinhas com
KTI processadas por 18 minutos daquelas processadas por 12 minutos. Isto sugere,
que a farinha de soja isenta em KTI necessita de um tempo menor de exposicéo ao
calor, 0 que € bastante favoravel em termos de qualidade nutricional. Quanto a
digestibilidade in vitro os valores encontrados variaram de 5,28 a 36,43%, néo

tendo boa correlacdo com a digestibilidade in vivo.



ABSTRACT

CARDOSO, Luciana Resende, M.S., Universidade Federal de Vicosa, Marco de
2003. Caracterizacdo Bromatoldgica e digestibilidade in vitro e in vivo de
proteinas de farinha de soja. Adviser: Maria Gorete Almeida de Oliveira
Committee members. Sebastido Tavares de Resende and Maurilio Alves
Moreira.

Soybean is a leguminosae of high proteic quality but the high contents of
anti-nutritional factors in the grain, especially the inhibitors of proteases KTl and
BBI, reduces its nutritional value. With the advance of researchs, soy lineages have
been developed in a way to show reduced activity and / or complete absense of
proteasis inhibitors and lipoxigenases. In this study, four different varieties of soy,
with absense and or presence of KTl and LOX, being derived from whole flours
were taken to analyse the centesimal composition, determination of the inhibitor
activity of trypsin and chymotrypsin when in natura and when processed under the
temperature of 120°C for 9, 12, 15, and 18 minutes and the proteic quality through
testsin vivo and in vitro. These analisis had as their objective evaluate if the genetic
improvement affects the nutritional quality of the soy flours. The obtained results
for the bromatologic analisis for the four lineages were the following: gray varied
from 5,86 to 5,95%, proteins from 42,49% a 44,07% lipids from 23,53 to 25,30%

Xi



and carbohydrates from 14,65% a 17,33%. To the minerals, the obtained contentsin
mg/100g of sample were: Fe varied from 4,41mg to 5,21 mg, Zn from 4,43 mg to
4,88 mg, Mn from 1,99 mg to 2,29 mg, Mg from 223,46 mg to 235,01 mg, Ca from
168,01 mg to 211,29 mg and K from 2146,63 mg to 2280,61 mg. Showing that the
geneticaly modified soy lineages have in their constitution nutrients equivalent in
proportion to the conventional soy grains, without showing negative effects of the
KTI and LOX presence. The trypsin inhibitor activity, in mg/g of protein, obtained
for the in natura lineages were highly elevated, varying from 900 to 1300. However,
the soy flours free from KTI were the ones that showed a minor inhibitor activity.
With the therma processing at 120°C, the trypsin inhibitor activity reduced
roughly, the time of 9 minutes was enough for the complete inativation of the
inhibitors in the varieties free from KTI. However, for the lineages with KTI, the
complete inativation of the inhibitors was only taken with the time of 18 minutes of
autoclave. In relation to the proteic quality, it is found through the biologic test with
rats, values of PER virying from 1,83 to 2,75, NPR from 3,036 to 4,08 and a true
digestibility of 79,02 to 83,17 to the processed soy flours, but it wasn’t verified the
statistical difference among the flours with KTl processed for 18 minutes from the
ones processed for 12 minutes. It suggests that the soy flour free from KTl needs a
shorter time of exposition to heat, what is highly favourable in terms of nutritional
quality. About the digestibility in vitro, the obtained values varied from 5,28 to
36,43%, not having a good co-relaction with the digestibility in vivo.
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1. INTRODUCAO

A soja possui em sua constituicdo além de vitaminas, minerais, fibras e
carboidratos, grande quantidade de proteinas (30 a 46%) e lipidios (12 a 24%).
Isto tem despertado cada vez mais o interesse comercial, devido a crescente
utilizacdo da soja na alimentacdo anima e humana e também na industria de
alimentos (SEDIYAMA, 1989). Desta forma, pesquisas na &rea de melhoramento
tém sido incentivadas de modo a desenvolver cultivares que atendam as
industrias de 6leo e farelo, de produtos alimenticios em geral, bem como
linhagens para consumo humano (BOREM, 1999).

As proteinas da soja sdo de grande interesse econ0mico por estarem
presentes em grande quantidade no gréo e por apresentarem alto valor biologico.
Além disto, apresentam producdo relativamente de baixo custo, com rendimento
de proteina por hectare maior do que qualquer outro produto vegetal
(CADWELL, 1981). Além das proteinas da soja apresentarem ato valor
biologico, ou sga, possuir em sua composi¢ao todos os aminoacidos essenciais
contém também propriedades funcionais, tornando-a ingrediente indispensavel
para uso na ragdo animal e na composicdo de uma seérie de alimentos
(SEDIYAMA, 1989).



Apesar da soja ser uma fonte de proteinas, 0 seu uso na aimentacéo
ficou restrito, devido a presenca, no gréo, de substancias consideradas
antinutricionais que atuam diminuindo sua aceitacdo como alimento e também
comprometendo a disponibilidade de suas proteinas ao nivel do trato
gastrointestinal. Estes fatores compreendem os termoldbeis (inibidores de
tripisina, hemaglutininas, bocigenos, antivitaminas e fitatos) e o0s
termorresistentes (estrogénio, saponinas, fatores de flatuléncia, lisinoalanina e
alergénicos). A presenca destes fatores na soja afeta a biodisponibilidade de seus
nutrientes e a qualidade nutricional de seus produtos, aém da digestibilidade
protéicaficar comprometida (SILVEIRA et al., 1989).

Destes fatores, os inibidores de trpisina séo os mais bem estudados por
afetarem a digestibilidade das proteinas da soja. Vé&rios inibidores tém sido
isolados do gréo de soja, porem dois deles Kunitz (KTI) e Bowman Birk (BBI)
tém sido mais bem definidos (KONAREV et al., 2002). O KTl e o BBI atuam
inibindo enzimas proteoliticas especificas no trato gastro intestinal prejudicando
a digestibilidade protéica o que indisponibiliza o fornecimento de aminoacidos
para 0 organismo, acarretando grandes prejuizos para 0 crescimento e
desenvolvimento animal (WHITAKER,1994). A presenca destes inibidores pode
causar estimulo da secregdo pancredtica causando hipertrofia do érgdo e inibir o
crescimento, além de causar cancer em ratos alimentados com soja crua
(ROEBUCK, 1987).

A fim de combater os problemas relacionados com os fatores
antinutricionais da soja, sobretudo a presenca dos inibidores de tripsina, varios
processos vém sendo desenvolvidos, porém muitos deles sdo de elevado custo o
que acaba por inviabilizar o uso da soja na alimentacdo. Destes processos, 0 que
ainda vem sendo muito utilizado € o tratamento térmico. Este visa a inativacéo
ou destruicéo dos fatores antinutricionais de forma a melhorar a digestibilidade
da proteina da soja. Porém, ndo € um método satisfatério, pois ndo elimina
completamente a atividade biologica do inibidor. Além disto, se seu uso for

inadequado proporcionara a perda da qualidade nutritiva da soja, pois o uso de



temperaturas elevadas pode destruir aminoéacidos importantes diminuindo o valor
nutritivo do aimento podendo também, afetar sua solubilidade (ROEBUCK, 1987).

Desta forma, afim de se conseguir uma melhora na qualidade nutricional
do gréo de soja, no que se refere a sua aceitacdo e sua melhor digestibilidade,
sem, contudo afetar suas propriedades nutricionais, muitas pesquisas tém sido
desenvolvidas ao nivel de melhoramento genético de forma a se obter variedades
com alto teor de proteina, atividade reduzida e até mesmo completa auséncia da
atividade biol6gica de inibidores de tripsina e da enzima lipoxigenase. Assm, as
linhagens desenvolvidas de soja tém sido investigadas para uma possivel
substituicdo da soja convencional pelaagroinduistria.

Assim, o presente trabalho avaliou a digestibilidade in vivo e in
vitro das proteinas de diferentes linhagens de soja obtidas do programa de
melhoramento da soja — BIOAGRO (Instituto de Biotecnologia e
Agropecuaria), que diferem quanto a presenca de KTl e/ou lipoxigenases,
submetidas ou ndo ao tratamento térmico. O objetivo foi de avaliar se o
melhoramento genético afetou a digestibilidade protéica das linhagens de
soja submetidas ou ndo ao tratamento térmico, bem como verificar o
efeito deste tratamento sobre a atividade dos inibidores de proteases e

sobre a digestibilidade in vivo e in vitro destas linhagens.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteinas da soja

A soja € uma leguminosa que teve sua origem na china, se expandindo
por todo o oriente sendo utilizada, sobretudo na alimentagcdo humana. Por volta
em 1908 a primeira carga de soja chegou ao ocidente, Inglaterra, e foi processada
para obtencdo do 6leo e farinha, sendo que esta Ultima foi utilizada para racéo
animal. Nos estados Unidos a producéo da soja em grandes quantidades comegou
em 1924. Atualmente este pais € o0 seu maior produtor (CADWELL, 1981).

O avancgo das pesquisas com 0 gréo de soja levou a tona também, suas
propriedades nutricionais despertando assim, 0 interesse para Seu usO na
alimentagdo humana. Seu uso na alimentagdo humana no Brasil teve inicio por
volta de 1908, com a chegada dos primeiros imigrantes japoneses a S&o Paulo.
Porém, o cultivo limitava-se ap consumo proéprio, entretanto, atualmente o Brasil
se destaca como sendo 0 segundo lugar em sua producdo mundia
(CADWELL, 1981).

As proteinas da soja constituem uma mistura de macromoléculas de
tamanhos, densidades de carga e estruturas diferentes. As diferencas de tamanho

ou peso molecular podem ser demonstradas por ultracentrifugacdo ou
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ultrafiltracdo em gel. A ultracentrifugacdo separa as proteinas de soja em 4
fracOes com velocidades de sedimentacéo equivalentes a 2S, 7S, 11S e 15S,
sendo amaior parte, as globulinas (SGARBIERI,1996).

Embora estas proteinas sejam de grande interesse econdémico por estarem
em grande quantidade no gréo, existe uma limitacdo com relacdo a sua utilizacéo
por apresentar deficiéncia em aminoécidos sulfurados (SILVEIRA et al., 1989).

Além das propriedades nutritivas das proteinas de soja, estas sdo de
interesse também por conferirem a uma variedade de alimentos, nos quais séo
adicionadas, propriedades funcionais desgjaveis tais como emulsificacéo,
absorcéo de gordura, retencéo de umidade, espessamento e capacidade de formar
espuma. Porém, estas propriedades podem ser influenciadas por outros
componentes da soja (SEDIYAMA, 1989).

A proteina é um dos elementos indispensaveis na alimentacéo,
pois exerce funcdes importantes como na, defesa, transporte de nutrientes
e outros substancias no sangue, além do desenvolvimento e crescimento
do organismo. Assim, 0 corpo necessita da ingestdo diaria de proteina
sendo que a quantidade ingerida para um adulto normal é de
aproximadamente 0,8g/Kg de peso corporal, porém em condicoes
especiais como criancas, gestantes, lactantes e alguns tipos de patologia
esta relagdo deve ser aumentada. (CADWELL, 1981).

Fracao protéica Porcentagem,do Componentes Peso
total de proteinas molecular
2S 22 Inibidores de tripsina  8.000
21.500

Citocromo C 12.000
Globulina 2,3S 18.200
Globulina 2,8S 32.000
Alantoinase 50.000

7S 37 Beta-amilase 61.700
Lectina 110.000
(Hemaglutinina) 108.000
Lipoxigenase 180.000
Globulina 7s

11S 31 Globulina 11s 210.000
(glicina)

15S i 600.000




Do total de 40% das proteinas constituintes do gréo de soja, encontram-
se os inibidores de proteases, aproximadamente 6% e as enzimas |ipoxigenases,
aproximadamente 1%. Contudo, os teores de proteina e também de 0leo na soja
podem ser influenciados por condigbes ambientais e préticas agrondmicas, aém
do melhoramento genético (KROGDAHL, 1981; SILVEIRA, 1989).

O vaor nutritivo de uma proteina depende ndo somente do seu teor
quantitativo, mas também da qualidade de seus aminoacidos, da disponibilidade
destes aminoacidos e, portanto, de sua digestibilidade. A digestibilidade pode ser
entendida como sendo a hidrdlise das proteinas pelas enzimas digestivas até
aminoacidos os quais estariam sendo biologicamente disponiveis, desde que néo
houvesse interferéncia na absorcdo dos mesmos pelo organismo. E avaliada pelo
guociente do nitrogénio absorvido pelo nitrogénio ingerido com a dieta, expresso
em porcentagem. Porém, o valor nutritivo dos alimentos € comumente afetado
pelos vérios tipos de tratamentos a que a fragdo protéica dos alimentos €
submetida durante o armazenamento e preparo (SGARBIERI,1996).

Apesar da soja ser rica em varios micro e macronutrientes, o que
aumenta seu valor nutritivo, possui também em sua composicdo compostos
biologicamente ativos que comprometem sua qualidade e que sdo denominados
de fatores antinutricionais, nos quais compreendem os termolabeis tais como os
inibidores de tripisina, hemaglutininas, bocigenos, antivitaminas e fitatos e os
termorresistentes, ou segja, estrogénio, saponinas, fatores de flatuléncia,
lisnoalanina e alergénicos. Estes fatores atuam no sentido de diminuirem a
eficiéncia do metabolismo interferindo com a eficiéncia de utilizacdo dos
nutrientes, como € o caso dos inibidores de proteases e das lectinas. Embora
esses fatores ndo sgjam considerados tOxicos, podem provocar respostas
fisiologicas adversas aos animais e se ndo forem destruidos podem reduzir o
potencial nutricional da soja. Devido a estes fatores, se verifica um indice de
digestibilidade para as proteinas de origem animal maior que 95%, sendo,
portanto, maior que o indice de digestibilidade de proteinas de origem vegetal,
gue é menor gque 80% (SGARBIERI,1996).



Grande quantidade de proteina isolada de soja e concentrados s&o usados
como ingredientes funcionais e nutricionais pela industria de alimentos. Assim,
um alto grau de digestibilidade protéica € desgjavel. Portanto, varios processos
tém sido desenvolvidos no sentido de remover fragcbes que dificultam a
digestibilidade das proteinas de soja, além dos inibidores e compostos como 0s
fitatos e polifendlicos (RITTER,1987).

RITTER et al., (1987), estudando a digestibilidade in vitro de
isolado de proteina de soja com teores reduzidos de fitatos e compostos
fendlicos, verificaram que a fracdo 11S da proteina de soja € mais
digerivel que a fracdo 7S. Isto pode ser possivel devido a baixa
concentracéo de fitatos, 0,07% na fracado 11S, comparado com 1,41% na
fracdo 7S. Verificaram ainda que fitatos e compostos fendlicos tendem a
diminuir a digestibilidade das proteinas. Tem sido proposto que esta agcdo
inibitéria pode ser devido a ligacdo de fitatos e compostos fendlicos

proximo ao centro ativo das enzimas digestivas.

2.2. Osinibidores de proteases

Os inibidores de proteases estdo presentes em microorganismos, tecidos
e fluidos animais e no trato gastro intestinal, mas € no reino vegetal que eles se
encontram largamente distribuidos, principamente nas leguminosas (feij&o, soja,
etc.), gramineas (gréos de cereais) e nas solanéceas (batata, berinjela, etc.)
(FILHO, 1989).

Hé aproximadamente de 7 a 10 inibidores de proteases na soja. Varios ja
foram isolados, porém dois deles, fazem parte da fracdo de proteinas solUveis, o
inibidor de tripsina Kunitz (KTI) e o inibidor Bowman Birk (BBI), presentes no
grdo. Estes tém sido bastante estudados e caracterizados. Ambos inibem enzimas
digestivas pertencentes a classe de serino-proteases tais como tripsina e
guimiotripisina (LASKOWSKI, 1980).

Algumas pesquisas tém relacionado os niveis de inibidores de proteases

em sementes de soja com a presenca da enzima lipoxigenase (LOX), pelo fato
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destas participarem da biossintese de jasmonato, o qual ativa 0 gene para a
sintese de inibidores de proteases. Com isto, a LOX também, tem sido
relacionada com a resposta a0 dano nas plantas. Assm, CARVALHO et 4d.,
(1999), estudando o efeito das lipoxigenases sobre os niveis dos inibidores de
proteases em sementes de soja verificaram que as linhagens destituidas de LOX
apresentaram uma reducdo na inibicdo de tripsina de 81 para 32% e de
guimiotripisina de 28% para 15%. Os dados obtidos sugeriram gque a completa
eliminacdo genética de LOX nas sementes reduziu os niveis de KTl e BBl em
sementes de soja. Estes dados sugeriram que com a eliminacéo genética de LOX
ocorre também queda nos niveis de inibidores de proteases nas sementes.

Entretanto, o teor de inibidores na planta ir4 depender de uma série de
fatores como da variedade e do estado fisiologico. Conseglientemente, a
atividade destes inibidores encontrado nas sementes e turbéculos ira variar com o
tempo e condicdes de colheita, com a variedade e com a duragdo e condigoes de
armazenamento (BURNS, 1987).

Desta forma, o papel bioldgico dos inibidores de proteases nos vegetais
tem sido relacionado a defesa da planta contra insetos ou invaséo bacteriana ou
na regulacéo e na protecéo contra protedlise ndo desgada, por endopeptidases,
em tecidos de planta. As enzimas proteoliticas permaneceriam inativas até a
germinagdo, quando entdo as proteinas armazenadas devem ser metabolizadas.
Ressalta-se que os inibidores sdo ricos em aminoécidos Cys, e que apds terem
exercido seu papel primario, podem ter seus constituintes sendo disponibilizados
para a sintese de novas proteinas (FILHO, 1992).

Na molécula de cada inibidor existe um sitio reativo o qual interage
especificamente com o sitio ativo da enzima. Assim, o inibidor reage com a
enzima como um substrato formal, que ao invés da dissociac&o, da cisdo quimica
da molécula, eles permanecem ligados em um complexo covalente forte atraves
de aminoacidos especificos no sitio reativo. Este complexo resultante se gusta
téo firmemente que a &gua é excluida do sitio ativo da enzima impedindo a
hidrélise e liberacdo do inibidor (RACKIS et a., 1986). A constante de



equilibrio para a associagdo é extremamente ata, na ordem de 10" a 108°M™,
sendo que esta € do tipo competitiva (LASKOWSKI, 1980).

O inibidor Kunitz foi descoberto pelo pesquisador de mesmo nome em
1946. Formado por um unico polipeptideo apresenta massa de 21500 Dalton e
ponto isoelétrico a pH 4,5. E constituido de 181 residuos de aminoécidos com
duas pontes dissulfeto possuindo 2% de cisteina na molécula. O centro de ligagdo
deste inibidor com a tripsina esta localizado nos residuos de Arg 63 e lle 64
(Figura 1) (FILHO, 1989).
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Figura 1 - Sequéncia linear aminoacidica do inibidor de tripsina Kunitz
(LIENER, 1994)

Este inibidor combina-se estequiometricamente com a tripsina
formando complexo irreversivel na propor¢cdo molar 1.1 muito estavel
com uma constante de inibicdo (Ki) da ordem de 10'° M. O KTI é

responsavel por aproximadamente 80% da atividade de inibicdo triptica
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presente nas sementes (BRANDON, 1987). Possui agédo inibitoria bem
mais fraca sobre a [-quimiotripisina bovina e € parcialmente inativado
pela acdo de pepsina e inativado pela acdo do calor em presenca de agua,
condicbes normais de aquecimento no preparo dos alimentos
(SGARBIERI, 1996).

A0 examinar a organizagdo genética e o desenvolvimento da
regulacdo da expresséo de KTI, estimou-se que 0 genoma da soja contém
pelo menos 10 genes distintos de KTI, trés dos quais (KTl 1, KTl 2 e KTI
3) tém sido clonados e sequenciados. A andlise da sequéncia dos
nucleotideos revelou que os genes KTl 1, KTl 2 e KTI 3 ndo contém
introns. O KTI 3 codifica o inibidor de tripisina predominante em
sementes de soja. A seqUéncia de nucleotideos do KTI 3 divergiu
aproximadamente 20% daqueles de KTl 1 e KTI 2. Além das sementes de
soja, 0s MRNAs de kTl 1 e KTl 2 estédo expressos em outros 6rgaos como
folhas, talo e raiz, em quantidades muito menores. Em contraste, 0 mRNA
de KTl 3 nado foi detectado nos talos ou raizes de plantas de soja
(KRISHNAN, 2001). O gene para o KTl em sementes de soja contém 3
formas alélicas (Ti® Ti® e Ti®) codificando proteinas que diferem por uns

poucos aminoacidos.

Ti%: Glu™ Gly® Try®* Ser Met"™ Leu™ Pro™ Leu™®  Ki=1,5x10""M
Ti%: Ser Phe Asn Arg Val lle Thr Val Ki=1,0x10% M
Ti®: Glu Ki = 2,0x10"°M

Todas as 3 isoformas séo codificadas por uma série alélica, e possuem
181 residuos de aminoécidos e o mesmo sitio de ligaco para tripsina. Ti difere
de Ti° em apenas um residuo de aminoéacido na posicdo 55, onde ocorre a
mudanca de glicina para &cido glutamico, enquanto, Ti, possui 0 residuo de
glicina na posicd 55, mas difere de Ti, em outras oito posicoes
(KRISHNAN, 2001).

O produto do gene de KTI 3 é responsavel pelo inibidor de tripsina

encontrado em sementes de soja que corresponde ao gene Ti% Os produtos dos
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genes de KTl 1 e KTI 2 contribuem pouco para a atividade total do inibidor de
tripsing, ja que eles ndo possuem Arg-63 e lle-64, aminoacidos requeridos para a
inibicdo da mesma. Ja que sementes de soja contém alta quantidade de KTI, a
maioria da qual é codificada por KTl 3, mutantes no qual o gene KTl 3 ndo &
expresso seria esperado que tivesse baixa atividade global de inibic&o de tripsina
(KRISHNAN, 2001).

KRISHNAN (2001) estudando uma cultura de soja mutante paraKTI (P
196168), verificou que esta acumulou niveis muito baixos de MRNA para KTl 3
guando comparado ao ndo mutante (Amsoy 71), na ordem de 100 vezes maior.
Apesar da reducéo substancial no acimulo de KTi, Pl 196168 ainda apresentou
niveis altos de atividade inibitéria de tripsina. Esta atividade pode ser atribuida a
outros genes de KTI e também inibidores da classe Bowman-Birk.

O inibidor BBI possui 71 residuos de aminoacidos, massa de 7.975
Da e elevado numero de residuos de cisteina, formando de 8 a 9 pontes
dissulfeto por molécula de inibidor. Isto confere ao inibidor estrutura
compacta, bastante resistente a desnaturacdo e a inativacdo tanto térmica

quanto quimica (Figura 2).

Figura2 - Sequiéncialinear aminoacidicado inibidor Bowman-Birk (Kennedy, 1998)
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O BBI inibi estequiometricamente 1 mol de tripsina e 1 mol de
quimiotripisina de maneira independente e simultanea formando um
complexo ternério. Possui dois sitios de ligag&o, um de ligagéo da tripsina
envolvendo os residuos de Lys 16 e Ser 17 e outro centro de ligagéo da
quimiotripisina envolvendo os residuos Leu-43 e Ser-44 (Fig. 3)
(SGARBIERI, 1996).

: .t Trypsin
Chymotrypsin sl Ol S Inhibitory Site
Inhibitory Site NS |

Terminus (AAT1)

Figura 3 - Localizacdo dos sitios inibitérios na estrutura tridimensional do BBI
(KENNEDY,1998)

O BBI € uma proteina bastante pequena com massa molecular de
aproximadamente 8000 Da, no qual existem dois loops de nove residuos de
aminoacidos cada, incluindo duas cisteinas, responsaveis pela atividade inibitoria
de uma ampla variedade de proteases (Figura 4). A presenca destes dois loops
permite a proteina interagir simultaneamente com duas proteases, tripsina e
quimiotripsina. Os loops do sitio reativo, seguindo a nomenclatura de
SCHECHTER E SCHOENBERGER (1989), abrange os sub-sitios P3 a P6' de
uma cisteina aoutra (Figura 2) (SCARPI, 2001).

No BBI, uma seqiiéncia tipica para o loop é Cys-Thr-X-Ser-1le-Pro-Pro-
GIn-Cys, onde o residuo P1 (X) muda dependendo da protease para qua o
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inibidor pode ser ativo. A partir da ligacéo dissulfeto entre os dois residuos de
cysteina, se considerarmos a sequéncia de vérias proteinas BBl na regido P4 -
P7', existem muitas caracteristicas conservadas que sd0 importantes para a
estrutura ou atividade. Em gquase todos os casos existe umatreoninano P2 e uma
serina em P1’; Estes, estéo envolvidos em ligacdes de hidrogénio interna dentro

do loop para criar uma estrutura organizada estavel (SCARPI, 2001).

Figura 4 - Estrutura do BBl mostrando os dois loops em vermelho e em amarelo
as pontes dissulfeto (SCARPI, 2001).

Embora os loops reativos sgjam atamente conservados, BBI podem ser
divididos dentro de 4 grupos (I-1V) dependendo na variacéo nos residuos P1, o
qual confere especificidade primaria e P2'. O PI-lI possui 71 residuos de
aminoacidos (GARIANI, 1999).

As diferentes isoformas possuem diferentes massas moleculares e

acredita-se que sgjam originadas por protedlise apés sintese (TAN-WILSON,
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1988; BRANDON et a, 1988). A sequéncia aminoacidica proxima aos sitios
reativos € bem conservada entre as formas dos inibidores (LIENER, 1994).

I nibidores que ocorrem natural mente possuem os seguintes residuos
em P1: fenilalanina (LJ-quimiotripising); alanina (el astase pancredtica);
Argininaou lisina (Tripsina) (GARIANI, 1999).

GARIANI et al, (1999), em seu estudo sob o efeito da variagéo de P2
nos valores de Ki (constante de inibi¢cdo) e na taxa de hidrdlise, encontraram que
variagdo no residuo P2' leva a mudancas dramaticas nos valores de Ki (constante
de inibic&o) e nataxa de hidrolise dos inibidores peptideos. Este fato confirma a
influéncia significativa do residuo P2' na ligacdo com a enzima. O valor mais
baixo de Ki (constante de inibicdo) foi verificado com P2-lle (residuo mais
freqlente na sequéncia natural de BBI). Os melhores inibidores séo agueles que
possuem aminoacidos apresentando cadeia lateral com residuos aliféticos.
Residuos carregados positivamente (Arg, Lys) sdo tolerados em P2, e tem
relativamente alto Ki. Porém, cadeias laterais carregadas negativamente déo
inibidores fracos, como com P2-Glu que ndo promoveu nenhuma inibigdo
mensuravel. Dois outros peptideos também ndo mostraram nenhuma inibicéo
mensuravel: P2'-Gly (enorme flexibilidade conformaciona) e P2'-Pro (restrita
flexibilidade conformacional) resultando em inibidores inativos. Quanto a
constante de hidrélise verificaram que o peptideo com P2'-lle foi hidrolisado
mais lentamente e o P2'-Trp foi hidrolisado mais rapidamente. Os peptideos que
ndo demonstraram atividade inibitoria (Gly e Glu) para tripsina foram mais

rapidamente hidrolisados. Ja para a Pro nenhuma hidrolise foi verificada.

2.2.1. Efeitos dos inibidor es de proteases sobr e a digestibilidade protéica

A descoberta de inibidores de tripsina na soja levou & hipétese deles
serem 0s responsaveis pelo efeito da reduzida taxa de crescimento de animais
alimentados com soja crua pela diminuicéo da protedlise intestinal. Desde entéo,
varios estudos tém sido dirigidos de forma a verificar quais os efeitos

nutricionais dos inibidores de tripsina da soja e também de outros inibidores de
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proteases de vérias outras especies de plantas sobre os animais. Atualmente, com
0 crescente aumento do uso da soja e seus produtos protéicos na alimentacdo
humana vém se tornando importante avaliar os efeitos fisiol0gicos e nutricionais
daingest&o de preparagbes com soja.

A soja crua contém cerca de 6% de inibidores que atuam sobre as
enzimas proteoliticas a0 nivel do trato gastrointestinal, sobretudo tripsina e
quimiotripising, prejudicando a digestibilidade protéica o que indisponibiliza o
fornecimento de aminoécidos para o0 organismo. Este fato acarretara grandes
prejuizos para 0 anima (WHITAKER,1994). Isto acontece pelo fato dos
inibidores formarem complexo extremamente estavel com as enzimas, sendo
entdo excretados nas fezes, 0 que aumenta a excrecdo de nitrogénio fecal
(BURNS,1987). Assim, perde-se grande quantidade de aminoacidos sulfurados,
importantes do ponto de vista nutricional (HOLM, 1992). Desta maneira, a
incapacidade de utilizacdo desta fonte protéica da soja pelo organismo,
compromete seu uso na alimentagdo. Porém, existem divergéncias quanto a
guantidade de inibidores de tripsina, cuja presenca na soja permite um
crescimento normal de animais (TROMP, 1995).

Varios pesquisadores tém estudado os inibidores de proteases de soja de
forma a conseguir detectar em sua propria estrutura e mecanismo de agdo uma
melhor maneira de inativa-los. KROGDAHL et al. (1981), em seu estudo com
suco gastrico humano, verificaram que o KTl ao passar pelo estbmago sofre
inativagdo pela pepsinaem pH entre 1,5 a 2,0. Apds uma hora de incubagdo com
suco gastrico, 45% da atividade inibitoria do KTI foi perdida. O mesmo néo foi
observado com o BBI. Este foi pouco afetado pela incubagéo, devido a sua
estrutura rigida e compacta of erece a molécula estabilidade a hidrolise pépticae a
desnaturacdo pelo HCI, além de estabilidade térmica. Por estarazdo o BBI e seus
homologos presentes na soja merecem atencdo sob o0 aspecto nutricional. Os
autores concluiram que somente limitada inativagdo dos inibidores € esperada
durante a passagem destes, através do estdmago. A maioria deles podem alcancar
o duodeno e inibir as proteases pancreaticas. Entretanto, € importante destacar

que a medida da atividade inibitoria dos inibidores de proteases varia com a
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variedade de soja e suas condi¢des de colheita, armazenamento e com a espécie
na qua se tem a fonte de proteases (BURNS, 1987). Normalmente, a atividade
inibitoria é medida através de preparacdes enzimaticas de boi e porco, pois 0
suco pancredtico humano € inviavel para ensaios de rotina. Devido a isto,
extrapol acdes dos dados devem ser cuidadosamente avaliadas (HOLM, 1982).

KROGDAHL, et a. (1981), mencionam tambeém, um estudo realizado
por Anderson et al (1980) em gue medindo a atividade de inibidores de proteases
em produtos de soja manufaturados comercialmente constatou atividade
inibitoria de tripsina acima de 30%. Concluindo, portanto que a chance de ingerir
inibidores de proteases esta presente.

BARBOSA (1997), determinando a concentragdo de inibidores em
aguns produtos comercializados derivados de soja, constatou que existem
variagdbes nos niveis de inibicdo de tripsina entre os diferentes produtos,
provavelmente devido a diferencas no processamento e nas guantidades de
inibidores de tripsina presente nas diversas fontes de gréos de soja usados como
matéria prima.

Assim, varios processos tém sido desenvolvidos de modo a se
conseguir o maximo de inativacdo dos inibidores de proteases, sem,
contudo alterar as propriedades funcionais da soja, dentre eles pode-se
citar o processamento térmico, a fermentagdo, o tratamento quimico, o
fracionamento de proteinas e 0 melhoramento genético, porém alguns se

tornam inviaveis economicamente.

2.3. Processamento térmico

O tratamento térmico € um dos métodos mais utilizados para destruir
total ou parcialmente a maioria das substancias antinutricionais presentes na soja,
sobretudo os inibidores de proteases. Embora hoje com o avango da engenharia
genética ja existam variedades com atividade reduzida e até mesmo completa

auséncia dos inibidores e da enzima lipoxigenase.
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OSBORNE E MENDEL (1917) foram os primeiros a relatar que o
tratamento térmico melhora o valor nutricional das proteinas de soja. Desde
entdo, tal tratamento tem sido usado para reduzir os niveis de inibidores de
proteases melhorando a qualidade nutricional dos alimentos. A inativagéo pelo
calor dos inibidores de proteases em sementes de leguminosas tem sido mostrado
ser uma funcéo de uma série de variaveis, incluindo o tamanho das particulas, a
temperatura, 0 conteldo da mistura e a duracdo do tratamento térmico
(HERKELMAN,1992).

O tratamento térmico, além de contribuir para a melhor aceitacdo dos
produtos de soja, aumenta a digestibilidade protéica dos mesmos, parte pela
desnaturac@o da estrutura nativa das proteinas e parte pela destruicdo dos fatores
antinutricionais, aumentando a disponibilidade dos aminoacidos e desta forma
melhorando o valor nutricional da soja(HERKELMAN,1992).

Porém, a intensidade do calor aplicado deve ser controlada, pois o
excesso causa a perda de varios nutrientes, principalmente os aminoacidos
essenciais, diminuindo assim o vaor nutritivo da soja, dém de diminuir a
solubilidade das proteinas (MONTEIRO, 2000).

Durante o processamento dos alimentos, as fontes de proteinas podem
ser tratadas com calor, agentes oxidantes, solventes organicos dentre outros.
Contudo, tais processamentos podem causar a formagdo de fatores
antinutricionais como, compostos de Maillard, formas oxidadas de aminoacidos
sulfurados, D-aminoécidos, ligagOes peptidicas cruzadas entre cadeias (como
lisinoadlanina e lantioninad), resultando em baixa biodisponibilidade dos
aminoacidos e baixa qualidade protéica (SARWAR, 1997).

O calor excessivo dém de levar a destruicdo de alguns aminoacidos,
principalmente lisina, arginina e metionina, pode induzir a formagdo de
complexos entre aminoécidos e carboidratos, tornando-os indisponiveis
biologicamente. A perda da lisina tem sido atribuida a reagdo de Maillard, entre
este aminoacido e um agUcar redutor (CHANG, 1987). O calor também pode
resultar na formacdo de ligacdes peptidicas ndo naturais (isopeptideos) entre o

grupo amino livre da lisina e o grupo carboxil do acido aspartico e do acido
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glutdmico ou com o grupo amida de glutamina ou asparargina. Os aminoacidos
interagindo em tais ligacdes isopeptidicas sdo dificilmente liberados pela
digestdo enzimética. Além disto, se ndo hidrolisavels, a presenca de isopeptideos
pode causar secregdo excessiva das enzimas digestivas. Estudos tém revelado que
0s isopeptideos e outros complexos de aminoécidos resistentes as enzimas
digestivas sGo metabolicamente inertes, e conseqiientemente, se absorvidos séo
principal mente excretados inalterados na urina (MARTY/, 1995).

MARTY et a. (1995) estudando a digestibilidade ileal e perda urinaria
em porcos aimentados com soja processada, verificaram gue os tratamentos
térmicos comercialmente usados para soja poderiam induzir mudancas nos
aminoacidos que afetariam ndo somente sua digestdo, mas tambéem sua utilizagéo
pos-absorcdo. Temperatura ata por longo periodo aumentou o conteldo de
nitrogénio insollvel pela reagdo de Maillard ocasionando uma diminuicdo da
digestibilidade (Mc NIVEN, 2002).

Contudo, a taxa de tratamento térmico que efetivamente destrOi os
fatores antinutricionais sem danificar o valor nutricional da farinha de soja ndo é
bem definida. Por isto, muitos produtos comerciais a base de sojaretém de 5 a
20% da atividade inibitoria de tripsina (HASDAI, 1983).

OSMAN et a. (2002), estudando a inativacdo térmica de diferentes
inibidores de proteases constatou que os inibidores em sua forma purificada
possuem maior estabilidade térmica que os inibidores de tripsina no extrato.
Constata também a alta estabilidade térmica do BBl em comparagéo ao KTI,
devido & presenca, em sua estrutura, de maior quantidade de pontes de enxofre.
Apbs 60 minutos de autoclave (121 °C e 15 psi), em pH neutro, o BBI purificado
apresentou 50% de atividade antitriptica, enquanto que o KTl purificado perdeu-
se quase todo, ou sgja, 96% de sua atividade inibitéria. Devido ao fato do BBI ser
mais estavel que o KTl acredita-se que a atividade residual de inibicdo de
proteases encontrada nos produtos de soja sgja devido ao BBI.

Neste mesmo trabalho, OSMAN et al. (2002), menciona um estudo de
Kapoor e Gupta realizado em 1978 mostrando que autoclavando sementes de

sojaa 100 °C por 30 minutos ou cozinhando sob pressdo por 60 minutos inativa
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completamente a atividade do inibidor, porém ao deixar a semente em agua por 8
horas antes do cozimento, reduz o tempo deste, para 15 minutos.

FRIEDMAN (1984) mencionou que o tratamento da soja com certas
substancias, que induzem mudancas nas pontes dissulfeto, parece contribuir para
a desnaturacdo dos inibidores e aumentar assim, a eficiéncia do tratamento
térmico.

O uso de linhagens de soja isenta de KTIl, como uma alternativa
para eliminar os efeitos indesejaveis dos inibidores de tripsina, tém sido
investigados para possivel substituicdo da soja convencional na
alimentacdo animal. Assim, numerosos processos tém sido propostos de
maneira a determinar sua digestibilidade e com isto verificar sua
qualidade nutricional (RITTER et al.,1987). Por outro lado, estudos com a
soja modificada geneticamente, tém apresentado maior digestibilidade,
porém alguns autores afirmam gue mesmo para a soja isenta de KTl é
necessario a aplicacdo do tratamento térmico para se obter uma melhor
eficiéncia digestiva (HAFERMAN, 1992).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a digestibilidade in vivo e in vitro das proteinas de
linhagens de soja obtidas do Programa de Melhoramento da Soja —
BIOAGRO, que diferem quanto a presenca de KTI e/ou lipoxigenases.
Avaliar se o melhoramento genético afetou a digestibilidade protéica das
linhagens de soja submetidas ou ndo a tratamento térmico, bem como
verificar o efeito deste sobre a atividade dos inibidores de proteases e

sobre a digestibilidade in vivo e in vitro destas linhagens.

3.2 Objetivosespecificos

3.2.1. Determinar as caracteristicas bromatol6gicas das farinhas obtidas das
sementes de linhagens de soja que diferem quanto & presenca e/ou

ausénciade KTI e lipoxigenase;
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3.2.2. Determinar a atividade dos inibidores de proteases nas farinhas
integrais derivadas de sementes das linhagens de soja, através da
atividade de tripisina e quimiotripising, in natura e apos a aplicacéo
do tratamento térmico;

3.2.3. Determinar o indice de urease e comparar com os indices de inibidores

detripsing;

3.2.4. Determinar o grau de digestibilidade protéica in vivo e in vitro das

farinhas integrais de soja ap0os 0 processamento térmico;

3.2.5. Avdliar o efeito do tratamento térmico na digestibilidade das proteinas

destas linhagens;
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratorio de
Enzimologia do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO) e no laboratorio de Nutricdo Experimental do
departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de
Vicosa-MG (UFV).

4.1. Material genético

Neste trabalho foram utilizadas sementes de linhagens de soja (Glycine
max (L.) Merril) obtidos do programa de melhoramento da soja — BIOAGRO,
Com as seguintes caracteristicas genotipicas:

(@ (CAC-1 TN KTI) Linhagens com auséncia completa de LOX e KTI
(LOX "eKTI");

(b) (CAC-1 TN) Linhagens com auséncia completa de LOX e presenca de
KTI (LOX "eKTI");

(c) (CAC-1 KTI") Linhagens com presenca de LOX e auséncia de KTI
(LOX " eKTl )e
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(d) (CAC-1) Linhagens com presenca de LOX e presenca de
KTl (LOX e KTI ¥).

4.2. Obtencéao da farinha de soja integral

A partir de gréos dos quatro genotipos de soja selecionados
foram obtidas as farinhas integrais. Os grdos selecionados apos
serem lavados sofreram um tratamento térmico em calor seco para
facilitar a retirada da casca. O aquecimento dos graos causa uma
ligeira perda de agua do cotilédone, havendo um encolhimento
deste. Com isto, a casca se desprende mais facilmente. A
temperatura deste tratamento térmico foi de 55 °C por 3 minutos,
sendo este, suficiente para eliminar grande parte das cascas. Apos o
tratamento térmico, os gréos foram quebrados em moinho de
martelo, de forma a resultar em pedagos grandes, promovendo,
assim, a separacdo das cascas secas. Esta separacdo foi realizada
usando peneira de abanar para limpar os grdos. As cascas foram
descartadas e os graos em pedacos foram novamente moidos em
moinho de martelo e as farinhas obtidas embaladas em sacos

plasticos e mantidas a - 20 °C.

4.3. Caracterizacdo das farinhas

As farinhas das diferentes linhagens de soja foram
caracterizadas quanto a presenca de KTl e LOX, através de analises
eletroforética e colorimétrica respectivamente, seguindo o0s

procedimentos abaixo.
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4.3.1. Analise eletroforética de KTI

As farinhas foram analisadas quanto a presenca de KTI por eletroforese
em gel de poliacrilamida. Para isso, foram utilizados géis de poliacrilamida
contendo SDS, com base no sistema descontinuo descrito por LAEMMLI (1970).
A separacdo das proteinas foi realizada em um sistema que envolveu dois géis:
(@) O gel de concentragéo contendo 6% de acrilamida-bisacrilamida em tampao
TrissHCI 0,15 M, pH 6,8 e 0,1% de SDS. (b) O gel de separagéo contendo 14%
de acrilamida-bisacrilamida em tampéo Tris-HCI 0,9 M, pH 8,8 e 0,1% de SDS.
A corridafoi realizada a 120 Volts por 4 horas em tampé&o Tris-HCI 0,05 M, pH
8,3, glicina 0,192M, contendo 0,1% SDS. No preparo da amostra foram
utilizados 30 [IL de tampéo (0,18755 M Tris, 30% glicerol, 6,9% SDS pH 6,8),
60 L de sobrenadante, 20 [OL de azul de bromofenol, 20 [OL de [-
mercaptoetanol, que foram fervidos por 3 min. a 100 °C. Em seguida, a amostra
foi homogeneizada e cerca de 35 a 30 [IL foi aplicado no gel para efetuar a

eletroforese.

4.3.2. Deteccao qualitativa de lipoxigenase

A fim de se detectar LOX nas farinhas das diferentes
linhagens de soja, métodos colorimétricos foram utilizados
conforme a descricdo a seguir. Cerca de 10 mg de farinha foram
colocadas em um tubo de ensaio, adicionado 0,5 mL de agua
deionizada e deixada em repouso por 5 min. Separadamente, foi
preparada uma solucéo reagente contendo 25 mL de tampao borato
de sédio 200 mM, pH 9,5, 2 mL de azul de metileno 100 mM, 3 mL
de substrato linoleato de sodio 10 mM e 5 mL de agua deionizada.
Para a detecgcdo da LOX 1 foi adicionado em cada tubo de ensaio,
0,4 mL da solucdo reagente e apo6s 3 minutos foi visualmente

identificada. O descoramento da solucgéo indica presencade LOX 1 e
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a permanéncia da cor azul da solucdo indicaausénciade LOX 1. ParaLOX 3, 10
mg da farinha foi colocada em tubo de ensaio e em seguida adicionado ao tubo
0,5 mL de extrato de soja contendo somente a isoenzima LOX 2. Este, foi obtido
de sementes da linhagem CR 1,3 (sem LOX 2 e 3) por centrifugagdo a 13000 x g
por 15 minutos de extrato contendo 1 mg/mL em agua deionizada. Em seguida,
0,4 mL de solucéo reagente contendo 25 mL de tampé&o fosfato de sodio 200 mM
pH 6,8, 5,0 mL de [-caroteno, 5,0 mL de linoleato de sodio 10 mM e 5,0 mL de
agua deionizada, foi adicionado em cada tubo, contendo a farinha e o extrato com
LOX 2. Apbs 1 minuto de reacdo o descoramento da solucdo indica presenca de
LOX 3 e a permanéncia da cor do b-caroteno da solucdo indica auséncia de
LOX 3.

4.4. Determinacao da composicao centesimal

4.4.1. Determinacédo do teor de proteinas

A determinacéo de proteinas foi realizada em triplicata segundo o
método de KJELDAHL, para a quantificagdo de nitrogénio total, descrito
pela AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS,
1984). Para isto, 80 mg da farinha obtida foram digeridas com H,SO,
concentrado e catalisadores (selénio e sulfato de cobre), formando sulfato
de aménia. Na fase de digest&o, apds obtencdo do material aparentemente
digerido, foi adicionado peréxido de hidrogénio 30%, levando a mistura
ao aguecimento por 60 minutos. Na fase de destilacdo a amoénia liberada
foi recolhida em solucdo de acido borico 4%. O material recolhido foi
titulado com HCI 0,05 M. Para a conversdo do nitrogénio em proteinas foi
utilizado o fator 6,25.
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4.4.2. Determinagao do teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado em triplicata por meio de incineracéo da
amostra, segundo méodo da AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS, 1984). A amostra foi colocada em um cadinho
previamente seco e pesado. Este cadinho foi levado a mufla a uma temperatura
entre 550 °C a 600 °C por aproximadamente 6 horas de forma a ocorrer a
incineragdo da amostra e em seguida pesado as cinzas. O célculo do teor de

cinzasfoi realizado como a seguir:

% Cinzas = %xloo

Onde:
C = peso das cinzas.
A = peso da amostra.

4.4.3. Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade foi estimado através da perda de peso que ocorreu no
produto quando este foi aquecido em condi¢bes nas quais somente a agua €
removida. A determinacéo de umidade foi realizada em triplicata pelo método
gravimétrico segundo AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS,1984). Uma quantidade de amostra de 5 g de farinha de soja foi
pesada e colocada para secar em estufa por 5 horas a uma temperatura de 105°C
até peso constante. Apos secagem a amostra foi retirada da estufa e colocada em
dessecador para esfriar, sendo posteriormente pesada. O calculo do teor de

umidade foi realizado pela diferenca de peso da amostra antes e depois de seca.
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% de umidade = %xloo

2

Onde:
P, = peso da amostra Umida.
P, = peso da amostra seca.

4.4.4. Determinacédo do teor de lipidios

A determinagéo de lipidios foi realizada segundo o método da
AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS,1984), com modificagbes. Uma amostra de 15 gramas de
farinha de soja foi colocada em um cartucho de papel de filtro. Este
cartucho foi colocado em um extrator Soxlet, conectado a um baldo
previamente seco e pesado, contendo em torno de 200 mL de éter de
petréleo. Todo o conjunto foi colocado em uma chapa aquecedora
conectada a um sistema de refrigeracdo. Apos 16 horas a chapa foi
desligada e o solvente recuperado sendo o balédo colocado para secar em
estufa a 105° C por um periodo de 5 horas. Apos resfriar, o baldo foi
novamente pesado, e a determinacéo da porcentagem de lipidios calculada

da seguinte forma.

% de umidade = % x100

2

Onde:
P, = peso do bal&o apds extracdo e secagem.
P, = peso do baléo vazio.
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4.4.5. Determinacéo do teor de carboidratos

A determinagdo de carboidratos foi realizada por diferenca em
relacdo aos demais componentes. Sendo subtraido de 100 a soma dos

teores de lipidios, proteinas, umidade e cinzas.

4.4.6. Determinagao do teor de minerais

A determinagdo do teor de minerais foi realizada de acordo com o
método de FICK et a. (1980). Para 1,0 g da farinha de soja foram adicionados 10
mL de soluc&o nitroperclérica na razéo 3: 1(v/v). As amostras foram colocadas
em bloco digestor com aquecimento e exaustdo, sendo mantidas nesta condicdo
até a formagéo de uma solucdo limpida, sem coloragéo amarela. Apods a digestéo
o material foi transferido para balGes volumétricos de 25 mL e o volume
completado com agua deionizada.

As leituras das absorbancias dos minerais Fe, Ca, Mn, Mg, Cu, Zn
e P foram realizadas em espectrofotbmetro de absorcédo atbmica. A
concentragéo dos elementos foi calculada utilizando-se uma curva padr&o

com concentracdo conhecida para cada elemento analisado.

4.5. Tratamento térmico

A farinha de soja obtida foi tratada termicamente segundo o método
aplicado por HERKELMAN et al. (1992) com algumas modificagbes. As
farinhas foram autoclavadas a temperatura de 120°C por 9, 12, 15 e 18 minutos.

As amostras foram introduzidas na autoclave e o tempo de
aquecimento iniciou, quando o interior da mesma atingiu 120°C. Ao
atingir o tempo definido, a autoclave foi desligada, as amostras deixadas
esfriar a temperatura ambiente e armazenadas em sacos plasticos e

mantidas a —20°C.
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4.6. Determinacgao da atividade dos inibidores de proteases

A determinago da atividade dos inibidores de proteases nas sementes de
soja moidas foi realizada antes e ap0s a aplicacdo do tratamento térmico. Para

isto, determinou-se a atividade de tripsina e quimotripsina nos extratos.
Reagentes

Tripsina pancredtica bovina (tipo 111) e o substrato sintético n-benzoil-
D,L-arginina-[J-nitroanilida (D,L-BApNA) foram obtidos da Sigma Chemical
Co. Solugdes estoque de tripsina foram preparadas em HCl 102 M e armazenadas
a —20 °C. Durante a realizacdo da atividade a enzima foi mantida em banho de
gelo.

Solucéo estoque de D,L-BApNA 60 mM foi preparada a partir de 130,47
mg de substrato em 5 mL de dimetilsulfoxido e armazenada a —20 °C. A
concentracéo da solugédo utilizada nos experimentos foi 1,2 mM, sendo preparada
apartir de 200 [JL do estoque diluidos em 10 mL de tamp&o Tris-HCI 0,1 M, pH
8,2 contendo CaCl, 20 mM. A solucéo deve ser preparada na hora do uso
mantendo-se estavel por cercade 2 horas.

Quimiotripisina bovina (tipo 1) e n-benzoil-L-tirosina-CI-nitroanilida (L-
BTpNA) foram obtidos da Sigma Chemical Co. A solugdes de quimiotripisina
foram preparadas em HCl 10° M e armazenadas a —20 °C. Durante a realizacdo
da atividade a enzima foi mantida em banho de gelo.

Estoque de L-BTpNA 6 mM foi preparado a partir de 12,16 mg de
substrato dissolvido em 5 mL de dimitilsulfoxido e armazenado a —20 ‘C. A
concentracdo da solucéo utilizada nos experimentos foi 0,12 mM, sendo
preparada a partir de 200 L do estoque diluidos em 10 mL de tampéo Tris-HCI
0,1 M, pH 8,2 contendo 5% (v/v) de dimetilformamida. A solucdo deve ser

preparada na hora do uso mantendo estavel por cerca de 2 horas.
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Extracao dosinibidores

Foi utilizado o método descrito por BRANDON et al. (1988) e
adaptado por BARBOSA (1997). A 100 mg da amostra foram adicionados
15 mL de tampéo Tris-HCIl 0,1M, pH 8,2 contendo CaCl, 20 mM. Esta
suspensdo foi agitada por 3 horas a temperatura ambiente. Apds este
periodo, a suspenséo foi centrifugada a 35600 x g por 20 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para a determinacéo da atividade das enzimas

tripisina e quimotripsina.

4.6.1. Determinacgéo da atividade de tripsina

A determinagéo da atividade de tripsina foi realizada, na presenca e
auséncia de inibidores, através do método descrito por ERLANGER et al. (1961).
Foram adicionados 400C1L de tamp&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo CaCl, 20
mM, 5000L da solugéo de tripisina e 150C]L do extrato em um tubo de ensaio.
Essa mistura foi agitada lentamente e deixada a temperatura ambiente por 5
minutos. Os controles da atividade da enzima foram preparados substituindo-se o
extrato por tampdo TrissHCl e o branco preparado adicionando acido acético
antes de adicionar D-L-BApNA. Ap0Os 5 minutos, 500C]L dessa mistura foram
retirados e transferidos para outro tubo de ensaio contendo 500C]L de tampéo
TrissHCI 0,1 M, pH 8,2 com CaCl, 20 mM e 5000]L da solucéo D,L-BApNA.
Esta mistura foi agitada e deixada a temperatura ambiente por 5 minutos. Logo
em seguida, a reacdo foi interrompida com adicdo de 300L]L de &acido acético
60% (V/v).

A absorvancia da solucdo foi medida em espectrofotébmetro a 410 nm. A
andlise foi efetuada em triplicata. Os resultados foram convertidos em mg de

tripisina purainibida por grama de proteina, por meio da equacao:

A" B

mg de tripisinainibida/g de proteina= ———
J P g P C 1000 P
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Onde:

A = absorvancia do controle enzimético (410 nm) menos absorbancia da

solugdo contendo extrato protéico (410 nm).
B = fator de diluicdo da amostra.

C = fator de tripisina. Esse fator corresponde a absorbancia em 410 nm
do produto da atuacéo de 1[1g de tripsina sob o substrato D,L-BApNA, nas
condi¢Bes do ensaio. Equivale dizer que 1L de tripsina pura da uma leitura de
absorbancia de 0,019, nas condigdes do ensaio (KAKADE et al., 1974).

P = concentracdo de proteina em g/g da amostra (quantidade de proteina

determinada nos extratos).

Deter minagéo da concentracao detripsina e quimotripsina em solucao.

A determinacdo das concentracbes de tripsina e quimiotripsina nas
solucdes estoque em HCl 10° M foi realizada através da absorvancia a 280 nm e

calculada por meio das seguintes equacoes.

[Tripsing] = 2;8—80(‘; [Quimotripsing] =
A280, f

24000

Nestas, f € um fator de conversao da absorvancia de 280 nm em
mg/mL, sendo 0,694 para tripsina comercial (DAVIE e NEURATH, 1955)
e 0,490 para quimotripsina também comercial (MELOUN et al., 1966). A
massa molecular da tripsina bovina é 24000 Da, e a massa molecular da
quimotripsina bovina é 25000 Da. Em seguida, as enzimas tiveram suas
concentragbes corrigidas através da titulagdo do centro ativo com p-
nitrofenil-p'-guanidinobenzoato (NPGB), segundo método descrito por
CHASE e SHAW (1967).
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4.6.2. Determinacéo do fator de tripsina (C)

Para determinacdo dos fatores de tripsina e quimotripsina foi utilizada
uma farinha de soja com teor de proteina de 54,11%, submetida ao tratamento

térmico, afim de eliminar osinibidores de proteases.

Solucgéo estoque de tripsinaem HCI 0,001M, Aog = 1,569;

[Tripsina] = 1,569 x 0,694 /24000 = 4,537 x 10°° M;

[Centro ativo] = 75%;

[Tripsinaativa] = 4,537 x 10° x 0,75 = 3,4027 x 10° M;

Solucgéo de incubagdo = 0,05 mL de tripisina ativaem 0,60 mL de solucéo;
[Tripsina] na solucdo de incubagdo = 2,835 x 10° M;

Solucdo de atividade enzimatica = 0,5 ml da solucéo de incubacdo em 1,8 mL de
solucao;

[Tripsina] na solucdo de atividade enzimética= 7,87 x 10" M;

0,001mg de tripsina/24000/1,8 mL = 2,314814 x 10°M e

Fator de tripsina (C) = 2,314814 x 10°® x 0,642 (A410)/ 7,87 x 10'M = |0,01888

4.6.3. Determinacédo da atividade da quimotripsina

A determinacdo da atividade de quimiotripisinafoi realizada na presenca
e auséncia de inibidores, pelo méodo de ERLANGER et al. (1961). Foram
pipetados 40000L de tamp&o TrissHCl 0,1M, pH 8,2, 50]L da solucdo de
guimiotripisina e 1500]L do extrato em um tubo de ensaio. Esta mistura foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Apés 5 minutos, 500C1L dessa
mistura foram retirados e transferidos para outro tubo de ensaio contendo 50001L
de tampéo Tris-HCI 0,1M, pH 8,2 com 5% de dimetilformamida e 500[IL da
solugdo de L-BTpNA. Esta mistura foi agitada rapidamente e deixada a
temperatura ambiente por 5 minutos, em seguida interrompeu-se a reagdo com a
adicdo de 300CIL de é&cido acético 60% (v/v). A absorvancia foi medida em
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espectrofotdmetro a 410nm. Cada amostra foi analisada em triplicata. Os tubos
testes foram preparados substituindo o extrato por tamp&o Tris-HCl e o branco

preparado adicionando &cido acético antes de adicionar L-BTpNA.

Os resultados foram convertidos em mg de quimiotripisina pura
inibida por grama de proteina, por meio da equacao:
A" B

mg de quimiotripisinainibida/g de proteina = © 1000° P

Onde:

A = absorbancia do padréo (410nm) menos absorbancia amostra
(corrigida pela absorbancia do branco da amostra);

B = fator de correcéo da amostra

C =fator de quimiotripisina. Esse fator corresponde a absorbanciaem
410 nm do produto da atuacdo de 1[1g de quimotripisina sob o substrato L -
BTpNA, nas condicdes do ensaio.

P = concentracdo de proteina em g/g da amostra (quantidade de

proteina determinada pelo método semimicro Kjeldahl).

4.6.4. Determinacao da atividade da quimotripsina (C)

Solucgéo estoque de quimiotripisinaem HCI 0,001M, A,gy = 2,346;
[Quimotripsing] = 2,346 x 0,490/25000 = 4,5981 x 10°;

[Centro ativo] = 75%;

[Quimotripsina ativa] = 4,5981 x 10° x 0,75 = 3,4486 x 10°M;

Solucgéo de incubagdo = 0,05mL de quimotripsina ativa em 0,60mL de solucao;
[Quimotripsina] na solucdo de incubacdo = 2,873 x 10° M;

Solucéo de atividade enzimética = 0,5mL da solucéo de incubagdo em 1,8mL de
solucao;

[Quimiotripsina] na solucdo de atividade enzimética= 7,98 x 107 M;

0,001mg de quimiotripisina/25000/1,8mL = 2,222 X 10%M: e

Fator de quimiotripisina (C) = 2,222 x 10°M x 0,1083 (A 40)/ 7,98x 10" M
= 0,00301
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4.7. Teste de urease

Foi pesada 0,29 da amostra e colocada no tubo de ensaio. Em seguida o
tubo foi tampado e acondicionado em banho-mariaa 30° C. A cada 2 minutos foi
adicionado aos tubos 10 mL de uma solucéo tampdo de uréia (159 de uréia
dissolvida em 500 mL de solucdo tamp&o fosfato 0,05 M pH 7,0 e gustou o pH
para 7,0). O branco foi preparado com 0,2g de amostra e 10mL da solucéo
tampéo fosfato 0,05M. Com o tubo fechado a cada 5 minutos eram agitados.
Passados 30 minutos, o contelido dos tubos foi transferido para béquers e o pH
medido em potencidmetro devidamente equilibrado. A determinacdo do pH entre
0s tubos testes e 0 branco foi de no minimo 2 minutos. Entre as determinagdes de
pH o eletrodo foi lavado com solugéo de HCI O,1N para remover uma possivel

camada de proteina aderida a superficie do vidro.

4.8. Determinacao da digestibilidade in vitro

A digestibilidade in vitro foi determinada pelo sistema pepsina-
pancresatina, de acordo com o metodo de SAUNDERS et a. (1973), com agumas
modificagcbes realizadas por PIRES, 2002. Foi utilizada pepsina Sigma
(1:60.000) e pancreatina Sigma (3 x USP). Amostras contendo 250 mg de farinha
de soja previamente liofilizadas foram hidrolisadas com 1,5 mg de pepsinaem 15
mL de tampado KCI-HCI, pH 2,0, a 37 °C por 3 horas, Apos este periodo, o pH foi
elevado pela adicéo do mesmo volume de tampéo fosfato de sodio 0,2 M, pH 8,0,
contendo 8 mg de pancreatina, procedendo-se a hidrélise por 24 horas a 37°C,
sob agitacdo. As amostras foram centrifugadas a 12400 x g por 15 minutos e 0
sobrenadante descartado. O material foi ressuspendido em agua para um volume
de 30 mL e centrifugado novamente por mais duas vezes, sendo descartado o
sobrenadante. O controle do experimento foi preparado apenas com os tampdes

nao contendo as enzimas. A digestibilidade foi calculada como segue:



% digestibilidade = N amostracontrole- N daamostrateste, 100
N total amostra

O nitrogénio das amostras foi determinado pelo método de KJELDAHL,
descrito pela AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTIC, 1984).

4.9. Determinacao da digestibilidade in vivo

A digestibilidade foi realizada a fim de verificar a qualidade protéica das

farinhas de soja integrais, derivadas dos quatro gendtipos para presenca de LOX
e/ou KTI, quando submetidas ao processamento térmico.
O ensaio biolégico foi conduzido durante 14 dias com 36 ratos machos da raca
Wistar, recém desmamados com 23 dias de idade. As dietas experimentais
utilizadas foram baseadas na composicao da dieta AIN-93G indicada para
animais em fase de crescimento.

A composicdo da dieta é mostrada no Quadro 1. Plangjou-se um teor de
9 a 10% de proteina, ajustou-se o teor de Oleo de soja das dietas de farinha de
soja, de acordo com 0s seus teores de lipidios, de forma a promoverem 7% de
lipidios na dieta, pois se utilizou a farinha de soja integral, nenhum adicional de
fibra, pois 0 processo de retirada das cascas ndo foi 100% eficiente, 3,5% de
mistura salina (Quadro 2) e 1% de mistura vitaminica (Quadro 3). Apds o
preparo, determinou-se o teor de proteina de cada dieta, pelo método semimicro
Kjeldhal, com amostras em triplicata (AOAC, 1984). Os animais foram mantidos
nas dietas experimentais durante 14 dias. Neste periodo, determinaram-se
consumo alimentar, ganho de peso, NPR (Razdo Protéica Liquida), PER

(Relagdo da Eficiéncia Protéica), e digestibilidade verdadeira.
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Quadro 1 - Composicao das dietas experimentais utilizadas no experimento com ratos (g/100 g de mistura)

Dietas
Ingredientes

Aprotéica Caseina D1 D2 D3 D4
Casina e 10,74 e e e e
Farinhadesoja e e 21,39 25,46 22,38 23,50
Amido dextrinizado 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2
Sacarose 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja 7.0 7,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Fibra (celulose microcristaling) 5,0 50 e e e e
Mistura salinica 35 35 35 35 35 35
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 59,75 49,01 44,29 47,37 46,25
% de proteina (* ) Nd 8,51 8,43 9,56 8,53 9,25

Fonte: REEVES et a (1993)

D1 - dietade farinha de sojaintegral com KTl e com LOX, processada a 120°C/ 18 min.

D2 - dieta de farinha de sojaintegral com KTI e sem LOX, processada a 120 “C/ 18 min.

D3 - dietade farinha de sojaintegral sem KTI e sem LOX processadaa 120°C/ 12 min.

D4 - dietade farinha de sojaintegral sem KTl e com LOX processadaa 120 °C/ 12 min.

(* ) Valor determinado (AOAC, 1984) Quadro 2 — Mistura salina utilizada nos experimentos com ratos
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Quadro 2 - Mistura de salina utilizada nos experimentos

Saisminerais

o/Kg demistura

Elementos minerais essenciais

Carbonato de célcio anidro (40,04% Ca)
Fosfato de potéssio monobasico (22,76% P; 23,73% K)
Citrato de potassio tri-potéssio (36,16% K)
Cloreto de sodio (39,34% Na; 60,66% Cl)
Sulfato de potéssio (44,87% K; 18,39% S)
Oxido de magnésio (60,32% Mg)

Citrato férrico (16,5% Fe)

Carbonato de zinco (52,14% Zn)
Carbonato de manganés (47,79% Mn)
Carbonato cuprico (57,47% Cu)

lodato de potéssio (59,35% |)

Selenato de sodio anidro (41,79% Se)
Paramolibdato de amoénio (54,34%) Mo)

Elementos minerais potencialmente benéficos

Meta silicato de sodio 9 hidrato (9,88%Si)
Sulfato de cromo e potassio (10,42% Cr)
Cloreto delitio (16,38% Li)

Acido Bérico (17,5% B)

Fluoreto de sodio (45,24% F)

Carbonato de niquel (45% Ni)

Vanadato de amonio (43,55% V)

Sacarose

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

1,45
0,27
0,02
0,08
0,06
0,03
0,01
q.S.p.
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Quadro 3 - Mistura vitaminica utilizada nos experimentos

Vitaminas o/Kg demistura
Acido nicotinico 3,0
Pantotenato de célcio 1,6
Piridoxina HCI (B6) 0,7
TiaminaHCI (B1) 0,6
Riboflavina (B2) 0,6
Acido fdlico 0,2
D-biotina 0,02
Cianocobalamina (B12) 2,5
DL-alfatocoferol acetato (E) 15,0
Retinol palmitato (A) 0,8
Colecalciferol (D) 0,25
Menaguinona (D) 0,075
Sacarose g.s.p.

Os animais foram divididos em grupos de seis, de modo que a média dos
pesos entre 0s grupos ndo excedesse 10 gramas, conforme recomendacdo da AOAC.
(1984). Foram distribuidos em gaiolas individuais, onde receberam agua e alimento
ad libitum, durante o periodo experimental.

Para o calculo da digestibilidade, as dietas foram marcadas com indigo
carmin (100 mg/100 g de dieta) e as fezes coletadas diariamente a partir do 7° até o
14° dia do experimento, sendo acondicionadas em recipientes individuais para cada
rato e mantidas sob refrigeracéo. Apo6s o periodo de coleta, as fezes foram secas em
estufa com circulagéo de ar, a 105 °C durante 24 h. Em seguida foram resfriadas,
pesadas e moidas em multiprocessador para determinacdo do teor de nitrogénio.
Para este fim, foi utilizado o método semimicro Kjedhal com amostras em
triplicatas, segundo AOAC (1984).
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A determinagéo da digestibilidade verdadeira foi possivel pelo emprego de
um grupo de seis animais com dieta aprotéica. O valor da digestibilidade foi

expresso em percentagem, utilizando-se da seguinte formula

_ NI- (NF- NFK),
NI

D 100

Em que:

D = digestibilidade;

NI = nitrogénio ingerido pelo grupo com dieta teste;
NF = nitrogénio fecal do grupo com dietateste; e,
NFK = nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

Determinacéo da qualidade protéica das farinhasintegrais de soja

A qualidade protéica das farinhas integrais foi determinada pelos valores de
NPR (Razéo Protéica Liquida), PER (Relacdo da Eficiéncia Protéicd) e a
digestibilidade verdadeira.

O PER mede o quociente do ganho de peso, em gramas, pela quantidade de
proteina ingerida, também em gramas, de ratos submetidos a uma dieta contendo a
proteina em estudo (SGARBIERI,1996).

ganho de peso(g)
proteina consumida (g)

Caculo: PER =

O NPR constitui apenas uma modificagdo do PER e consiste em somar ao
ganho de peso do grupo que receber a dieta protéica, a perda de peso de um grupo
equivalente que recebeu dieta aprotéica (SGARBIERI, 1996).

ganho de peso (g) + perda de peso do grupo Livrede Nitrogénio (g)
consumo de proteina (g)

Céculo: NPR =
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As farinhas utilizadas nas andlises in vivo foram submetidas ao tratamento
térmico de 120 °C, sendo que o tempo de exposicdo ap calor empregado foi
escolhido segundo a atividade inibitoria de tripsina (Quadro 9). Dessa forma, as
farinhas integrais de linhagens de soja com KTI foram processadas por 18 minutos e
as sem KTI por 12 minutos.

4.10. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Foi utilizado para fins de calculos o programa estatistico SAEG (UFV).
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1. Caracterizacédo dasfarinhas de soja

Na figura 5 sdo apresentados os resultados da eletroforese SDS-
PAGE dos extratos protéicos obtidos das farinhas de soja integrais utilizadas
neste trabalho. Observa-se em cada canaleta a composicdo polipeptidica das
farinhas, que ao ser comparada com um padrdo (Pd) verifica a presenca e/ou
ausénciade KTl e LOX.

A andlise eletroforética foi realizada de maneira a se confirmar a presenca
de KTI €/ou LOX nas farinhas para assim, utilizagdo destas farinhas em analise
posteriores. Assim, através da andlise apresentada na Figura 5, a0 se comparar as
diferentes farinhas com um padréo (Pd) especifico verifica-se que os gendtipos das
farinhas, quanto a presenca de KTl e/ou LOX, sdo confirmados.

Monteiro (2000) através da eletroforese de sementes e das farinhas
das mesmas linhagens de soja constatou que o tratamento térmico (89 °C/5
minutos) aplicado no gréo na retirada da casca para a obtencédo das farinhas,
nado alterou a composicdo polipeptidica das proteinas. E como o

processamento térmico neste trabalho foi menor (55°C/3 minutos)
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concluimos que a composi¢cdo protéica das farinhas ndo difere da

composicao dos graos das quais foram originadas.

FS1 FS2 FS3A FS4A Pd FS3B FS4B

Figura 5-Eletroforese em gel de poliacrilamida (14%)

A partir da esguerda para a direita as amostras nas canaletas podem ser
caracterizadas como:
FS1 - farinhaintegral com KTl e com LOX;
FS2 - farinhaintegral com KTl e sem LOX;
FS3A - farinhaintegra sem KTl e sem LOX de uma primeira amostragem;
FS3B - farinhaintegral sem KTl e sem LOX de uma segunda amostragem;
FSHAA - farinhaintegral sem KTl e com LOX de uma primeira amostragem;
F3AB - farinhaintegral sem KTl e com LOX de uma segunda amostragem;
Pd - Padr&o.

42



5.2. Caracterizacéo da composicao centessmal dasfarinhas

No quadro 4 apresenta-se o resumo da analise fisico-quimica das
farinhas de soja integrais utilizadas neste trabalho. Observa-se que o teor de
proteina variou de 42,49% a 44,07%, lipidios de 23,30% a 25,53%, umidade
de 9,56 a 11,64%, cinzas de 5,86 a 5,95% e carboidratos de 14,65% a
17,33%.

Quadro 4 - Andlise fisico-quimica das farinhas de sojaintegrais

Amostras Proteinas Lipidios Umidade Cinzas  Carboidratos
FS1 4356%AB  23,69%C 9,56%D  5,86%A 17,33%A
FS2 42,49%B  25,30%A 11,64%A 5,95%A 14,65%C
FS3 43,04%AB  24,48%B 11,47%B 5,88%A 15,13%BC
FHA 44,07%A  23,53%C 10,69%C 5,86%A 15,85%B

FS1 = farinhade sojaKTI+ eLOX +

FS2 = farinhade sojaKTI+ e LOX —
FS3 = farinhade sojaKTI- e LOX —
FS4 = farinha de sojaKTI- e LOX+

Os valores mostrados no Quadro 4 caracterizam tratar-se de farinha de soja
integral onde a porcentagens médias de proteinas, lipideos, umidade, cinzas e
carboidratos sdo 43,29%, 24,25%, 10,89%, 5,88% e 15,74% respectivamente. Estes
dados estéo de acordo com os valores médios encontrados por MONTEIRO et al.,
2000.

No Quadro 5 verifica-se a composi¢cao de minerais presentes nas
farinhas de soja integrais. Observa-se que o teor de Fe variou de 4,41 a
5,21mg, Zn de 4,43 a 4,88mg, Mn de 1,99 a 2,29mg, Mg de 223,46 a
235,01mg, Cade 168,01 a 211,29mg e K de 2146,63 a 2280,61mg.
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Quadro 5 - Composic¢ao de minerais das farinhas de sojaintegrais

Amostras Fe Zn Mn Mg Ca K *

FS1 484B 456A 229A 226,77B 168,01C 2280,61 A
FS2 520A 4,/5A 21/B 228,7/4AB 17/481C 2146,63 A
FS3 449C 443A 198C  22346B 211,28 A 224793 A

FSA 440C 488A 212C 23501A 18496 B  2274,72 A

*M édias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

FS1 = farinhade sojaKTI+ e LOX +
FS2 = farinhade sojaKTl+ e LOX —
FS3 = farinhade sojaKTI- e LOX —
F3A = farinhade soja KTI- e LOX+

Nos valores apresentados no Quadro 5 verifica-se, que quanto ao elemento
ferro, a farinha que apresentou maior concentracdo foi a FS2, sendo este valor
diferente estatisticamente da farinha FS1. As farinhas que apresentaram menores
concentragdes de ferro foram a FS3 e a F$4, sendo que estes valores ndo diferiram
entre si ao nivel de 5% de probabilidade. Os valores apresentados foram inferiores
ao encontrado na tabela de composicéo de alimentos (FRANCO, 1997) para farinha
de sojaindustrializada, onde o teor de ferro foi de 9,10 mg/100 g de amostra.

As recomendagdes diérias do elemento ferro na dieta sdo de 11mg/dia para
homens e 18 mg/dia para mulheres (NRC, 2001). Os resultados mostram que em
cada 100g de amostra, as linhagens estudadas sdo capazes de fornecer de 40 a 50%
das necessidades diarias desse mineral para homens e de 24 a 28% para as mulheres
em 100 g de farinha de soja.

Para o elemento zinco, os valores encontrados entre as linhagens néo
deferiram estatisticamente em nivel de 5% de probabilidade. Os valores
encontrados foram superiores ao encontrado na tabela de composicao de
alimentos para o gréo de soja, de 2,9 mg/100g (FRANCO, 1997).

As recomendacdes diarias para 0 zinco sdo de aproximadamente, 10 mg/dia

para uma pessoa adulta (NRC, 2001). Assim, uma dieta contendo 100g de farinha
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de soja integral € capaz de suprir aproximadamente, 44% das necessidades didrias
do organismo humano.

Nos valores encontrados para os teores de manganés verificase que a
farinha FS1 apresentou maior concentracdo deste mineral (2,29mg/100g), sendo
este valor diferente das demais em nivel de 5% de probabilidade. A farinha de soja
que apresentou menor concentracdo de manganés foi a FS3, 1,986mg/100g
diferindo estatisticamente das demais. Contudo, os valores encontrados sao
inferiores ao encontrado na tabela de composicéo de alimentos para 0 gréo de soja,
que é de 2,9 mg/100g (FRANCO, 1997).

As recomendagdes didrias deste mineral, para adultos séo de 1,6 a 2,3
mg/dia (NRC,2001). Portanto, todas as farinhas de soja analisadas so capazes de
suprir tais necessidades, pois os valores encontrados estdo dentro da faixa requerida.

Para 0 magnésio, a farinha que apresentou maior concentragdo deste
elemento foi a FS4, 235,01 mg/100g, ndo diferindo, ao nivel de 5% de
probabilidade da farinha FS2 quando este valor foi de 228,74 mg/100g. Porém, esse
valor diferiu estatisticamente das demais farinhas de soja O menor valor
encontrado para a concentragdo desse mineral foi a farinha FS3, 223,46mg/100g,
sendo que este valor ndo diferiu estatisticamente do valor encontrado para as
farinhas de soja FS1 e FS2. Os valores relatados, neste trabalho, para 0 magnésio
sd0 proximos daquele encontrado na tabela de composi¢éo de alimentos, que € de
241 mg/100g para gréos de soja (FRANCO, 1997).

As recomendactes diérias para este mineral, para idade maior que 19 anos,
s&0 de 320 mg/dia para mulheres e 420 mg/dia para homens. Os resultados mostram
que as farinhas estudadas séo capazes de suprir cerca de 70% das necessidades para
as mulheres e 55% para os homens a cada 100g.

Para o célcio, a farinha que apresentou maior teor deste mineral foi a FS3,
211,28mg/100g, sendo que este valor diferiu estatisticamente das demais farinhas.
A farinha FS1 foi a que apresentou a menor concentracdo deste mineral, 168,01
mg/100g, ndo diferindo estatisticamente da farinha FS2, 174,81mg/100g. Os valores
encontrados sdo préximos ao encontrado na tabela de composicdo de alimentos para
farinhas industrializadas que é de 263 mg/100g (FRANCO, 1997).
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As recomendacOes diérias de calcio, para pessoas de 11 a 24 anos, séo de
1300 mg/dia e para idades maiores que 25 anos 1000 mg/dia. Assim, em cada 100 g
das farinhas de soja analisadas neste trabalho, sdo capazes de suprir cerca de 14%
das necessidades para pessoas na faixa etéria de 11 a 24 anos e cerca de 18% das
necessi dades daquel as pessoas maiores de 25 anos (NRC, 2001).

Para 0 potéssio, os valores encontrados entre as linhagens variaram de
2146,63 mg/100g a 2280,61 mg/100g, sendo que entre as farinhas ndo houve
diferencas ao nivel de 5% de probabilidade. Estes valores sdo considerados bastante
elevados, com relacéo a outras classes de alimentos.

Observa-se que as farinhas de soja integrais estudadas séo capazes de suprir
grande parte das necessidades diarias de minerais da alimentac&o. Isto demonstra
gue a soja, além de ser uma fonte de proteina possui em sua composiCao uma série
de outros nutrientes importantes para compor uma alimentacdo equilibrada. Apesar
de seu consumo ainda ser baixo em comparagéo a outras leguminosas como por
exemplo o feijdo, a soja vem se destacando nas industrias alimenticias no preparo

de uma série de alimentos e também naracéo animal.

5.3. Analise dosfatoresdetripsina e quimotripisina

A determinacdo destes fatores € importante, para a andlise da atividade
inibitéria dos inibidores de proteases presentes na soja. Desta forma para a
determinacéo de tais fatores foram utilizadas as mesmas condicdes empregadas por
KAKADE €t a., 1974 em sua andlise do fator de tripsina. Assim, o produto da
atuacéo de 1ug de tripsina ativa, determinado neste trabalho, sobre o substrato
sintético DL-BApPNA apresentou leitura de absorvancia a 410 nm de 0,01888, sendo
este valor equivalente ao encontrado por KAKADE et a.,1974 que foi de 0,019.

Ja o produto da atuacdo de 1ug de quimotripsina ativa, determinado neste

trabalho, sobre 0 substrato sintético L-BTpNA apresentou leitura de absorvancia a
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410 nm de 0,003. Este fator diferiu daguele encontrado por BARBOSA (1997) que
foi de 0,013.
Os fatores 0,019 e 0,003, encontrados nesse ensaio foram utilizados para a

determinacéo dos inibidores de tripsina e quimiotripisina respectivamente.

5.4. Caracterizacdo das farinhas integrais de soja in natura quanto a presenca
deinibidores de proteases (kti e bbi)

Os teores de inibidores de proteases nas farinhas de soja integrais cruas
foram estimados através da medida da atividade inibitoria da atividade de tripsina e
quimiotripisina na presenca de seus respectivos substratos sintéticos.

No Quadro 6 verifica-se os teores estimados de inibidores de tripsina
expresso em mg de tripsina inibida por grama de proteina, das farinhas de soja

integraisin natura.

Quadro 6 - Atividade inibitoriade tripsina

Amostras mg detripsinainibida/ g de proteina no extrato
FSL (KTI+ e LOX+) 1229,170 A*
FS2 (KTI+ e LOX-) 1302,603 A
FS3 (KTI- e LOX-) 928,724 C
FS4 (KTI- e LOX+) 1128,023 B

TAs médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Conforme resultados apresentados no quadro 6 verificase que extratos
protéicos obtidos das farinhas de soja in natura sem KTI (FS3 e FS4) apresentaram
0s menores valores de inibicdo de tripsina quando comparados aos valores

encontrados nas farinhas das variedades com KTl (FS1 e FS2). Apesar, das
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variedades sem KTI terem apresentado cerca de 11 a 26% de atividade inibitoria de
tripsina menor gue a soja convencional, o nivel destes inibidores na soja sem KTI
foi elevado. Isto pode ser explicado pelo fato da sojaisentade KTI conter o inibidor
BBI expressando alta atividade inibitoria

Os valores estimados de inibidores de proteases variaram de cerca de 900 a
1300 mg de tripsina inibida/g de proteina nas farinhas cruas. Estes valores foram
superiores aos encontrados por MONTEIRO (2000), que analisando os teores de
inibidores de proteases nas mesmas linhagens de farinha de soja, obteve valores
entre 110 a 160 mg de tripsina inibida/g de proteina. Porém, no processo de
obtencdo destas farinhas, por MONTEIRO (2000), as sementes foram processadas a
uma temperatura de 89 °C por 5 minutos para retirada da casca, o que pode ter
contribuido para os baixos valores encontrados, por aquele autor, da atividade
inibitoria de tripsina. A casca do gréo de soja contém grande quantidade de BBI e o
bindmio tempo/temperatura interfere com a porcentagem de retirada das mesmas.
Assim, possivelmente a inibicéo triptica residual elevada encontrada nos resultados
apresentados sgja devido a presenca de uma maior quantidade de BBI, ja que, neste
trabalho, para o processo de retirada da casca 0 binbmio tempo x temperatura
aplicados foi baixo (55°C/3 minutos). Este bindbmio favoreceu a retirada das cascas,
porém parcialmente. O uso de temperaturas elevadas tendem a melhorar o processo
de retirada das cascas. Contudo, neste trabalho optou-se por usar uma temperatura
mais baixa, de forma a obter uma farinha com teor de inibidores ndo alterado pela
temperatura, para assim efetuar a determinagdo da atividade inibitéria dos mesmos e
avaliar o efeito do processamento térmico.

Mesmo nas farinhas isentas de KTI, o conteddo estimado de inibidores foi
elevado, em torno de 1000 mg de tripsina inibida/g de proteina, ao ser comparados
com valores, comumente encontrados para farinhas com KTI. Em seu trabaho
MONTEIRO (2000) obteve para as farinhas isentas de KTI, em média 116 mg de
tripsinainibida/g de proteina.

Segundo SMITH et al. (1980), a presenca de é&cidos graxos livres em
produtos de soja, particularmente os fermentados, podem atuar como potentes

inibidores ndo especificos de tripsina in vitro e interferir com a andlise dos

48



inibidores especificos. O que pode explicar a elevada atividade inibitoria de tripsina
encontrada nas variedades de soja analisadas, devido ao contelido de lipideos da
farinha.

KAKADE et a. (1974), analisando o contetido de inibidores de proteases
em 108 cultivares de soja obtiveram valores no extrato, que variaram de 35 a 123
mg de tripsina inibida/g de proteina. Valores estes, inferiores ao encontrado no
presente trabal ho.

BARBOSA (1997) obteve um valor de 556 mg de tripsina inibida por
grama de proteina em extratos obtidos com Tris-HCI 0,1M, pH 8,2 contendo CaCl,
20 mM de sementes da variedade cristalina, este valor foi significativamente
superior & extragdéo com NaOH 0,01M, pH 9,5 que foi de 350,71 mg de tripsina
inibida/g de proteina. Observou que o Tris-HCI favorece a extracdo de inibidores de
proteases em gréos e em produtos de soja menos elaborados em detrimento a
extracdo de proteinas de reserva de soja. Assim, quanto maior a eficiéncia na
extracdo dos inibidores no gréo maior sera a atividade inibitoria encontrada. Como
fizemos a extragdo utilizando Tris-HCI, o elevado nivel de inibicdo encontrado em
todas as farinhas de soja analisadas neste trabalho, talvez esteja relacionado com o
solvente extrator utilizado.

DIPIETRO e LIENER (1989) analisaram 27 farelos de soja e encontraram
valores de inibicdo de tripsina variando de 5,1 a 151 mg de tripsina inibida/g de
amostra. Os autores atribuiram a esta grande variacdo as diferencas no
processamento dos produtos. Entretanto, ressalta-se que a comparagéo entre dados
referentes ao conteldo de inibidores, ndo € tdo exata por se tratar de produtos
resultantes de matérias-primas e processamentos diferentes.

Entre as variedades com KTl (FS1 e FS2) pode-se observar que, a diferenca
na atividade inibitéria, quanto a presenca e/ou auséncia da enzima LOX, nestas
farinhas n&o foi significativa. Contudo, os resultados obtidos para as variedades sem
KTI (FS3 e F$4) diferiram significativamente entre si. Verifica-se que a variedade
com auséncia de LOX (FS3) apresentou uma menor atividade inibitéria para
tripsina indicando que, entre as variedades isentas de KTI, aenzima LOX parece ter

influenciado na menor presenca de KTI.
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CARVALHO et a. (1999) demonstrou em seu estudo, que a enzima LOX
presente no gréo de soja interfere na atividade inibitoria tanto da tripsina quanto da
quimiotripisina. A linhagem CAC-1 (com KTl e LOX) apresentou 368 mg de
tripsina inibida/g de proteina. Em linhagens com auséncia de LOX, esse vaor
diminui para 201 mg de tripsina inibida/g de proteina. O mesmo foi verificado para
a quimiotripisina. A linhagem CAC-1 (com KTl e LOX) apresentou 178 mg de
quimiotripisina inibida/g de proteina e a linhagem CAC-1 (com KTl e sem LOX)
foi de 82 mg de quimiotripisina inibida/g de proteina. Em outras linhagens de soja
analisadas, valores reduzidos na atividade inibitoria de tripsina e quimiotripisina,
também foram obtidos quando na auséncia da enzima LOX. Contudo, MONTEIRO
et a. (2000) trabalhando com linhagens que diferiram quanto a presenca e/ou
auséncia da LOX em sementes de soja, ndo constatou diferenca estatistica no valor
daatividade inibitériado KTl e BBI quando aLOX foi retirada da semente.

Assim, novos estudos devem ser conduzidos de maneira a se verificar o red
efeito fisiologico da LOX sobre os inibidores de proteases em sementes de soja.

De forma equivalente, os niveis de inibidores de quimiotripisina foram
estimados em extratos das farinhas de sojain natura.

No Quadro 7 verifica-se o teor de inibidores de quimiotripisina expresso em

mg de quimotripsinainibida por grama de proteina do extrato.

Quadro 7 - Atividade inibitéria de quimotripsina em farinhas derivadas de
diferentes linhagens de soja

Amostras mg de quimotripsinainibida/ g de proteina no extrato
FS1 (KTI+eLOX+) 678,17 A’
FS2 (KTI+ e LOX-) 613,58 AB
FS3 (KTI- e LOX-) 436,63 B
FS4 (KTI- e LOX+) 502,81 AB

IMédias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.
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Como pode ser observado pelo Quadro 7, 0 extrato protéico das farinhas
sem KTl e sem LOX foi 0 que apresentou menor atividade inibitéria sobre a
quimotripsing, diferindo estatisticamente somente da variedade com KTl e com
LOX, ou sga, FS1. Entre as variedades com ou sem KTl e/ou com ou sem LOX
nenhuma diferenca estatistica foi verificada.

Todos os valores estimados para inibicéo de quimotripsina foram elevados
guando comparados aos encontrados por MONTEIRO (2000), que para farinhas
sem KTI encontrou um valor de inibicdo de quimotripsina cerca de 10 mg/g de
proteina e para as farinhas com KTl em torno de 19 mg/g de proteina. FRIEDMAN
et al. (1991) encontraram valores de inibicéo para farinha de soja aquecida a 121°C
em autoclave por 10 min, de 4,2mg de quimotripsina inibida/g de proteina. Neste
caso, 0 baixo valor encontrado pode ser explicado pelo binémio tempo X
temperatura aplicado. Os valores encontrados por BRANDON et a. (1991) para
farelos provenientes de linhagens com e sem KTI foram respectivamente, de 144 e
113 unidades de inibidor de quimotripsina/g de proteina. Estes valores sdo baixos
comparados com 0s encontrados neste trabalho. Os valores de inibicdo de
quimotripsina obtidos por BARBOSA (1997) em gréos da variedade Cristalina
foram de 189,67 mg de quimotripsina/g de proteina, para extratos obtidos em Tris-
HCl e de 116,30 mg de quimotripsina/lg de proteina de proteina para extratos
obtidos com hidroxido de sodio. O autor verificou ainda que o tamp&o Tris-HCI foi
mais eficiente na extracdo do inibidor Bowman-Birk (BBI) em gr&os e em produtos
menos processados de soja. O elevado contetido de inibidores de quimotripsina
encontrado nas linhagens analisadas no presente trabalho pode ser explicado pela
grande extrag@o destes, em TrissHCI. A alta atividade inibitoria de quimotripsina
encontrada pode também, ser atribuida a presenca de inibidores néo especificos da
enzima, como fitatos e taninos nos farelos de soja analisados (DOMAGALSKI et
al., 1992).
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5.5. Caracterizacdo das farinhas integrais de soja processadas quanto a
presenca do inibidor detripsina (KTI)

As farinhas obtidas das quadro linhagens de soja foram submetidas ao
tratamento térmico a 120°C com variacdo no tempo de exposicao ao calor de 9, 12,
15 e 18 minutos. Em seguida, estimou-se o teor de inibidor de tripsina nestes
tempos, na presenca de seu substrato especifico.

No Quadro 8 verifica-se os teores estimados de inibidores de tripsina
expresso em mg de tripsina inibida por grama de proteina das farinhas de soja
integrais submetidas ao tratamento térmico com variagdo no tempo de

processamento.

Quadro 8 - Atividade inibitéria de tripsina em farinhas de soja submetidas ao
processamento térmico (mg de tripsinainibida/ g de proteina no extrato)

mg detripsinainibida/g de proteina no extrato

Amostras de acordo com o tempo de tratamento térmico a 120°C
(min)
0 9 12 15 18

FS1(KTI+eLOX+) 122917A' 1901,07A  92,33A  7245A  0,00A
FS2 (KTI+eLOX-) 1302,60A 10832B 82,08A  5853A  0,00A
FS3(KTI-eLOX-)  92872C  464C 0,008 0,00B  0,00A
FS4 (KTI-eLOX+) 1128028  0,00C 0,008 0,00B  0,00A

TAs médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

No quadro 9 verificase elevada reducdo na porcentagem da atividade
inibitoria de tripsina em todas as variedades de soja analisadas, em comparacéo com

as mesmas farinhas em seu estado in natura.
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Quadro 9 - Porcentagem de reducéo da atividade inibitoria de tripsina nos diferentes
tempos de processamento térmico

Amostras Tempo de tratamento térmico a 120 °C (min)

9 12 15 18
FS1 (KTI+eLOX+) 84.45% 92.48% 94.10% 100%
FS2 (KTI+eLOX-) 91.68% 93.69% 95.50% 100%
FS3 (KTI- e LOX-) 99.50% 100% 100% 100%
FS4 (KTI- eLOX+) 100% 100% 100% 100%

Em geral, ainativacéo do inibidor de tripsina pelo calor esta em funcdo do
bindmio tempo x temperatura, o que pode ser observado no presente trabalho, pois a
medida que o tempo de exposi¢cao ao calor aumentou, uma diminuicao da atividade
inibitoria foi verificada. Com o0 aguecimento, a atividade inibitoria reduz
bruscamente nos primeiros minutos e com o aumento do tempo de exposicdo ao
calor aqueda é mais lenta (LEI, 1981).

Segundo alguns autores, os produtos de soja destinados ao consumo
humano devem passar por tratamento térmico suficiente para inativar pelo menos
80% da atividade inibitéria dos inibidores de tripsina (BURNS,1987,
LIENER, 1994). De acordo com os resultados encontrados (Quadro 10), verifica-se,
portanto, que a temperatura de 120 °C foi suficiente para a inativagéo dos inibidores
de tripsina em niveis aceitaveis. Alguns estudos demonstram também que, a
utilizacéo de temperaturas mais baixa necessita de um tempo maior de exposi¢éo ao
calor para se conseguir uma reducdo significativa dos inibidores de proteases na
soja. KAPPOR e GUPTA (1978) mostraram que a 100 °C se consegue uma
completa inativacdo do inibidor de tripsina, porém somente, quando as sementes séo
autoclavadas por 30 minutos ou quando cozidas a vapor por 60 minutos. Contudo,
se as sementes sdo deixadas de molho em &gua por 8 horas antes do cozimento, o

tempo necessario parainativacao dos inibidores reduz para 15 minutos.
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Assim, varios métodos sdo descritos na literatura de forma a se conseguir
um melhor tratamento térmico, quanto aos fatores antinutricionais, sem, contudo,
afetar a qualidade nutricional das proteinas da soja.

No Quadro 8 observa-se que 0 tempo de 9 minutos de autoclave foi
suficiente para a completa inativagéo dos inibidores nas variedades isentas de KTl
(FS3 e F$4). Entre estas, ndo foi verificada diferenca estatistica. Porém, as
variedades com KTI (FS1 e FS2), apesar da grande reducéo na atividade inibitoria
com o0 aumento do tempo de aquecimento, a completa inativacdo dos inibidores so €
conseguida no tempo de 18 minutos de exposi¢do ao calor.

Desta forma, verifica-se que mesmo sendo as variedades de soja isentas de
KTI, a aplicagéo do tratamento térmico torna-se necess&rio para obtencdo de uma
melhor inativacdo dos inibidores, devido possivelmente a inibidores inespecificos e
também ao BBI. Porém, a duragdo do tempo de autoclave ou aguecimento
necessario para minimizar a atividade inibitoria de tripsina foi cerca de 50% a
menos para as farinhas derivadas das linhagens de soja sem KTl (FS3 e F4) que a
farinha de soja obtida da variedade CAC-1(com KTI e com LOX). Alguns dos
efeitos benéficos do aguecimento da soja sem KTl estéo provavel mente associados
com a desnaturacdo das proteinas e a reducéo de outros fatores antinutricionais
como a atividade hemaglutinante (HAFERMANN, 1992).

Apesar da solubilidade protéica ndo ter sido analisada neste trabalho e, visto
sua importancia na qualidade da proteina de soja, € importante mencionar que
FRIEDMAN (1992) constatou gque a solubilidade da proteina da soja convencional
n&o mudou consistentemente, na temperatura de 120°C, com o aumento do tempo
de autoclave de 0 a 18 minutos. E que existiu uma reducdo de 16% na solubilidade
protéica para a soja convencional a 21 minutos comparados com 18 minutos de
autoclave. Portanto, isto indica que, a solubilidade protéica das farinhas de soja
analisadas neste trabalho, ndo foi comprometida, o que é favoravel sob o ponto de
vista qualitativo.

Desta maneira, verifica-se que entre as variedades com KTI, a

medida que aumenta o0 tempo de exposi¢cdo ao calor ocorre uma reducdo
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significativa em sua atividade inibitoria. Porém, para as variedades sem KTI,

0 aumento no tempo de autoclave acima de 9 minutos ndo foi significativo.

5.6. Testede urease

A enzima urease (uréia aminohidrolase) faz parte da constituicéo da soja e
de muitas outras leguminosas, sendo o0 seu teste muito utilizado pelas industrias de
alimentos. Constitui um método barato e rapido de avaliar o teor dos inibidores de
tripsina nos produtos derivados de soja. Este teste € baseado no aumento do pH
devido aliberacdo da amobnia ocasionada pela atividade da urease nos produtos.

O propdsito primario da andlise é determinar se os produtos a base de soja
tém sido suficientemente aquecidos para destruir muitos dos fatores
antinutricionais. O grau de tratamento térmico aplicado na soja é fregiientemente
estimado pela determinagdo da atividade de urease, pois esta enzima e os inibidores
de tripsina sdo destruidos pelo calor a uma taxa similar (HERKELMAN et
al., 1992).

Observa-se nos dados apresentados no Quadro 10 que as farinhas de soja in
natura apresentaram os maiores valores de pH variando entre 1,85 e 2,12. Isto
demonstra uma ata atividade da enzima urease nas farinhas derivadas de soja

guando cruas.

Quadro 10 - indice de urease nas farinhas derivadas das linhagens de soja

Linhagens [0 pH em cada tempo de processamento térmico

0 9 12 15 18
FS1 (KTI+ eLOX+) 1,85 0,225 0,135 0,070 0,025
FS2 (KTI+eLOX-) 2,12 0,200 0,090 0,050 0,025
FS3 (KTI- e LOX-) 1,99 0,195 0,114 0,085 0,025
FSA (KTI- e LOX+) 2,04 0,115 0,100 0,075 0,025
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Os menores valores de pH foram obtidos para as farinhas processadas a
120°C/18 minutos. Verifica-se assim, gue com o0 aumento do tempo de exposi¢éo ao
calor de 120°C ocorreu uma diminuicdo nos valores de pH indicando reducéo da
atividade da enzima urease.

Através da inativagdo da enzima urease pode-se avaliar a intensidade do
tratamento térmico aplicado, sendo que faixa na qual se considera um
processamento adequado varia de 0,05 a 0,20. Assim, indice de urease elevado
(>0,20) indica que o calor aplicado foi insuficiente e indice de urease baixo (<0,05),
indica que o calor foi excessivo. Porém, ndo é interessante para as industrias de
alimentos os produtos sub-processados nem super-processados, pois ambos
ocasionam diminuicdo na qualidade protéica pela reducdo na digestibilidade.
Porém, Noland et a. (1976) citado por HERKELMAN et a. (1992) relatam que
quando porcos foram alimentados com farinha de soja integral autoclavada, com
indice de urease de 0,05 ou 0,03 observou-se uma melhor performance no
crescimento dos animais do que quando foram alimentados com farinha de soja
apresentando atividade de urease de 0,11, 0,02 e 0,01. Baseado neste resultado e nos
niveis propostos do indice de urease verifica-se que o tratamento térmico aplicado
nos tempos propostos neste estudo foi adequado indicado que as farinhas de soja
foram devidamente processada. Sendo que o tempo de 18 minutos de autoclave
apresentou 0 melhor indice de urease.

Ao se correlacionar o0 indice de urease e a atividade dos inibidores de
tripsina encontrados, neste trabalho verificase que as farinhas derivadas de
linhagens de soja com maior teor de inibidores de tripsina apresentam um indice de
urease também elevado, sendo que uma diminui¢do na concentragdo, de ambos €

conseguida com o aumento do tempo de exposi¢cao ao calor atemperatura de 120°C.

5.7. Deter minagdo da qualidade protéica dasfarinhasintegrais de soja

As farinhas utilizadas nas andlises in vivo foram as sem KTI| submetida ao

tratamento térmico de 120°C por 12 minutos e as com KTI de 120°C por 18
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minutos. O tempo de exposicdo ao calor foi escolhido segundo a isencéo da
atividade inibitéria (quadro 8).

5.7.1. Consumo alimentar e ganho de peso

Verifica-se no Quadro 11 a andlise do consumo aimentar e do ganho de
peso dos ratos alimentados com dietas a base de farinhas derivadas de diferentes
linhagens de soja, sendo estes comparados com 0s grupos de rato que receberam

dieta a base de caseina.

Quadro 11 - Consumo aimentar e ganho de peso dos ratos aimentados com
diferentes dietas a base de proteina de soja, nos 14 dias de experimento

Coeficiente de Eficiéncia

Dietas Consumo alimentar* Ganho de peso* Alimentar (CEA)
(9) (9) Ganho de peso/consumo
Caseina 162,81 A 57,50 A 0,35A
D1 106,24 B 23,50B 0,22B
D2 102,38 B 19,00 B 0,18B
D3 110,52 B 21,16 B 0,19B
D4 116,72 B 26,83 B 0,22B

* As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05)
D1- Dieta a base de farinha de sojacom KTl e com LOX processada a 120°C/18 minutos

D2- Dieta a base de farinha de sojacom KTl e sem LOX processada a 120°C/18 minutos

D3- Dieta a base de farinha de sojasem KTl e sem LOX processada a 120° C/12 minutos

D4- Dieta a base de farinha de soja sem KTl e com LOX processada a 120° C/12 minutos

De acordo com os resultados apresentados no Quadro 11, verifica-se que os
ratos alimentados com dietas a base de proteina de soja apresentaram um consumo
alimentar menor, com valores variando de 102,38g a 116,729 o que corresponde a
7,31g/dia a 8,33g/dia, do que aqueles animais alimentados com dieta a base de

caseina, que apresentaram um consumo aimentar de 11,63g/dia e ganho de peso
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4,10g/dia. Assim, o menor ganho de peso, dentro dos grupos que receberam dieta a
base de farinha de soja, variou de 19,0g a 26,83g o que corresponde a 1,35¢g/dia a
1,92¢g/dia.

Observa-se uma reducdo no consumo aimentar e no ganho de peso de
aproximadamente, 33,82% e 39,34% respectivamente, para os grupos de ratos que
receberam dieta a base de proteina de soja, em relacdo agqueles que receberam dieta
a base de caseina. Ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos de ratos
que receberam dietas de soja. Porém, o grupo de animais que receberam dieta livre
de nitrogénio, ou sga, isenta de proteina, tiveram uma reducdo no consumo
alimentar de, em média, 67% em relagcdo ao grupo gue recebeu caseina e 50,76%
em relac@o aos grupos que receberam proteina a base de soja. Em relagdo ao peso
observa-se déficit de, aproximadamente 0,82g/dia para 0 grupo isento de proteina.

HASDAI e LIENER (1983), avaliando o crescimento e a digestibilidade de
hamsters alimentados com soja crua e aquecida, observaram um consumo alimentar
para farinha de soja tostada de 7,66g/dia e um ganho de peso de 1,57g/dia, sendo
gue o consumo aimentar foi equivalente ao encontrado neste trabalho, porém, o
ganho de peso foi superior ao analisado. Para a farinha de soja crua, este autor
obteve um consumo alimentar de 5,5g/dia e um ganho de peso de 0,33g/dia, valores
estes, inferiores ao encontrado para as farinhas de soja analisadas neste trabal ho.

SARWAR (1997), estudando a digestibilidade de varias proteinas contendo
fatores antinutricionais e suplementadas com aminoacidos sulfurados em ratos,
obteve um consumo alimentar para farelo de soja aquecida a 121°C/20 minutos de
160 g (11,42g/dia) e um ganho de peso de 44 g (3,14g/dia). Estes valores foram
superiores aos encontrados neste trabalho para as farinhas de soja agquecidas.

Assim, ao avaliar os coeficientes de eficiéncia alimentar verifica-se que a
dieta a base de caseina apresenta uma maior eficiéncia aimentar que as dietas a
base de farinha de soja. No entanto, os coeficientes de eficiéncia aimentar obtidos
para as farinhas de soja aquecidas, foi em média 0,21.Quando comparados com os
dados apresentados por HASDAI e LIENER (1983) para farinha de soja crua, cujo

coeficiente de eficiéncia aimentar foi de 0,06, constata-se que a farinha de soja,
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quando submetida a0 processamento térmico, apresenta uma maior eficiéncia

alimentar.

5.7.2. Andlisedo NPR e PER

No Quadro 12 verifica-se a qualidade protéica, avaliada pelos dados de
NPR (Razé&o ProtéicaLiquida) e PER (Relacdo da Eficiéncia Protéica).

Quadro 12 - Vaores de NPR e PER das dietas de caseina e das farinhas de soja
determinados em experimentos em ratos

Dietas NPR* RNPR (%)** PER*  RPER** (%)
Caseina 4,96 A 100,00 4,12 A 100,00
D1 4,08 AB 82,14 2,75B 66,84
D2 3,03B 61,14 1,83B 44,54
D3 345B 69,46 221B 53,59
D4 351B 70,80 2,44 B 59,20

* Asmédias, na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
** RNPR = NPR relativo e RPER = PER relativo

D1- Dieta a base de farinha de sojacom KTl e com LOX processada a 120 °C/18 minutos;

D2- Dieta & base de farinha de soja com KTl e sem LOX processada a 120 °C/18 minutos;

D3- Dieta a base de farinha de sojasem KTI e sem LOX processada a 120 °C/12 minutos;

D4- Dieta a base de farinha de sojasem KTl e com LOX processada a 120 °C/12 minutos.

De acordo com os resultados apresentados no Quadro 12, observa-se que
guanto ao NPR, a dieta a base de farinha de soja com KTl e com LOX processada a
120 °C/18 minutos (D1) ndo diferiu estatisticamente da dieta controle a base de
caseina. Isto demonstra a alta qualidade protéica desta farinha para a manutencéo de
pesos de ratos. Porém, o valor de NPR para dieta com caseina foi significativamente
superior aos encontrados para as demais dietas a base de proteinas de soja. E entre
estas, ndo foi verificada diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade.

Os valores de NPR para as dietas a base de proteinas de soja variaram de

3,04 a 4,08, sendo equivalentes aos valores encontrados por SARWAR, 1997, em
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experimento com rato, utilizando-se farinha de soja aquecida a 121 °C/20 minutos
encontraram valores de NPR de 4,00, sendo superior a farinha de soja crua, que foi
de 2,51.

MONTEIRO (2000) encontrou valores de RNPR para farinhas integrais de
soja crua variando de 49,55 a 52,70% em relacdo a caseina, sendo estes valores
inferiores ao encontrado neste trabalho que variaram de 61,14 a 82,14%.

Pelos resultados do Quadro 12 observa-se que, quanto ao PER, houve
diferenca significativa entre os valores obtidos pela dieta com caseina das demais
dietas a base de proteinas de soja, e entre estas, ndo houve diferenca significativa ao
nivel de 5% de probabilidade. Isto demonstra que, a qualidade protéica das dietas a
base de farinhas integrais de soja € inferior a caseina para promogado de crescimento
dos animais, e que ndo ha diferenca, quanto a qualidade protéica, entre as dietas a
base de farinha de soja com KTI processada a 120 °C/18 minutos e a farinha de soja
sem KTI processada a 120 °C/12 minutos.

Pelo Quadro 12, verifica-se ainda que os valores de RPER para as farinhas
integrais processadas variaram de 44,54 a 66,84%. Estes valores foram superiores
aos valores encontrados por MONTEIRO (2000) para farinhas de soja integrais
cruas, cujos valores de RPER variaram de 30,85 a 39,69%. RACKIS et al. (1985)
em experimento com ratos, obtiveram vaor de PER para farinha de soja
desengordurada crua de 47,28%, em relacéo a caseina.

Os valores de PER para dietas a base de farinhas de soja variaram de 1,83 a
2,75, sendo estes vaores inferiores a0 encontrado por SAWAR, 1997 em
experimento com ratos para farelo de soja aquecida a 121 °C/20 minutos, que foi de
3,04. Porém, para o farelo de soja crua, o valor de PER encontrado foi de 1,30,
sendo este, inferior a0 encontrado para soja aguecida. FRIEDMAN e
GUMBMANN (1986) analisando a qualidade nutricional de farinhas de soja,
constataram um aumento do PER de 1,55 para farinha de soja crua para 2,11 para
farinha de soja aguecida, sendo que este Ultimo valor se encontra dentro da faixa
verificada neste trabalho. Assim, constata-se que o tratamento térmico foi capaz de

aumentar significativamente a qualidade protéica de farinhas de soja cruas.
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De acordo com os resultados apresentados no Quadro 12, nota-se que 0s
valores de PER relativo foram inferiores aos valores de NPR relativo, o que
demonstra que a proteina da farinha de soja presta-se melhor para manutencdo do

peso dos ratos do que para promover o crescimento dos mesmos.

5.7.3. Andlise da digestibilidade in vivo

No Quadro 13 verifica-se a anadlise da digestibilidade in vivo das farinhas

derivadas de diferentes linhagens de soja.

Quadro 13 - Vaores de digestibilidade das dietas de caseina e das farinhas de soja
determinados em experimentos com ratos

Dietas Digestibilidade* R Digestibilidade (%)*
Caseina 95,01 A 100,00
D1 83,17B 87,54
D2 82,50 B 86,83
D3 79,02 B 83,17
D4 81,09B 85,35
*As médias, na mesma coluna, seguidas da mesma letra nZo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey

(p<0,05).

** R Digestibilidade = digestibilidade relativa em %

D1- Dieta & base de farinha de soja com KTl e com LOX processada a 120°C/18 minutos
D2- Dieta & base de farinha de sojacom KTl e sem LOX processada a 120°C/18 minutos
D3- Dieta a base de farinha de soja sem KTl e sem LOX processada a 120°C/12 minutos
D4- Dieta a base de farinha de soja sem KTl e com LOX processada a 120°C/12 minutos

A digestibilidade € um condicionante da qualidade protéica dos alimentos,
pois, indica o quanto das proteinas sdo hidrolisadas pelas enzimas digestivas e
absorvidas pelo organismo. Quando certas ligacdes peptidicas ndo sdo hidrolisadas

no processo digestivo, parte da proteina € excretada nas fezes, ou metabolizada
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pelos microrganismos do intestino grosso (SGARBIERI, 1997). Em virtude disto, €
importante que se conheca os valores de digestibilidade protéica de um aimento
para uso posterior na alimentacdo de animais e humanos.

Assim, verifica-se no Quadro 13 que a digestibilidade da dieta a base de
caseina foi superior (95,01) e edtatisticamente diferente, ao nivel de 5% de
probabilidade, das demais dietas, cujos valores variaram de 79,02 a 83,17
correspondendo a 83,17 a 87,54% para digestibilidade relativa. Os valores obtidos
para a digestibilidade das dietas a base de farinhas de soja com KTI processada a
120°C/18 minutos ndo diferiram estatisticamente daqueles obtidos para as dietas a
base de farinhas de sojasem KTl (D1 e D2) processadas a 120 °C/12 minutos (D3 e
D4). Este resultado mostra que provavelmente, as linhagens de soja com KTI
necessitam de um tempo maior de exposicado ao calor, para se conseguir a mesma
digestibilidade das proteinas, que as linhagens de sojaisentas de KTI.

MONTEIRO (2000), avaliando a digestibilidade in vivo de linhagens de
soja, verificou que as dietas a base de farinhas de soja cruas derivadas de linhagens
com auséncia de KTI apresentaram valores de digestibilidade superiores (em média
92,94%) as dietas de farinhas de soja derivadas de linhagens contendo KTl (em
media 88,98%) mostrando que a eliminagdo genética do inibidor de tripsina
“Kunitz” dos gréos de soja promove uma melhoria significativa na digestibilidade
de sua proteina. Porém, os valores de digestibilidade encontrados no presente
trabalho foram inferiores aos encontrados por esse autor. Isto pode estar relacionado
ao BBI, a perda de alguns aminoéacidos, bem como a formagédo de alguns compostos
indisponiveis biologicamente, ambos devido a acéo do calor (FRIEDMAN, 2001).

Os resultados descritos no Quadro 13 mostram uma digestibilidade relativa,
para as dietas a base de farinha de soja, variando de 83,17 a 87,54%, sendo este
valor superior ao encontrado por FRIEMAN e GUMBMANN (1986), que avaliando
a qualidade nutricional de farinha de soja obtiveram para digestibilidade in vivo o
valor de 81,9% para farinha de soja aquecida a 75°C. Ja para a farinha de soja crua
encontraram um valor de digestibilidade de 78,3%. Isto demonstra que atraves do
tratamento térmico se consegue uma melhoria na digestibilidade protéica,

principalmente de produtos de origem vegetal .
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No trabalho realizado por SARWAR et a. (1997), em experimento com
ratos, encontrou-se um valor de digestibilidade parafarelo de soja aguecido de 83,0,
proximo aos valores relatados neste trabalho (Quadro 13) que variaram de 79,02 a
83,17.

HAFERMANN et a. (1992), estudando o efeito do aguecimento sobre a
qualidade nutricional da soja convencional e isenta de KTI em pintinhos,
constataram gue os pintinhos alimentados com dieta a base de soja isenta de KTI
crua apresentavam um crescimento superior aqueles alimentados com dieta a base
de soja com KTI crua. Porém, verificaram que para se conseguir um resultado mais
eficiente no crescimento dos pintinhos, era necessario a aplicacdo de um tratamento
térmico adequado para melhorar a qualidade nutricional de ambos tipos de soja
Assim, constataram que a soja isenta de KTI requer um tempo menor de autoclave

para obter uma digestibilidade maxima em comparacéo a soja convencional .

5.7.4. Digestibilidadein vitro

PIRES (2002), para avaliar a digestibilidade in vitro de diferentes
variedades de feijdo, utilizou no ensaio um sistema digestivo com pepsina na
concentragéo de 3%, por um periodo de 3 horas com posterior adi¢do de pancreatina
a 8%, seguida por hidrélise durante 24 horas. Este sistema foi 0 que apresentou
maior grau de hidrdlise obtendo uma digestibilidade in vitro variando entre 50,01 e
68,82%. Assim, para avaliar o grau de digestibilidade in vitro das farinhas,
derivadas de linhagens de soja, modificadas geneticamente foi empregado 0 mesmo
sistema digestivo utilizado por esse autor.

Observa-se no Quadro 14 que os valores encontrados para a porcentagem
de digestibilidade in vitro variaram de 5,28 a 5,60% para a farinha de soja crua, de
10,54 a 25,32% para a farinha processada a 120°C /9 minutos, de 12,38 a 22,54%
para a farinha processada a 120°C /12 minutos, de 11,55 a 36,43% para a farinha
processada a 120°C /15 minutos e de 18,53 a 29,02 para a farinha processada a
120°C /18 minutos.
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Quadro 14 - Digestibilidade protéica in vitro de farinhas liofilizadas, derivadas de
diferentes linhagens de soja

Amostras Digestibilidade (%) em cada Tempo (min) a 120°C

0 9 12 15 18
FS1 (KTI+eLOX+) 5,38 18,17 12,38 1155 18,53
FS2 (KTI+ e LOX-) 5,60 1054 2254 2362 29,02
FS3 (KTI- e LOX-) 5,28 1236 20,87 3643 24,72
FSA (KTI- e LOX+) 5,42 2532 2220 22,76 24,30

Observa-se pelos resultados apresentados no Quadro 14 que os valores da
digestibilidade in vitro foram muito menores quando comparados com os valores
obtidos da digestibilidade in vivo. Observase ainda, que os vaores da
digestibilidade in vitro, de maneira geral, foram muito baixos quando comparados
com os resultados obtidos por PIRES, 2002 para o feijéo cozido e seco que foi de
50,01 e 68,82%. A farinha derivada da soja isentade KTl e LOX (FS3) processada
a 120 °C/15 minutos foi a que apresentou maior valor para a digestibilidade in vitro
(36,43%). As farinhas cruas foram as que apresentaram menores vaores de
digestibilidade variando de 5,28 a 5,60%. Assim, pode-se constatar que O
tratamento térmico melhorou a digestibilidade das farinhas derivadas de diferentes
linhagens de soja. Isto se deve em parte, a inativagao dos inibidores de proteases e
em parte, a desnaturacdo das proteinas facilitando a atuagdo das enzimas digestivas
(BOONVISUT e WHITAKER, 1976). Contudo, BOONVISUT e WHITAKER
(1976), citam um trabalho de Jaffé (1972) em que relata, que uma variedade de
feijdo vermelho, apesar de n&o conter inibidores de tripsina ou quimotripsina,
possuia somente 71% de digestibilidade in vitro.

Alguns autores trabalhando com a digestibilidade in vitro de feijoes

encontraram valores baixos variando de 13 a 31%, de acordo com a variedade

64



utilizada (DUARTE, 1999, MARQUES e LAJOLO, 1981, citados por
PIRES, 2002).

Esta baixa digestibilidade da soja e de algumas variedades de feij&o pode
ser explicada, em parte, por uma baixa digestibilidade que as moléculas de
globulinas possuem frente as enzimas proteoliticas. A digestibilidade dessas
proteinas pode ser afetada pela sua propria estrutura terciaria, pois sdo bastante
compactadas e possuem uma regido hidrofébica no seu interior, resistente &
protedlise. Além disto, algumas possuem ligacOes dissulfeto que ir&o contribuir
ainda mais, para a estabilizacdo da estrutura terciaria. Assim, as proteinas ndo sao
digeridas de forma satisfatoria sem que a estrutura terciaria sga destruida
(BOONVISUT e WHITAKER, 1976). SEIDL et a., 1969 em estudos de
digestibilidade in vitro relatou que a fragdo globulina isolada de feij&o preto foi
muito resistente a hidrdélise por enzimas proteoliticas.

Pelos resultados analisados verifica-se que o0s vaores da
digestibilidade in vitro foram inferiores aos obtidos da digestibilidade in
vivo, correspondendo a aproximadamente a 43% do valor obtido para os
estudos in vivo. Isto mostra que o método testado para a digestibilidade in
vitro pode néo ter sido téo eficiente para a digestibilidade das proteinas de
soja, quanto foi para as proteinas do feijdo, ndo permitindo uma boa relacdo
com os valores in vivo. A diferenca entre a digestibilidade in vitro e in vivo
existe, pois nos estudos in vivo, para que ocorra a digestibilidade protéica,
0S animais de experimentacdo utilizam um sistema complexo enzimatico
proprio de seu organismo, além da producdo de acidos, sendo todo o
processo controlado por uma série de fatores hormonais de maneira a
alcancar uma digestibilidade protéica satisfatéria, enquanto que, no processo
de digestibilidade in vitro foram utilizadas somente as enzimas pepsina e
pancreatina. Assim, novos estudos s80 necessarios de forma a conseguir um
método que melhor correlacione a digestibilidade in vivo com a in vitro para

produtos derivados da soja.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a qualidade
nutricional de quatro linhagens de soja modificadas geneticamente que diferiam
entre sl quanto a presenca e/ou auséncia do inibidor de tripsina “Kunitz’ e da
enzima lipoxigenase, através da determinacéo da composicao centesimal, dos teores
de mineras, da atividade dos inibidores de tripsina e quimiotripsina, do indice de
urease e do grau de digestibilidade in vitro e in vivo.

Para a obtencéo das farinhas integrais de soja, sementes selecionadas foram
lavadas e submetidas ao tratamento térmico para retirada da casca (55°C/ 5
minutos). Apos o tratamento térmico, os graos foram gquebrados em moinho, para
separacdo das cascas, e abanadas em peneiras. Os gréos parcialmente quebrados
foram finamente moidos e as farinhas obtidas dessa moagem foram embaladas em
sacos plasticos e mantidas a-20° C.

Realizaram-se andlises da composi¢do centesimal, inibidores de tripsina e
quimiotripsina para as farinhas in natura e aguelas submetidas ao tratamento
térmico de 120 °C pelos tempos de 9, 12, 15 e 18 minutos. O teste de urease
também foi aplicado nas farinhas in natura e nas submetidas ao processamento. O

valor nutricional das farinhas foi estimado pelos valores da digestibilidade in vitro e
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também pelos valores de NPR, PER e digestibilidade verdadeira em experimento

com ratos. Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusoes.

- As variagdes genéticas das linhagens ndo afetam os teores de minerais das
farinhas de soja, que foram semelhantes a variedade convencional, com
KTl e LOX.

- Apesar da eliminagdo genética de KTl dos gréos de soja, os valores de
inibicdo de tripsina e quimiotripsina nas farinhas continuam altos. Porém,
as farinhas derivadas de linhagens de soja isentas de KTl apresentaram
uma menor atividade inibitoria de tripsina e quimiotripising, sugerindo a
presenca no grao de soja de outros fatores como os fitatos e polifénois,

além do BBI, que atuam inibindo tripsina e quimiotripsina.

- A atividade inibitéria de tripsina para as farinhas submetidas ao
processamento térmico de 120°C foi reduzida gradualmente com o
aumento do tempo de exposicdo ao calor. Uma completa eliminacdo da
atividade inibitoria de tripsina foi obtida com 18 minutos de autoclave
para as farinhas derivadas das linhagens com KTI e com 9 minutos para as

farinhas derivadas de linhagens isentas de KTI.

- Para o teste de urease analisado para as farinhas de soja, o pH variou de
2,04 a 0,025, sendo que o menor valor foi obtido para as farinhas
processadas a 120°C/18 minutos, indicando que este bindmio tempo x
temperatura foi adequado tanto para inativar os inibidores de tripsina,
guanto para manter a integridade das proteinas presentes na farinha. O uso
de menor bindbmio tempo x temperatura elimina a necessidade de
empregar altas temperaturas para inativar KTIl, o que pode evitar a
insolubilizacdo das proteinas e, conseqientemente, a reducdo da
bi odi sponibilidade de aminoéacidos.

- Com relacdo a avaliacdo da qualidade protéica das farinhas de soja,
verificou-se que os valores de NPR, PER e digestibilidade in vivo foram
inferiores aos da proteina padréo caseina. Porém, entre os grupos que

receberam dieta a base de farinha de soja ndo foi verificada diferenca
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significativa entre as farinhas derivadas de linhagens de soja com KTI
processadas em autoclave pelo tempo de 18 minutos, daquelas derivadas
de linhagens de soja sem KTI processadas no tempo de 12 minutos. Estes
dados confirmam o fato de que gréos de sojaisentos de KTI necessitam de
um menor tempo de exposicdo ao calor, sendo assim, de interesse na
reducdo dos custos de processamento.

- O método testado para a digestibilidade in vitro com utilizac&o de pepsina,
seguida de hidrolise por 3 horas, com posterior adicdo de pancreating,
seguida de hidrdlise por 24 horas, ndo permitiu boa relagdo com os valores
invivo. A correlacdo foi de aproximadamente 43% do valor obtido para os
estudos in vivo sendo necessérios novos estudos de maneira a se conseguir
um método que melhor relacione a digestibilidade in vitro com ain vivo
para possibilitar seu uso nas industrias de alimentos. Apesar disto, os
dados in vitro confirmam a eficiéncia do tratamento térmico na qualidade

protéica das farinhas integrais de soja.

De maneira geral, a presenca e/ou auséncia da enzima LOX néo foi
significativa, porém seu teor reduzido na soja € desejavel, ao paladar, pois
um dos maiores obstaculos do uso da soja como alimento é o

desenvolvimento do flavor “grassy-beany” e seu gosto amargo.
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APENDICE A

Quadro 1A - Resumo da andlise de variancia dos dados de andlise da atividade
inibitoria de tripsina

FV G.L QM
Atividadetripsina F

VARIEDADE 3 78968,76 70,627+

RESIDUO 8 1118,110 F 5%( 3,8) = 2,436

CV =291

F significativo a 5% de probabilidade

Quadro 2A - Resumo da andlise de variancia dos dados de andlise da atividade
inibitoria de tripsina nas farinhas submetidas ao processamento

térmico
FV G.L QM F
VARIEDADE 3 23944,35 130,69
TEMPO 3 11791,04 64,36
VXT 9 4418,600 24,11*
RESIDUO 32 183,2028
C.V =3553

F significativo a 5% de probabilidade
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Quadro 3A - Resumo da andlise de variancia dos dados de andlise da atividade
inibitoria de tripsina

FV G.L QM
Atividade F
guimiotripsina
VARIEDADE 3 35306,97 5,47*
RESIDUO 8 6453,14 F 5%( 3,8) = 2,436
C.V = 14.40

F significativo a 5% de probabilidade

Quadro 4A - Resumo da andlise de variancia dos dados de andlise do teor de
minerais

FV G.L QM

Ca Fe K Mg Mn
Tratamento 3 1083,0930* 04072  116111,22NS  70,8542*  0,0483*

Residuo 6 7,3516 0,0096 3866,502 5,1860 0,0015

* = Significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade
NS = Nao Significativo
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Quadro 5A - Resumo da andlise de variancia dos dados de andlise do consumo
alimentar e ganho de peso dos ratos alimentados com dieta a base de
farinhaintegral derivada de diferentes linhagens de soja

FV G.L QM
Consumo alimentar Ganho de peso
Tratamento 5 7287,032* 2084,267*
Residuo 25 172,8173 58,62667

* = Significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade

Quadro 6A - Resumo da andlise de variancia dos dados de andlise do NPR e PER
dos ratos alimentados com dieta a base de farinha integral derivada de
diferentes linhagens de soja

FV G.L QM
NPR PER
Tratamento 5 17,18546* 10,85836*
Residuo 25 0,5062840 0,4864281

* = Significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade
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Quadro 7A - Resumo da andlise de variancia dos dados de analise da digestibilidade
in vivo dos ratos alimentados com dieta a base de farinha integral
derivada de diferentes linhagens de soja

FV G.L QM

Digestibilidade in vivo
Tratamento 5 7272,046*

Residuo 25 11,32695

* = Significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade
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