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Resumo

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo quimica e funcional da
plasteina produzida a partir de hidrolisado pancreatico de isolado protéico de soja (IPS). O
hidrolisado de IPS foi produzido em um reator de sistema descontinuo, usando-se 5% de
substrato, relagfo enzima/substrato 1/20, durante 6h, a 37°C, sob agitacfo. O grau de hidrélise,
determinado através da solubilidade do nitrogénio em TCA a 10%, foi de 83,7%. A plasteina
foi produzida a partir deste hidrolisado na concentracéo de 40% em solucdo aquosa, pH 7,
durante 24h a 37°C, sob repouso. A produtividade da plasteina, determinada através da
insolubilidade do nitrogénio em TCA a 10%, foi de 65.8%. Na caracterizacdo quimica, fol
verificada a distribuicBio dos pesos moleculares do hidrolisado ¢ da plasteina por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e
cromatografia de exclusdo molecular. A SDS-PAGE nfo permitiu a visualizagdo das bandas
tanto no hidrolisado quanto na plasteina. A cromatografia de exclusio molecular indicou
diferencas na distribuicio do peso molecular do hidrolisado e plasteina. O hidrolisado
apresentou 5 fragdes de PM na faixa de 5,4 a 66,2 kDa ¢ a plasteina com 2 fracSes de PM na
faixa de 9,6 e 38,7 kDa. O escore quimico de aminoacidos essenciais confirmou a presenca
dos aminoacidos sulfurados como limitantes sendo obtido os valores de 93,2 e 96,4% para o
hidrolisado e plasteina, respectivamente. A possivel aplicagdo tecnolégica destes produtos foi
avaliada através das propriedades funcionais. A sclubilidade em &4gua destilada, solugfo
tampéo fosfato 10mM e solucdo de dcido acético 50% (v/v) foi igual e em torno de 86% para o
[PS, 93% para o hidrolisado e 92% para a plasteina. Em solucdo de SDS 0,3M, nfio houve
diferenca significativa, enquanto que em soluciio de TCA 10%, a solubilidade diferiu entre as
amostras, sendo maior no hidrolisado (82,90%), seguido pela plasteina (35,08%) ¢ IPS
(21,43%). A capacidade emulsificante, determinada em 4gua destilada ¢ solucfio de NaCl
0,5M mostrou ser maior no IPS, seguido pela plasteina e hidrolisado. Esta capacidade foi
maior em agua do que em solucdo de NaCl 0,5M, em todos os produtos avaliados. A
modificacdo enzimitica também promoveu um aumento da capacidade espumante, sendo
maior na plasteina (46,6%), quando comparada ao hidrolisado (40,0%) e IPS (13,3%). A

sinérese fol proporcional 2 capacidade espumante, sendo maior na plasteina (36,0%). A

xvil



Resumo

viscosidade diminuiu com o processo de modificacio enzimética e com o aumento das
rotagdes em que foram submetidos. Houve diferenca entre a viscosidade do IPS, hidrolisado €
plasteina, somente quando as amostras foram submetidas 2 rotacdo de 100 rpm (3.9; 4,5 5.2
cP, respectivamente). A partir de 150 rpm, a viscosidade diminuiu e nio diferiram entre si.
Isto demonstrou um comportamento tixotrépico do hidrolisado ¢ plasteina. A osmolalidade do
hidrolisado foi de 328 mOsm/Kg H,O e da plasteina de 342 mOsm/Kg H,O. O grau de sabor
amargo do hidrolisado e plasteina de IPS apresentou os valores médios de 1.8 para o IPS; 3,7
para o hidrolisado e 2,9 para a plasteina, numa escala de 3 pontos, sendo que a menor nota se
refere ao produto menos amargo. A reacfio de sintese de plasteina promoveu um aumento da
capacidade espumante e emulsificante, uma melhora no sabor amargo e valores similares de
solubilidade, osmolalidade e escore quimico de aminoacidos essenciais, quando comparada ao
hidrolisado pancreatico de IPS. Esta reacfio mostrou ser uma alternativa viavel na utilizacdo de
produtos alimentares para diversos fins, e em especial, bebidas com ampla variacdio de pH,

concentragio e condigdes de processamento com rotagfo controlada (100 rpm).

Palavras-chave: plasteina, isolado protéico de soja, propriedade funcional, hidrolise

enzimatica, pancreatina.
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Summary

SUMMARY

The objective of this research was to characterize, both, chemically and functionally,
plastein obtained from a pancreatic hydrolysate of soy protein isolate (SPI). The SPI
hvdrolysate was produced by an enzymatic discontinuous process in a hydrolysis reactor, with
a 5% substrate concentration, an enzyme/substrate ratio of 1/20, and an incubation temperature
of 37°C for 6 hours under constant stirring. The degree of hydrolysis. determined by nitrogen
solubility in 10% TCA, was 83.7%. The plastein was produced from this hydrolysate with a
40% substrate (w/v) at a pH of 7 at 37°C, for 24 hours without stirring. The yield of plastein,
determined through nitrogen insolubility in 10% TCA was 65.8%. The protein profile was
analyzed by gel electrophoresis in polyacrylamide gel, in the presence of sodium dodecyl
sulphate (SDS-PAGE) and by molecular exclusion chromatography. The SDS-PAGE did not
permit the bands visualization. The molecular exclusion chromatography pointed out
differences in the molecular weight (MW) profiles of the hydrolisate and plastein. The SPI
hydrolysate presented 5 zones in the region between 3.4 and 66.2 kDa while plastein presented
2 zones in the MW of 9.6 and 38.7 kDa. The hydrolvsate showed a more homogeneous MW
distribution. The amino acid scoring showed that the limiting amino acids were the sulfur-
containing amino acids, reference values of 93.2 and 96.4% were observed for the hydrolysate
and plastein, respectively. The functional properties of these proteins were evaiuated for
technological applications. The solubility was modified by medium dissolution of protein
sources, being approximately 86% for the SPI, 93% for the hydrolysate and 92% for the
plastein in water, 10 mM sodium phosphate buffer and 50% acetic acid (v/v). In 0,3M SDS
there has been no difference among the SPI, hydrolysate and plastein, whereas that in 10%
TCA the solubility differed in the hydrolysate (82,9%), plastein (35.08%) and SPI (21.43%).
The emulsifying capacity was analysed in water and 0,5M NaCl. It was greater in SPI
followed by hydrolysate and plastein. This capacity was higher in water than in 0,5M NaCl for
all the products analyzed. The enzymatic modification resulted in a higher foam capacity. The
foam capacity of plastein was higher (46.6%) than that of the hydrolysate (40%) and SPI

(13.3%). The syneresis was proportional that the foam capacity and bigger in plastein (36.0%).
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Summary

The viscosity decreased with the enzymatic modification process and with the increase of
rotation used. There has been difference among the SPI, hydrolysate and piastein when
submitted to 100 rpm (3.9; 4.5 and 5.2 cP, respectively). However, from 150 rpm, the
viscosity decreased and no difference was found. This behavior showed that either hydrolvsate
or the plastein of SPI might be considered thixotropic gel. The osmolarities of the hydrolysate
and the plastein were 328 and 342 mOsm/kg HxO, respectively. The taste scores of SPI,
hydrolysate and plastein were 1.8; 3.7 and 2.9, respectively, on a scale of 5 points, The smaller
score refers to the less bitter product. The synthesis reaction of the plastein caused increase of
foam and emulsifying capacity, an improvement in the bitter taste and similar values of
solubility, osmolality and chemical scoring of essential amino acid when compared to SPI
hydrolysate. These results suggest that the plastein reaction is a viable alternative in the use of
food products for several purposes, in special beverages with a large pH range, concentration

and controlled rotation conditions (100 rpm) variation.

Key words: plastein, soy protein isolate, functional properties, enzymatic hydrolysis,

pancreatin.
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Introducio Geral

INTRODUCAO GERAL

O interesse na utilizagdo de proteinas vegetais e seus derivados pela inddstria de
alimentos t&m crescido nos Gitimos anos. A soja ¢ uma importante fonte de proteinas ¢ tem se
destacado neste contexto. Devido s suas qualidades nutricionais e funcionajs, &
disponibilidade no mercado nacional, baixo custo ¢ desenvolvimento de tecnologia apropriada,
0 uso da proteina de soja tem aumentado entre 0s povos ocidentais. O Isolado Protéico de Soja
(IPS) € um dos derivados de soja que tem sido muito empregado em pes.quisas na area de
ciéncia e tecnologia de alimentos. Sua composigfo, propriedades nutricionais e funcionais

depende principalmente do processamento e da variedade do grio.

O IPS tem sido amplamente utilizado como matéria prima para a produciio de
hidrolisado enzimético. A distribuicio do peso molecular de produtos obtidos a partir de
modificagdo enzimatica ird definir sua aplicacio. As propriedades terapéuticas da soja
pesquisadas mais recentemente colocam em evidéncia sua utilizacdo na prevengio de doengas

crénicas como o cancer e aterosclerose.

O IPS pode sofrer modificacdo de natureza quimica, térmica ou enziméatica conforme o
produto desejado. A modificacdo enzimditica de proteinas € realizada por varias razdes
incluindo melhora das caracteristicas nutricionais e funcionais, prevencfio de interagdes
indesejaveis e produgdo de peptideos de baixo peso moiecular utilizados em formulagdes para

nutricio clinica.

Embora a funcdo nutricional das proteinas e sua importéncia para a manutencio da boa
satide fisica ¢ mental sejam amplamente reconhecidas, os conceitos de qualidade nutricional
das proteinas t€m sido largamente discutidos e modificados nos Gltimos anos. A utilizacio de
dietas contendo soja e hidrolisado enzimético como fonte protéica exclusiva tem sido avaliada
por diversos autores e considerada suficiente como tnica fonte de nitrogénio e aminoacidos

essenciais.



Introducio Geral

Durante a produciio de hidrolisado protéico através de enzimas pode ocorrer o
desenvolvimento de peptideos amargos limitando sua aplicacfio. Viarios métodos tém sido
pesquisados com o objetivo de remover este sabor amargo. Entre eles podemos citar a

separac@o seletiva e a reacéio de plasteina,

A reacdo de plasteina pode ser considerada um Processo enzimatico que ocorre de
modo reverso & hidrélise catalisada por proteinases. Operacionalmente, a formacio de
plasteina ¢ definida como a formacio de material insoltvel em solugdo de TCA 10%, etanol
70% ou acetona. Os mecanismos responsavels pela formacdo da plasteina nfo estio
completamente elucidados, sendo considerados a ocorréncia de ligaglio peptidica
(condensagdo e/ou transpeptidacdo), agregacdo ibnica e hidrofébica. Estudos relatados na
literatura sfo controversos principalmente devido 4 falta de padronizagdo na producio e

caracterizag8o da plasteina.

As propriedades da plasteina dependem do grau de degradacfio do hidrolisado, da
natureza do substrato, do tipo de proteinases e das condigdes especificas da reacdio. Estas
condi¢des influem na distribuigdo do peso molecular e composi¢do de aminoacidos, e assim,

nas suas propriedades funcionais e nutricionais,

O presente trabalho teve como objetivo proceder & caracterizagio quimica e funcional
da plasteina produzida a partir de hidrolisado de IPS, utilizando a pancreatina como sistema
enzimatico, visando sua possivel aplicagdo na alimenta¢io humana. Neste contexto, foram
verificados a distribuicio de peso molecular, o escore quimico dos aminodcidos essenciais e as

propriedades funcionais.
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Capitulo 1

1. HISTORICO E DESENVOLVIMENTO DO USO DA SOJA NA ALIMENTACAO.

O interesse na utilizacdo de proteinas vegetals e seus derivados pela indastria de
alimentos tém crescido nos Gltimos anos [100]. A soja é uma importante fonte de proteinas e
tem se destacado neste contexto. Devido as suas qualidades nutricionais e funcionais,
disponibilidade de mercado, baixo custo e desenvolvimento de tecnologia apropriada, o uso da

proteina de soja tem aumentado entre os povos ocidentais [10].

A produc@o da soja no Brasil aumentou muito, principalmente a partir da década de
80, quando houve um incremento na produtividade. De acordo com a Associacfio Brasileira
das Inddstrias de Oleos Vegetais (ABIOVE), do volume total de 422 milhdes de toneladas da
safra 2001/2002, perto de 17,5 milhdes (41.2%) deverfio ser exportadas in natura e 23,7
milhbes (56%) serdio esmagadas internamente. Os principais paises produtores de soja séo:

Estados Unidos, Brasil, Argentina e China, respectivamente [65].

A demanda mundial de soja vem crescendo em torno de 5% ao ano. Esse fato decorre
principalmente do aumento de consumo de fontes de proteina vegetal, principalmente na
Europa e Japdo. E importante ressaltar que o Brasil é um pais com reais possibilidades de
aumento de producfo porque dispde de grandes extensdes de 4reas cultivaveis, especialmente

na regido Centro-Oeste [63].

A soja brasileira, considerada como “soja tropical”, apresenta em sua composi¢cdo uma
média de 21% de 6leo e 42% de proteina no farelo decorrente do esmagamento. A soja de

clima frio (americana, argentina e chinesa) contém 18% de oleo e 38% de proteina [23, 63].

A soja, pertencente & familia Leguminosae e ao género Glycine, ¢ colhida quando seus
grios atingem o conteido maximo de matéria seco, devido principalmente as facilidades de

colheita e de armazenamento dos gréos [13].

E origindria da regido leste da Asia, muito provavelmente da regifio Centro-Sul da
China. As primeiras citacdes sobre a soja nfio sfo precisas, sendo descrito publicagdes no ano

2.838 a.C. e também inscricdes mais antigas, em chinés. A soja foi introduzida na Europa
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provavelmente no final do século XV, apenas como curiosidade nos jardins botanicos da

Inglaterra, Franca e Alemanha [23, 97].

Sua produgdo ficou localizada na China até o final da guerra entre a China e o Jap#o
{1894-95). Em 1904, foi introduzida para cultivo na Rassia. A partir de 1908, a soja grio e
produtos derivados foram enviados 4 Furopa e, entfio, passaram a receber aten¢fo mundial.
Nos EUA as primeiras citagdes de pequenas dreas de cultivo datam do infcio do século XIX. O
primeiro boletim do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) intejramente
dedicado a soja foi publicado por Williams (1899), e versava sobre soja forrageira. A soja foi
utilizada como planta para forragem durante varios anos. Em 1941, a érea cultivada para grios
(2,4 milhdes de hectares) excedeu a 4rea para forragem (2,2 milhdes de hectares) pela primeira
vez. A histdria recente mostra também grande evolugdo da soja em paises como o Brasil,
Argentina, China e India que, juntamente com os Estados Unidos, sdo os maiores produtores

mundiais [23, 97].

A so0ja no Brasil, até meados dos anos 60, nfo tinha a importéncia econdmica da cana-
de-agucar, do algoddo, do milho, do arroz, do café, da laranja e do feijdo. No entanto, a partir
do final dos anos 60, a soja tornou-se economicamente importante ¢ a producfo era
concentrada quase que exclusivamente no Estado do Rio Grande do Sul, com alguns campos
em Santa Catarina e no Parand. Nos anos 80, os Cerrados brasileiros comecgaram a ter

importéncia econdmica como regido produtora [23, 63].

Os fatores mais relevantes que contribuiram para esse cendrio foram: (i) significativo
aumento do prego internacional dos produtos primérios, no inicio dos anos 70; (ii) condigbes
favordveis de comercializacdo internacional da soja brasileira que tem a safra no periodo da
entressafra americano; (iii) possibilidade de importagdo de cultivares de soja do Sul dos
Estados Unidos; (iv) incentivos governamentais a cultura do trigo que utilizava a mesma
estrutura de capital fixo da soja (maquinas e equipamentos), baixando os custos de produgio:
(V) estrutura cooperativista operante tanto na produgio quanto na comercializagio; (vi)
melhora no nivel das tecnologias oferecidas, que possibilitaram o aumento da produtividade

nas regides tradicionais e o aumento da é4rea nas regides dos Cerrados (baixas latitudes); (vii)
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agilidade e interacdo da pesquisa e extensfo, facilitando o acesso as novas tecnologias; (viii}
aumento da capacidade de processamento de soja. A capacidade instalada passou de 1,4
milthdes de toneladas, em 1970, para 21.0 milhdes. em 1980: (ix) rdpide crescimento da
avicultura nacicnal, entre 1965 e 1975; (x) alteragfo da politica econdmica, a partir de 1968
gue influiu na taxa de cdmbio e favoreceu as exportacdes; (xi) grande demanda por proteina

devido a redugio na produgdo mundial de farinha de peixe no inicio dos anos 70 [23].

Em 2002, o Brasil foi o principal exportador de farelo de soja, detendo 32% do
mercado mundial, o que significa uma consideravel exportacdo de proteina. O mercado interno
concentra-se no consumo de éleo e ragfo animal, nfo sendo significativo o consumo direto da

soja na alimentagfo humana [63].

Os principais produtos derivados do processamento da soja incluem: farinha.
concentrado protéico, isolado protéico (IPS) e extrato hidrossoluvel, sendo usados em uma
variedade de alimentos, como ingrediente principal ou como complemento protéico e/cu

funcional.

A Tabela | mostra a composicdo centesimal da soja e de alguns dos seus principais
derivados. Cerca de 60% do peso seco da soja € constituido de Sleo e proteina. Considerando
um teor de agua em tormo de 13%, a soja possui aproximadamente 35% de proteina, 17% de
dleo, 31% de carboidrato e 4,4% de cinzas. Em geral, a soja cultivada possui 8% de casca,

90% de cotilédone e 2% de gérmen [63].

A soja € essencialmente uma fonte de proteinas cujo valor nutricional apresenta bom
balanceamento de aminodcidos essenciais com excecdio da deficiéncia dos aminoacidos
sulfurados (metionina e cistina) e alto teor do aminoacido lisina, que ¢ limitante nos cereais
(Tabela 2). A combinacdo de leguminosas e cereais complementa o balango de aminoacidos
essenciais, obtendo-se uma composicio protéica de boa qualidade. A mistura brasileira de
arroz e feijfio ilustra bem esta aplicacio e deveria ser uma pratica estimulada pelos

profissionais de saude envolvidos na area de alimentacéio e nutrigfo.

~t
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TABELA 1. Composi¢io centesimal da soja e dos principais produtos derivados'.

Alimento Carboidrato’ Lipideo > Proteina’ Fibra® Umidade’ Cinzas’
Soja crua 30,20 19,90 36,50 16,50 10,20 5,00
Soja cozida 9,93 8,98 16,60 6,27 64,10 2,00
Farinha de soja * 20,70 11,70 37,80 1,98 8,00 5,70
Concentrado tr 0,90 71,00° 0,80 9,00 4,00
protéico de soja’
Isolado Protéico de tr 0.70 92,00° 0,30 5,00 4,00
s0ja
Extrato 1,82 1,62 2,76 1,31 74.50 0,80
hidrossoltiivel de
soja
Extrato de soja em 58,80 19,80 14,00 0,70 4,20 5,70
po
Proteina vegetal 30,51 1,24 52,40 Nd’ nd nd
texturizada (PVT)
Tofu (queijo de 0.70 4,20 8,10 0,30 70,90 12,50
soja)
Missd (massa de 28.00 6,08 11,80 3,41 44.40 11,60
soja fermentada)
Shovo (molho de nd nd 6,67 nd 62,80 20,80

s0ja)

' Valores expressos como g/100g do alimento

* PHILIPPI [73]
* IBGE [42]
* SAMRIG [79]

* tr = trago

¥ (N x 6,25) base seca
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TABEILA 2. Composico dos aminoacidos essencials - AAE (g/16gN) presentes nos gréos de
soja. na farinha, no concentrade protéico, no isolado protéico (IPS), na proteina vegetal

texturizada (PVT) e requerimento padrdc da FAQ [25].

AAE Padrio Grio Farinha Concentrado IPS PVT
FAO
Cistina 4.2 1.3 1,6 1.6 1,3 1,5
Isoleucina 472 435 4,7 48 4.9 4.7
Leucina 4.8 7.8 7,9 7.8 7.8 7.8
Lisina 4.2 6.4 6.3 6.3 6.4 6,1
Metionina 2.2 1,3 1.4 1.4 1.3 1,2
Fenilalanina 2.8 4.9 5.3 5.2 5.3 5.0
Treonina 2.8 3,9 3.4 4.2 3.6 4,2
Triptofano 1.4 1,3 1,3 1.5 1.4 11
Tirosina 2.8 3,1 3.8 3,9 473 3,3
Valina 4.2 4.8 5.1 4.9 4.7 4.8

Fonte: WEIGHARTNER [95].

As proteinas podem ser classificadas pela sua solubilidade e pelo seu coeficiente de
sedimentacdo. Quanto 2 solubilidade, as proteinas da soja estfo divididas em albuminas
(soliveis em agua) e globulinas (sollveis em solucdo salina). que se apresentam em maior
proporgdo. O coeficiente de sedimentacfo, usado para identificar proteinas, caracteriza a soja
contendo quatro fracdes designadas como 2, 7, 11 e 158 (8 = unidade de Svedburg). Os
principais componentes da proteina da soja sfio as fragdes 7S (B-amilase, lipoxigenase e 3-

conglicinina) e 11S (glicinina) [33].
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Estas fracSes apresentam diferentes propriedades nutricionais e funcionais. Em geral, a
fracio 11S contém de 3 a 4 vezes mais aminoécidos sulfurados por unidade de proteina que a
75 e possul maior habilidade para formar gel, enquanto a fragiio 7S apresenta melhor

capacidade emulsificante e de estabilidade da emulsio {33].

Estudos com proteinas de soja mostram a relacio entre a estrutura e sua propriedade
funcional. Os estudos sugerem que: a) a instabilidade térmica das subunidades da proteina,
como a glicinina, estd relacionada a habilidade de formar gel termo-induzido; b) a
hidrofobicidade € um fator importante nas propriedades emulsificantes e, ¢) as propriedades de
superficie protéica dependem da estabilidade de conformagio e também influem nas

propriedades emulsificantes [53].

A soja contém de 30 a 35% de carboidratos que no entanto possuem menor valor
econdmiceo que o 6leo. O principal uso destes carboidratos t8m sido como fonte energética na
alimentacdo animal. A soja contém tracos de monossacarideos, quantidades maiores de di- e
oligossacarideos, na faixa de 2,5 a 8,2%. Basicamente, os oligossacarideos da soja sdo
aglicares nao-redutores, contendo frutose, glicose e galactose com 2 ou mais unidades, ligadas

por ligacdes B-fructosidica e a-galactosidica [23].

Entre os carboidratos soltveis, a rafinose e estaquiose recebem mais atencdo por
estarem relacionadas a flatuléncia e desconforto abdominal quando para consumo humano.
Quando consumnidos, os oligossacarideos ndo sio digeridos no duodeno, sendo entdo
metabolizados por microrganismos produzindo gases. Por outro lado, pesquisas recentes tém
mostrado o efeito benéfico destes oligossacarideos, os quais sio denominados de alimentos
prebidticos por permitirem o crescimento de bactérias bifidas e promoverem o equilibrio da
microbiota intestinal. Os carboidratos insoluveis da soja incluem celulose, hemicelulose,
pectina ¢ tragos de amido, que sdo eliminados no processo de obten¢do do isolado protéico
[53, 64].

O dleo presente nos gréos de soja (20%) fornece energia e 4cidos graxos essenciais. Do

total de lipidios da soja, 86% sdo acidos graxos insaturados e, 60% destes sdo constituidos
D d g
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pelos acidos graxos essenciais: oléico, linoléico e linolénico [23]. O dleo de soja refinado
contém no minimo 99% de triglicerideos, eliminando durante o processamento cerca de 2% de
fosfatideos e 0,5% de acidos graxos livres. O dleo de soja € amplamente utilizado na
elaboracdo de diversos produtos alimentares, incluindo saladas, frituras, margarinas,
maioneses e molhos em geral. Considerando que o dleo de soja nfo hidrogenado contém cerca
de 53% de acido linoléico e 8% de acido linolénico, e que o dleo parcialmente hidrogenade
ainda contém cerca de 23% de acido linoléico e 3% de dcido linolénico, este é uma excelente

fonte de 4cidos graxos essenciais [53].

Estudos recentes indicam que os lipideos alimentares tém um papel significante na
patogénese de distirbios cardiovasculares e cancerigenos entre outros. Isto depende do
comprimento da cadeia de carbono e do nimero e posigio geometrica das duplas ligagdes. A
Tabela 3 mostra o resuitado de um estudo realizado em humanos sobre a influéncia do acido

graxo alimentar nos niveis de colesterol sérico.

TABELA 3. Efeitos de diferentes acidos graxos alimentares nos niveis de colesterol sérico

Acido graxo Efeito sobre o colesterol sérico
Saturado

Caprilico (8:0) Nao aumenta ¢ nem diminui
Caprico (10:0) Nio aumenta e nem diminui
Laurico (12:0) Aumenta
Miristico (14:0) Aumenta muito
Palmitico (16:0) Aumenta
Estearico (18:0) Nz aumenta e nem diminui
Monoinsaturado

Oléico (18:1, n-9; cis) Diminu

Elaidico (i8:1, n-9; trans) Aumenta
Polinsaturado

Linoleico (18:2, n-6) ] Diminui
a-Linolénico (18:3, n-3) Diminui

Fonte: LIU [33].
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As propriedades terapéuticas da soja colocam em evidéncia sua “utilizac8o na
prevencdo de doengas crénicas como o cdncer e arteriosclerose. A proteina da soja e o
isoflavondide genisteina sdio os agentes responsaveis por este efeito preventive., Como a
genisteina tem estrutura quimica semelhante ao horménio estrogeno, este composto é chamado
de fitoestrogeno, porém com agéio hormonal mais fraca. Devido a essa agdo, os fitoestrogenos
da soja amenizam os disturbios causados pela menopausa, diminuindo as ondas de calor e a
sudorese, reduzindo os riscos de ataque cardiaco e mantendo a densidade dssea, que previne a

osteoporose [23, 64].

ROBERFROID [75] mostrou que pacientes que consumiram de 17 a 25g de proteina
de soja por dia, tiveram uma reducio média no nivel de colesterol de 9.3%. Os niveis de LDL-
colesterol foram reduzidos em 13%, eénquanto que os niveis do HDL-colesterol nio foram
afetados. Os pacientes com os niveis mais altos de colesterol tiveram, também, as maiores
redugdes. Esse estudo demonstrou que o consumo de 25g de proteina de soja por dia, reduz de

20% a 30% os riscos com doengas coronarias.

A soja ¢ rica em minerais (cerca de 5%), principaimente magnésio, fésforo, ferro e
potassio. Entretanto, nio ¢ boa fonte de calcio e zinco, recomendando-se, portanto, que haja
suplementagio destes dois minerais nos produtos de soja destinados as criangas, que ndo
recebem dieta variada. Quanto ao contetdo vitaminico, a soja € uma boa fonte de vitaminas
hidrossoluveis (tiamina, riboflavina, niacina, acido fdlico e 4cido pantoténico) e lipossoliveis

(B-caroteno e vitamina E) [44].

Entre os fatores antinutricionais presentes na soja 0s mais importantes sio: inibidores
de proteases (Inibidor de tripsina Kunitz e Inibidor de Bowman-Birk), lectinas e fitatos. O
inibidor de Kunitz possui peso molecular (PM) entre 20 e 25 kDa com especificidade ligada a
tripsina, o qual se liga numa relagdo estequiométrica de 1:1. O inibidor de Bowman-Birk
possul PM aproximado de 8 kDa ¢ ¢ capaz de se ligar a uma molécula de tripsina e a outra de

quimotripsina em sitios ativos independentes [3, 39].

O efeito destes inibidores € controverso e estd relacionado i diminuicdo da

digestibilidade protéica, hipertrofia e hiperplasia pancredtica e redugdo do crescimento em
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animais. No entanto, pesquisas recentes tém mostrado a acfio destes inibidores como agentes
anticarcinogénicos, especialmente o inibidor de Bowman-Birk. O Inibidor de Kunitz ¢
termolabil e o Inibidor de Bowman-Birk termoresistente, provavelmente devido a presenca das

ligag@es dissulfeto [3, 39, 53],

O fitato (hexafosfato de inositol) liga-se as proteinas em pH acido formando o
complexo fitato-proteina, reduzindoe sua disponibilidade. O fitato ainda interfere na
biodisponibilidade de microelementos e na formagdo do complexo proteina-fitato-mineral, o
qual esta associado a reducfo da biodisponibilidade de Ca, Zn, Mg e Fe. No entanto, quando a
vitamina C é consumida junto com a soja, a absor¢éo do ferro e zinco ¢ melhorada. Embora o
fitato interfira na absorcdo de calcio, sua absorgdo é equivalente a dos produtos lacteos [53].
Pesquisas recentes relacionadas aos alimentos funciopais tém indicade o fitato como
substincia anticarcinogénica [64] e na redugfio dos niveis de colesterol sérico. Os fitatos néo
sio inativados pelo calor [74] e seu teor varia conforme a variedade da soja entre 1 e 1,5%

[53].

As lectinas, também chamadas de hemaglutininas, sdo proteinas e possuem capacidade
de aglutinar eritrécitos e outros tipos de células. Sdo caracterizadas pelo elevado teor de 4-
hidroxiprolina e estdo associadas & reducfio da absor¢@io do ferro em ratos [52]. Como os
inibidores de tripsina, as lectinas da soja s3o inativadas pelo calor timido, porém sfo
resistentes ao calor seco. Semelhante aos fitatos, pesquisas recentes t€m indicado estes
compostos como benéficos nas doencas cardiovasculares e prevengio do céncer. A analise
risco/beneficio dos fatores antinutricionais e funcionais da soja nfo estdo totalmente
esclarecidos. No entanto, a soja tem sido recomendada para consumo humano como alimento

funcional na prevencio de diversas enfermidades [64].

Apesar das caracteristicas nutritivas e dos efeitos benéficos a sadde humana, a soja ndo
¢ um alimento de grande aceitabilidade e consumo no Brasil. Isto se deve, principalmente, ao
seu sabor, que é exdtico aos habitos alimentares dos brasileiros. Sabe-se que 0s compostos
oriundos da acdo da enzima lipoxigenase (LOX) sdo responsdveis, em parte, pelo sabor

caracteristico da soja. A LOX catalisa a reagdo do é&cido linoléico e outros lipideos
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poliinsaturados em presenca de oxigénio formando hidroperdxidos, os quais sdo clivados em
compostos carbonilas volateis (aldeidos. cetonas e alcool) que s3o os principais responsaveis

pelo flavor da soja e seus derivados [53].

Essa enzima € facilmente inativada através de tratamento térmico. Portanto, guando
$80 preparados alimentos & base de soja, ¢ necessario que sejam observadas algumas técnicas
especials, dentre elas o choque térmico, para se obter produt‘os de melhor sabor. Nos grios de
soja inteiros e mesmo quebrados ou mofdos, quando secos, nio ocorre o desenvolvimento do
sabor desagradavel, porque a enzima lipoxigenase e os lipidios (substrato da enzima)
encontram-se em compartimentos separados. Porém, guando os graos quebrados ou moidos
sdo colocados em d4gua fria, a reacio enzimdtica & ativada, desenvolvendo o sabor
desagradavel. Para evitar o desenvolvimento desse sabor caracterfstico basta adicionar os
gréos inteiros, quebrados ou moidos em 4gua fervente, o que inativa a enzima. Apds esse

tratamento, a soja estd pronta para ser utilizada em qualquer receita tradicional [23].

Programas de melhoramento genético da soja para obtengdo de cultivares com
caracteristicas mais adequadas para a alimentacio humana tém sido desenvolvidos pela
Embrapa, Universidade Federal de Vicosa e Instituto Agronémico de Campinas. Nestes
programas, Os cruzamentos envolvem caracteres tais como: melhor sabor, alto teor de
proteinas, redugo de fatores antinutricionais, tamanho de sementes (grandes e pequenas), cor

do hilo (amarelo), além de rendimento e resisténcia as doencas [10, 23].

Atraves do melhoramento genético, poderdo ser disponibilizados cultivares de soja
com caracteristicas especiais, que permitem uma interacio efetiva com a industria de
alimentos, desenvolvendo novos produtos, reduzindo os custos de processamento, melhorando
a qualidade dos produtos, bem como disponibilizando cultivares para a utilizagdo direta na

alimentag@o humana [23].
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2. ISOLADO PROTEICO DE SOJA (IPS)

O Isolado Prot€ico de Soja (IPS) ¢ tradicionalmente preparado a partir da farinha de
soja desengordurada, resultante da extra¢do de dleo, e geralmente contém no minimo 90% de
proteina (N x 6,25) em base seca. Estes diferem dos concentrados cujo teor de protefnas deve
ser de no minimo 70% e das farinhas que devem apresentar um minimo de 50% de proteinas
[65, 85]. Conforme a Legislagdo Brasileira [6] o Isolado Protéico de Soja deve possuir no

minimo 88,0% de proteina (N x 6,25) em base seca.

Na produgéo do IPS (Figura 1), primeiramente ¢é feita uma extragio em meio aquoso
alcalino a partir da farinha ou flocos desengordurado de soja, com pH abaixo de 9. O extrato
aquoso (contendo a parte protéica) € separado do residuc fibroso (contendo principalmente

carboidratos) por meio de filtra¢io e centrifugacio [85, 97].

Apo6s esta separacdo, o extrato ¢ acidificado até o pH 4,5 (ponto isoelétrico das
principais proteinas da soja) para sua precipitago. Nesta etapa, a solubilidade do precipitado &
minima e a temperatura € mantida abaixo de 60°C. A proteina coagulada é separada, lavada e
concentrada por filtracdo e centrifugacfio, podendo entdio passar por secagem, resultando
finalmente no IPS. O rendimento no processo de obtencdc da IPS é relativamente baixo,
variando entre 30 e 40%, dependendo do contetdo protéico da matéria-prima, do grau de
desnatura¢do que a proteina sofre durante a extracio do dleo, das condi¢des de extraciio e da

eficiéncia dos equipamentos de separagio da proteina coagulada [83, 97).

Durante o processamento do IPS ocorrem: remogéo dos carboidratos soliveis (rafinose
e estaquiose); inativacdo do inibidor de tripsina; remocdio ou diminuiciio de “off-flavors™; e

aumento da digestibilidade das proteinas [85].

A composigdo, propriedade nutricional e funcional do Isolado Protéico de Soja
depende principalmente do processamento e da variedade do grio. Cerca de 90% das proteinas

de soja sdo globulinas. As principais fragdes protéicas da soja possuem peso molecular que

variam de 8 a 600 kDa .
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SOJA {40% proteina - base seca (bs)!.

1) Selecdo

2) Limpeza

3) Descascamento
4) Extracdo solvente

| |

Oleo Farinha Desengordurada (54% proteina bs)

1y Extragdo aquosa

2} Clarificacio

|

Extrato Insolivel Extrato Soluvel

1) Precipitagéo
2) Lavagem

| |

Codgulo de Proteina Isoelétrica (90% proteina bs) Soro

1} Lavagem
2) Neutralizacfo

3) Tratamento Térmico

4) Secagem
Isolado Protéico de Soja (90% proteina bs)

FIGURA 1: Fluxograma para obtengdo do Isolado Protéico de Soja (IPS) [80].
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3. PROPRIEDADES FUNCIONAIS DO ISOLADO PROTEICO DE SOJA

As propriedades funcionais das proteinas estdio relacionadas com suas propriedades
fisicas, quimicas e estruturais. Estas incluem tamanho, conformago, composicio da molécula,
seqiiéncia, carga liquida e distribuicdo de aminocacidos, além da relacdo
hidrofobicidade/hidrofilicidade. Os arranjos relacionados as estruturas secundéria, terciaria e
quaterndria, as ligacBes inter-e intrapeptidica, a flexibilidade/rigidez molecular em resposta as
mudangas das condi¢bes ambientais e a natureza e interacles com outros componentes

também sfo tmportantes {19].

As proteinas t€m duas propriedades importantes que sdo responsaveis por varias
propriedades funcionais: solubilidade ¢ propriedades hidrodindmicas. A solubilidade é
resultante das propriedades de superficie das proteinas assim como a capacidade espumante,
emulsificacdo e capacidade de ligagdo com outros compostos como os flavorizantes. Em
oposi¢do, as propriedades hidrodindmicas sfo afetadas pelo tamanho e conformacio da
proteina e sdc relativamente independentes da composicio e distribuicdio de aminoacidos.

Estas propriedades influem na viscosidade e geleificacio [36].

A solubilidade de uma proteina pede ser matematicamente expressa como a quantidade
de proteina presente na fase liquida em relagio & quantidade total de proteina da fase sélido-
liguido em equilibrio. Tecnicamente, entretanto, a solubilidade protéica é um paradmetro
operacional determinado pela retencdo da proteina em um sobrenadante apds centrifugacio de
uma solugfo por um dado tempo e forga centrifuga. A solubilidade € influenciada pelos fatores
pH, temperatura, forga i6nica, concentracdo de proteina e a presenca de outros componentes

[36].

Diferentes termos sfo usados na literatura para expressar a selubilidade da proteina. O
termo dispersibilidade, comumente usade pela indastria de produtos lacteos, ¢ uma
propriedade que descreve a distribuicéio uniforme de um pd em &gua e € um critério diferente
da solubilidade. O Indice de Dispersibilidade de Nitrogénio (IDP) e a Proteina Dispersivel em

Agua (PDA) sdo dois indices geralmente usados para expressar a dispersibilidade. O Indice de
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Solubilidade de Nitrogénio (ISN) foi originalmente desenvolvido para proteinas de sojae é o
mais utilizado para avaliar a funcionalidade de proteinas em geral. Este indice relaciona o

nitrogénio soltvel (determinado por Kjeldahl) e é expresso em porcentagem.

De acordo com BETSCHART [12], a solubilidade da maioria das proteinas diminui
com o aumento da concentracfio destas, assim como com a aplicacdo de forcas mais intensas
ou centrifugacdes mais longas. A precipitaciio das proteinas pelo calor causa desnaturaciio
nreversivel na maioria dos casos, e isso resulta na diminuicdo da solubilidade e,
conseqlientemente, muitas propriedades funcionais sdo destruidas ou prejudicadas por

fratamentos com calor.

Muitas proteinas absorvem 4gua e aumentam seu volume causando mudancas nas
propriedades hidrodindmicas e o "engrossamento” da substéncia, que se reflete no aumento da
viscosidade. A viscosidade e outras propriedades reologicas usadas para escoamento so
geralmente medidas em dispersdes ou pastas pelo viscosimetro de Brookfield com varios tipos

de cilindros rotatérios (spindles).

O conhecimento das propriedades de escoamento e viscosidade das dispersdes das
proteinas tem importdncia pratica para as seguintes finalidades: projetar o processamento e
processo, desenvolvimento de um novo produto, métodos e testes de controle de qualidade,
entre outros. As propriedades de escoamento sdo influenciadas pelo tamanho e forma da
molécula, solubilidade, capacidade da molécula de aumentar o seu volume. Todos esses
fatores sdo influenciados por condi¢Bes relativas ao ambiente, temperatura, concentragdo, pH,
ioniza¢do e histérico do processamento anterior. A viscosidade pode ser um indice de

mudangas estruturais ocorridas nas proteinas que sofreram alteracdes hidrodinamicas 491

A viscosidade € influenciada pela solubilidade e propriedades de intumescimento das
proteinas. Proteinas altamente soliiveis e incapazes de inchar, possuem baixa viscosidade. As
proteinas com capacidade de intumescimento limitada mostram alta viscosidade em
concentragdes relativamente baixas. Logo, o intumescimento pode ser usado como um indice
de viscosidade. Fatores externos que afetam a estrutura da proteina e as interagdes envolvidas

também influem na viscosidade [49, 58].
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A viscosidade representa a “resisténcia interna” do material, sendo medida como
“resisténcia de escoamento” e expressa em Pascal/segundo (Pas). A viscosidade €
influenciada pela concentracdo do substrato, condicdes de disperséo, forga i6nica e condigdes
de processamento. Os liquidos Newtonianos séo aqueles que seguem ¢ postulade de Newton,

ou seja, a viscosidade ndo varia com o stress ou forga de cisalhamento [36].

A clivagem de poucas ligagdes peptidicas produz hidrolisados protéicos com reducéo
de viscosidade comparada as proteinas intactas [1]. Ao contrario das proteinas, a viscosidade
de solugdes protéicas hidrolisadas, em geral, ndo ¢é afetada pelo calor. A hidrofobicidade
reduzida dos hidrolisados protéicos poderia explicar esta incapacidade em formar géis
induzidos pelo calor, uma vez que a hidrofobicidade das proteinas tem sido relacionado a

formacdo de géis termo-induzidos [57, 58].

Esta propriedade pode ser utilizada na formulagZo de suplementos nutricionais de alto
valor energético ¢ protéico. MAHMOUD [58] avaliou a viscosidade de um suplemento
alimentar contendo nitrogénio a partir da caseina intacta e a sua substituicio progressiva por
caseina hidrolisada. A viscosidade do produto diminuiu em proporgdo logaritmica com a

substitui¢io da caseina pelo hidrolisado.

A geleificagdo é outra propriedade importante e pode ser definida como um fendmeno
de agregaco protéica na qual as forgas atrativas e repulsivas estdo balanceadas e formam uma
rede ou matriz. Se forcas atrativas predominam, um codgulo é formado e a dgua ¢ expelida da
matriz. Se as forcas repulsivas predominam, n3o ha formacfo da rede. A mudanga
conformacional das moléculas de proteinas é um pré-requisito para a agregagdo protéica,
especialmente as proteinas globulares. Neste processo estdo envolvidas as interagdes

hidrofébicas, pontes de hidrogénio, interacdes eletrostéticas e ligagdes dissulfeto [36].

Os géis sfo caracterizados por uma viscosidade relativamente alta, plasticidade e
elasticidade [26]. A habilidade da proteina para formar um gel e proporcionar uma estrutura
matriz para reter agua, sabores, agilicares e ingredientes alimenticios ¢ muito usada na indGstria

de alimentos e no desenvolvimento de novos produtos [48, 49].
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A capacidade emulsificante ¢ uma propriedade dita surfactante, ou seja, esta
relacionada com a capacidade das proteinas em abaixar as tensdes interfaciais entre
componentes hidrofobicos e hidrofilicos em alimentos, e essa fungdo reflete a composicio e
conformagio das proteinas. Uma emulsio ¢ definida como uma dispersdo ou suspensdo de
dots liguidos imisciveis e podem ser do tipo dgua-em-6leo {margarinas ¢ manteiga) ou dleo-

em-agua (leite) {36].

Os termos “estabilizantes” e “emulsificantes” sio freqientemente utilizados como
similares, mas apresentam fun¢des diferentes. Um emulsificante & um componente quimico
simples ou uma mistura que tem a capacidade de promover a formagdo da emulsdo pela acdo
interfacial, enquanto o estabilizador é capaz de conferir estabilidade & emulsio. As proteinas

podem agir como emulsificantes e estabilizadores [36].

Trés diferentes métodos: capacidade emulsificante, estabilidade da emulso e atividade
emulsificante, tém sido usados na investigacio das propriedades emulsificantes das proteinas.
A capacidade emulsificante (CE) é o método mais comumente usado e ¢ definida como o
volume de 6leo (mL) que pode ser emulsionado pela proteina (g), antes da fase de colapso da
emulsdo ocorrer. A estabilidade da emulsio estd baseada na capacidade da proteina formar

uma emulsdo que ndo se altera sob condi¢des especificas [48, 49].

A propriedade espumante também é uma propriedade surfactante, sendo uma
importante propriedade das proteinas que consiste na capacidade das mesmas formarem
espumas estaveis com o ar, propriedade muito usada em produtos alimenticios como mousses,

suflés, merengues, entre outros {36, 48].

As propriedades espumantes sfo medidas como expansdo de espuma e capacidade
espumante, ambas baseadas no volume méximo que a dispersdo de proteinas, cujo volume é
conhecido, € capaz de atingir devido & incorporagdo de ar por métodos de agitacio ou aeracio.
O poder espumante mede o aumento de volume que ocorre com a introducdo de gas em uma
solugdo ou dispersdo de protefnas. Estabilidade de espuma se refere & habilidade da espuma
formada em manter seu volume inalterado pelo maior periodo de tempo possivel, isto

geralmente ¢ determinado medindo-se a quantidade de fluido perdido pela espuma [48, 49].
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As espumas, quando em alimentos, devem ser estaveis e, deste modo, as proteinas
formando espuma devem apresentar um balango critico entre a forga de coesfo necesséria para
formar uma membrana eléstica estavel. Para que a membrana seja formada ¢ importante
reduzir as tensGes superficiais do liquido e formar membranas ao redor do vactelo de ar [48,
49]. Para formar uma espuma eficiente, uma proteina precisa ter uma rapida adsorcZo na

interface do sistema ar-agua [36].

O uso da proteina de soja como um ingrediente funcional tem aplicaco em varios tipos
de alimentos processados. Na Tabela 4 estdo listadas as propriedades funcionais do IPS e os
diversos sistemas alimentares onde pode ser aplicado. WOLF [97] considerou as seguintes
aplicagdes funcionais para o isolado protéice de soja: capacidade emulsificante, estabilizagéo,
absorcio de Oleo, viscosidade, geleificacfio, formacio de espuma, formacfo de filme, adesdo,

coesdo, elasticidade e aeracio.

TABELA 4. Propriedades Funcionais do Isolado Protéico de Soja (IPS) e os sistemas

alimentares aplicados

Propriedades funcionais do IPS Sistemas alimentares

Solubilidade Bebidas

Absor¢o/retencio de agua Produtos carneos, embutidos, pées, bolos

Viscosidade Bebidas, sopas, molhos

Geleificagdo Produtos carneos, embutidos

Emulsificacdo Embutidos, sopas, bolos, branqueadores de café.
bebidas

Aerac#io Coberturas, sobremesas

Coesfo/adesio Produtos  cameos, embutidos, produtos de

panificagdo, massas

Fonte: WOLF [97].
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As diferencas nas matérias primas e no processamento determinam as caracteristicas
finais das IPS. De um modo geral, as propriedades funcionais das proteinas referem-se a
quaisquer propriedades quimica, fisico-quimica ou fisica, que afetem o processamento ou
determinem as fungbes do produto final. As propriedades funcionais refletem a completa
interacdo entre composicdo, estrutura, conformaglo e propriedades fisico-quimicas das
proteinas, bem como a interagdo destas com os outros componentes do alimento, tais como

lipideos, carboidratos e sais minerais [26].

GENOVESE & LAJOLO [33] avaliaram a obtencéio de IPS a partir de trés matérias
primas distintas: gréos de soja normais, quebrados e fungados. Os resultados indicaram a
obtenclo de IPS diferentes quanto a hidrofobicidade de superficie. teor de sulfidrila livre e

total, e na composicdo das subunidades.

MARTINS [60] comparou a producdo de IPS utilizando os pHs 7.0 e 10,0 para a
extracdo das proteinas. O autor estudou as propriedades estruturais e Funcionais destas
proteinas e constatou que o aumento do pH de 7.0 para 10,0 promoveu a desnaturagio, com

modificagdo progressiva das estruturas quaterndrias, sem modificaco significativa na

solubilidade.

CHOVE ef al [17] verificaram que as fragdes da IPS obtida por precipitacdo isoelétrica
apresentavam propriedades emulsificantes (Indice de Estabilidade da Fmulsio e indice de
Atividade Emulsificante} diferentes, sendo superior na fragio 7S. As fracdes foram

precipitadas nos seguintes pHs: 4,5; 5.1 e 5,6 e os melhores resultados foram obtidos pela

precipitagdo em pH 5.1.

Os efeitos da producdo de IPS sob diferentes tratamentos térmicos e respectivos
hidrolisados produzidos com ¢-quimotripsina foram avaliados por SOUZA [86]. Os resultados
indicaram que o tratamento térmico ndo influenciou no conteido de fitato da IPS, mas a
atividade do inibidor de tripsina e o Indice de Dispersibilidade de Proteina (IDP) diminufram
significativamente. Embora os hidrolisados apresentassem mesmo grau de hidrélise, as fracles

75 e 11S do IPS nativo sofreram pequena hidrolise e o aumento da severidade do tratamento
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térmico das IPSs promoveu o desaparecimento destas fracdes nos hidrolisados e o
aparecimento de polipeptideos com peso molecular abaixo de 14 kDa. O autor considerou esta
informacio importante, pois seria possivel promover mudancas prévias no substrato para
obter, sob as mesmas condi¢des de hidrolise, produtos diferentes com aplicagbes nutricionais e

tecnoldgicas especificas.

Muitas proteinas apresentam funcionalidade limitada e os processos de modificacio
fisica, guimica e enzimatica s3o usados para expandir a faixa de propriedades funcionais
disponiveis. A modificagdo por hidrélise enzimética de proteinas tem sido amplamente
estudada, sendo a proteina de soja o substrato mais utilizado. Com excecfio da solubilidade, as
demais propriedades funcionais s@io melhores sob hidrélise limitada (10% de ligagBes

peptidicas clivadas) [49].

As principais propriedades fisico-quimicas e funcionais dos hidrolisados protéicos
estdo listadas na Tabela 5. Muitas destas propriedades, como solubilidade, viscosidade,
éapacidade de emulsificac@o, formacg8o de espuma, geleificacdo e atributos de flavor também
estdo presentes nas proteinas intactas, porém diferem destas conforme o tratamento aplicado a

hidrélise {58].

A modificacic enzimatica promove as seguintes mudancas: 1) aumento do numero de

. . . - + - . . ve - .
grupos ionizaveis (NHy e COQ") e carga liquida; ii) reducfo do peso molecular da cadeia
polipeptidica com conseqliente reducdo da antigenicidade e iii) alteragdo na estrutura

molecular com exposicio externa dos grupos hidrofébicos [57, 58, 62].

Além destas alteragdes, a presenca de hidrocoléides, agentes emulsificantes, proteinas
intactas e carboidratos constituem fatores importantes na funcionalidade dos hidrolisados
protéicos. Em adicio, a esterilizac@io e temperaturas elevadas geralmente empregadas durante
0 processamento podem promover interagbes hidrofobicas (peptideo-peptideo e peptideo-
proteina) que influenciam na estabilidade de produtos alimenticios contendo estes hidrolisados

[58].
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TABELA 5. Principais propriedades fisico-quimicas e funcionais de hidrolisados protéicos.

Propriedades fisico-quimicas Propriedades funcionais

Peso Molecular Alergenicidade, solubilidade, osmolalidade,
viscosidade, geleificacdo, capacidade de

emulsificacéo, turbidez, flavor
Superficie molecular e hidrofobicidade Capacidade de emulsificagéio

Interacfio com carboidrato Formagdc de espuma, reacdo de Maillard,

geleificagdo, flavor

Interagdo com mineral Solubilidade, estabilidade térmica

Fonte: MAHMOUD [58].

As propriedades funcionais dos hidrolisados protéicos determinam a escolha destes
produtos para uso especifico. Por exemplo, um hidrolisado hipoalergénico é um ingrediente
importante no desenvolvimento de formulagdes infantis. Assim, a propriedade funcional pode
ser seletiva para determinados ingredientes alimentares. A seguir vamos descrever as

propriedades funcionais mais relacionadas aos processos de modificacio enzimatica.

O termo "reagdo adversa ao alimento” tem sido usado para descrever qualquer resposta
clinica anormal, que se segue a ingestdo de um alimento ou aditivo alimentar. Estas reagdes se

dividem em reagdes de intolerancia e de hipersensibilidade [22, 89].

As reagOes de intolerdncia representam a maioria das reagdes ao alimento. Sé&o
ocasionados por alimentos que contenham substdncias tdxicas ou farmacolégicas,
contaminantes quimicos, microbianos ou que causem reacbes idiossincraticas e/ou doengas
metabolicas, ou ainda, devidas a particularidades do hospedeiro (como uma intolerancia a
lactose). A hipersensibilidade ao alimento ou alergia alimentar €, por definicdo, a
conseqiiéncia de uma resposta imune anormal apds ingestio de um componente alimentar ou

de um aditivo alimentar [22, 77).
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Os principais alérgenos alimentares identificados sfio de natureza protéica. Muitas
destas proteinas podem conter multiplos alérgenos. Entretanto, na maioria dos casos, um ou
dois destes funcionam como alérgeno principal, sendo definido como aquele alérgeno que
afeta 50% ou mais dos individuos com alergia [92]. O leite de vaca ¢ o alérgeno mais comum
para a populac@o infantil manifestando-se em quase 2,5% das criangas com menos de 2 anos
de idade nos Estados Unidos [221. Os alérgenos alimentares mais freqlientes estdo dispostos na

Tabela 6.

TABELA 6. Alérgenos alimentares mais fregilentes na populagfio infantil ¢ adulta.

Proteinas do leite de vaca
(Caseinas

Proteinas soluveis: B-lactoglobulina, «-lactalbumina, albumina do soro  bovino,
imunoglobulinas bovinas.

Proteinas do ovo
Ovomucdide, ovoalbumina.,

Proteinas do amendoim
Ara hl, Ara h2, Arah3

Proteinas da soja
FracGes globulinicas 28, 7S e 118, inibidor de tripsina

Proteinas do peixe e frutes do mar
Gad ¢l (bacalhau), Met e! e Pen al (camaréo). Pan s1, Hom al (lagosta), Cha {1 (caranguejo).

Outras

Fonte: EIGENMANN ez al [22].

Entre as leguminosas, a soja constitui fonte alimentar de consumo crescente,
representando importante fonte protéico-calérica usada na nutri¢8o infantil. Varios alérgenos
de soja foram identificados com sub-unidades de peso molecular 20 e 50-60 kDa [41] e 34
kDa [70].

TAYLOR [92] considera que o peso molecular de 10 kDa representa o limite minimo

para uma resposta imunogénica, embora pequenos peptideos e outras moléculas possam se
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ligar 2 peptideos maiores e induzir & resposta hapténica. O limite superior para o pesc
molecular de um alérgeno pode ser ditado pela sua reten¢do na mucosa intestinal.
FERGUSON {27] observou que a maioria dos alérgenos alimentares apresenta peso molecular

na faixa de 18 a 36 kDa; enquanto TAUDORF e/ of [91] os considera na faixa de 10-50 kDa.

Outras fontes de alérgenos alimentares incluem ovos, pescados, cereais, crustdceos,
moluscos, carnes, vegetais (inclusive frutas) e bebidas. Os aditivos alimentares, bactérias e
fungos, ¢ artrépodos s3o responsaveis pela ocorréncia de uma ampla variedade de “alergias

alimentares"”, as quais tém pouca ou nenhuma relacfo com a natureza do alimento [16].

As proteinas alergénicas alimentares podem ser resistentes 2 vérios tratamentos durante
0 processamento, dentre os quais destacam-se o calor e pH acido [92]. As férmulas comerciais
sdo geralmente esterilizadas em torno de 120°C por 10 minutos. Nestas condi¢des, a maioria
da estrutura secundaria € destruida. As cadeias polipeptidicas existemn primariamente como
cadeias ao acaso. Durante o processamento destas formulas, o pH do produte é mantido

neutro ou ligeiramente cido.

DEMONTI [21] a0 realizar um estudo imunoquimico sobre a fracdo glicinina da soja
em condigdes nativas e submetida a variagdes de temperatura e pH, verificou que estes fatores,
isoladamente, ndo indicaram alteragfio na antigenicidade desta fracio. Em adigdo, a associacdo
da temperatura 100°C e pH 2,0 reduziu a antigenicidade. O autor sugere entdo, que esta

capacidade estd primeiramente associada & configuracfo nativa,

A hidrolise enzimatica aumenta a solubilidade no ponto isoelétrico da IPS, sendo
freqiientemente usada na suplementagio de bebidas contendo frutas (pH 4cido). O aumento da
solubilidade também ¢ benéfico na elaboracso de formulacdes infantis que geralmente contém

outros compostos nutricionais que afetam a osmolalidade do sistema [58].

A osmolalidade € uma importante propriedade fisica nas formulacdes infantil e adulta.
Solugdes de elevada osmolalidade, ou seja, hiperténica ou hipermolar, podem carrear grandes
quantidades de 4gua para o intestino ocasionando diarréias severas, possivel desidratacio,

desequilibrio eletrolitico e também indugiio de ndusea, vémito e distensio abdominal [56].
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Osmolalidade ¢ definida como a quantidade de particulas osmoticas ativas (em milimoles)
dissolvidas em um quilograma de solvente, e tem sido expressa tradicionalmente como
miliosmoles por quilograma de dgua (mOsm/kg H>0). Assim, a osmolalidade € proporcional

ao nlimero e peso molecular e &s particulas i6nicas presentes no produto {58},

Os alimentos destinados & nutricBo enteral devem informar a osmolalidade, em
mOsmvkg de dgua, do alimento pronto para uso, de acordo com a diluigdo recomendada. Para
os alimentos com osmolalidade superior a 600 mOsm/kg H,O destinados a adultos, e superior
a 460 mOsm/kg H,O destinados a criancas, deve-se alertar para os cuidados necessarios 4 sua

administragdo [5].

SALADO [78] avaliou a osmolalidade de uma dieta contendo hidrolisado pancreatico
de proteina isolada de soja com densidade caidrica de Ikcal/mL e o valor obtido foi de 416
mOsm/kg H,O. A dieta apresentava 16% de proteina na forma de hidrolisado, 24% de lipideo
na forma de gordura de coco e 60% de carboidratos a partir da maltodextrina. A dieta fo1
administrada a pacientes desnutridos hospitalizados, os quais foram cuidadosamente
monitorados. Nio foram relatados sintomas de cdlicas abdominais, diarréias ou vOmitos em

nenhum dos pacientes.

Os aminoacidos e peptideos contribuem significativamente para o aumento da
osmolalidade de formulagdes contendo hidrolisados protéicos. Quanto mais hidrolisada a fonte
protéica maior a osmolalidade da formulaggo. MAHMOUD [58] demonstrou a relagéo linear

de varios hidrolisados protéicos (caseina, soja e soro lacteo) e sua osmolalidade.

Quanto as propriedades emulsificantes, a hidrélise enzimatica de proteinas, em geral,
aumenta estas propriedades em situagdes de hidrélise controlada. ADLER-NISSEN ef af [1]
verificaram uma redugio significativa da capacidade emulsificante de um hidrolisade de IPS
quando o grau de hidrélise aumentou de 5 para 9%. Isto poderia ser atribuido a exposigéo dos
grupos hidrofobicos presentes no interior da proteina, os quais aumentam a adsor¢@o na
superficie formando um filme superficial coesivo, contendo residuos hidrofébicos interagindo

com 6leo e os residuos hidrofilicos com a dgua [58].
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A Iidrélise extensa reduz drasticamente a capacidade emulsificante da proteina.
MAHMOUD [57]. ao avaliar a atividade de emulsificacdo da casefna durante hidrolise
pancreatica, demonstrou que esta atividade diminuia linearmente com o aumento do grau de
hidrolise (Grau de hidrolise final = 67%). O peso molecular do hidrolisado tem uma grande

influéncia nas propriedades emulsificantes.

A hidrofobicidade dos hidrolisados protéicos também ¢ um fator importante que
influencia suas propriedades emulsificantes. MAHMOUD [57] reportou uma forte correlacéo
entre a atividade emulsificante e a hidrofobicidade de um hidrolisado pancreatico de caseina.
O autor verificou também que a especificidade da protease desempenha um papel importante
na propriedade emulsificante devido & sua influéneia direta no tamanho e peso molecular dos
peptideos resultantes. Como exemplo, a tripsina é uma endopeptidase muito especifica, que
cliva as ligacdes peptidicas dos aminoacidos lisina e arginina. Assim, os peptideos tripticos
podem apresentar os sitios hidrofdbicos intactos com aumento de suas propriedades
emulsificantes. Por outro lado, a quimotripsina quebra as ligacbes peptidicas dos aminoacidos
aromaticos triptofano, tirosina e fenilalanina, rompendo entfio os sitios hidrofdbicos 58]
TURGEON et al [93] demonstraram que hidrolisados de soro ldcteo produzido com

quimotripsina apresentaram menor capacidade emulsificante que os produzidos por tripsina.

Os hidrolisados protéicos desempenham papel importante como matéria prima na
formulagdo de dietas especiais. E necessario conhecer melhor a relagdo estrutura-propriedade

para que se possa ter uma aplicabilidade segura do produto.

4. PROPRIEDADES NUTRICIONAIS DO ISOLADO PROTEICO DE SOJA

Embora a fungéo nutricional das proteinas e sua importancia para a manutencio da boa
satide fisica e mental sejam amplamente reconhecidas, os conceitos de qualidade nutricional
das proteinas t€m sido largamente discutidos e modificados nos tltimos anos. A soja, devido a

sua ampla utilizacdo, tem sido minuciosamente estudada.
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A qualidade nutricional das proteinas depende. basicamente de sua composicio em
aminoacidos essencials, digestibilidade, biodisponibilidade e auséncia de toxicidade e/ou
propriedades antinutricionais [82]. Os métodos para avaliar a qualidade nutricional de cada

proteina podem ser agrupados em:

a. Métodos de avaliagho in vivo: Digestibilidade, Valor Bioldgico, Quociente de
Eficiéncia Protéica (PER - Protein Efficency Ratio), Utilizagdo Liquida de Proteina
(NPU - Net Protein Utilization), Quociente de Eficiéncia Liquida da Proteina (NPR -
Net Protein Ratio);

b. M¢étodos de avaliaclo in vitro: Escore quimico de aminoscidos essenciais e

Digestibilidade

c. Combinacdo dos anteriores: Escore quimico de aminoécidos essenciais corrigidos pela

digestibilidade (= PDCAAS — Protein Digestibility Corrected Amino Acid Escore).

A escolha do método depende de diversos fatores: reprodutibilidade de resultados,
rapidez de obtencdo de resultados, custos e outros [20]. Atualmente, o método adotado pela
Federal Drug and Administration (FDA) e aceito pela FAO/WHO [25] para avaliar os
alimentos destinados a adultos e criancas acima de 01 ano de idade ¢ o Escore Quimico de

Aminodacidos Essenciais Corrigido pela Digestibilidade (PDCAAS) [102].

Dados obtidos por HENLEY & KUSTER [38] e pela FAO/WHO [25] indicam o
PDCAAS de diversos alimentos e sfo apresentados na Tabela 7. Baseado neste método, a IPS
¢ equivalente em qualidade as proteinas de origem animal. Este método considera trés
pardmetros criticos da avaliacdo da qualidade protéica: ¢ perfil de aminoécidos essenciais da
fonte protéica; sua digestibilidade; e a capacidade de suprir os aminodcidos essenciais nas

quantidades requeridas para seres humanos [38].
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TABELA 7. Escore quimico de aminoscidos essenciais corrigidos pela digestibilidade
(PDCAAS) de diversas fontes protéicas.

, PDCAAS
FONTE PROTEICA

FAO/WHO [25] HENLEY & KUSTER [38]

Caseina 1,00 1.00
Clara de ovo 1,00 1.00
Proteina Isclada de Soja 0,99 1.00
Carne bovina 0,92 0.92
Farinha de ervilha 0,52 0.69
Feijfo em lata - 0.68
Aveia em flocos - 0.57
Lentilha em [ata - 0.52
Farinha de amendoim - 0.52
Farinha de trigo integral - 0.40
Glaten - 0.25

SALADO [78], ao avaliar o Indice PDCAAS do IPS e seu respectivo hidrolisado
pancreatico, obteve 52% de adequagio dos aminoécidos sulfurados para a IPS e de 45% para o
hidrolisado. Além dos aminodcidos sulfurados, a treonina apresentou adequacdo de 83% no
hidrolisado. NETTO & GALEAZZI [69] encontraram 73% de adequagfo para os aminodcidos
sulfurados no hidrolisado pancreatico de IPS. Estes valores estio de acordo com os reportados

na literatura [38. 68, 81].

SALADO [78] realizou a avaliagiio nutricional biologica e clinica de uma dieta
formulada com hidrolisado protéico de soja utilizando a pancreatina com sistema enzimatico.
A avaliac@io biologica da dieta mostrou que a mesma foi eficiente na recuperagfo de ratos
wistar adultos e desnutridos, promovendo ganho de peso, balango nitrogenado positivo, PER,
VB e NPU elevados e aumento de niveis séricos de albumina, transferrina e proteinas totais.

Estudos histoldgicos mostraram que a dieta formulada com hidrolisado protéico promoveu a
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recuperacdo adequada tanto do figado como do intestino dos animais, sendo comparada aos
niveis de recuperacéo obtidos com a dieta de caseina. A utilizacfio da dieta por individuos
desnutridos hospitalizados demonstrou ganho de peso em 87,5% dos pacientes, manutencio

dos parfmetros antropométricos e aumento moderado dos pardmetros bioquimicos.

A utilizac8o de dietas contendo a soja como fonte protéica exclusiva tem sido avaliada
por diversos autores. Ao avaliar o balanco de nitrogénio em adultos, CARJIAS er o/ [15].
HENLEY & KUSTER [38], ISTEFAN e al [45], SARWAR & MACDONOUGH [81],
TORUN er al [92] e YOUNG er a/ [100, 101] demonstraram que a IPS poderia ser utilizada

como tmnica fonte protéica de nitrogénio e aminodcidos essenciais.

Estudos realizados em criancas, tanto sadias quanto desnutridas, mostraram que a soja
promove o crescimento adequado dos lactentes e recuperacdo de criangas desnutridas com
fornecimento satisfatério de energia e nutrientes essenciais [92, 100]. Hidrolisados de IPS
também demonstraram sua eficdcia como fonte protéica na alimentacdio. MARCHINI et af
[59] demonstraram, através de métodos biologicos, a qualidade protéica de dois hidrolisados
de soja produzidos pela pancreatina e neutrase, sendo os valores obtidos pelos hidrolisados

superiores ao da IPS.

5. MODIFICACAO ENZIMATICA DE PROTEINAS

O processo de modificaciio enzimatica de proteinas para uso em alimentos surgiu na
segunda guerra mundial (década de 40) através da obtencéo de hidrolisados de caseina e de
proteina de soja. Além de sua utilizacdo nutricional, as proteinas também tém sido
modificadas através de enzimas visande sua aplicacdo como ingrediente funcional. Nesta
revisio descreveremos os processos de modificaco enzimdtica através das reacdes de

hidrélise e de plasteina.
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5.1. HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrolise de alimentos protéicos é realizada por varias razdes incluindo melhora das
caracteristicas nutricionais, retardamento de deterioragdo, fornecimento de textura, aumento
ou diminuicdo da solubilidade, estabilidade térmica, adicdo de capacidade emulsificante,
prevencdo de interagdes indesejaveis, remogdo de “off-flavors” e odores, ¢ remocgdo de

ingredientes txicos ou inibidores {30, 47, 501.

Os hidrolisados protéicos tém sido recomendados principalmente nos casos de
deficiéncia de ordem digestiva e absortiva [2. 28]. A utilizacdo de hidrolisados protéicos
ganhou énfase a partir dos trabalhos de SILK er o/ [84], que demonstraram a fisiologia da
digestdo e absor¢do protéica. Além das vantagens cinéticas na absor¢do de pequenos peptideos
em relagdo aos aminoéeidos [29], vérios trabalhos tem demonstrado o melhor desempenho
nutricional além de apresentarem osmolalidade maior que os aminodcidos livres [29, 39, 59,
68. 78, 83, 103].

A hidrélise protéica pode ser realizada através de enzimas, dcidos ou alcalis. Contudo,
a hidrolise enzimatica € mais adequada em relacdo aos métodos quimicos, quando a aplicacio
¢ dirigida a fins nutricionais. As hidrélises 4cida e alcalina podem destruir os L-aminodcidos,

produzir D-aminoécidos e ainda formar substancias toxicas como Lisino-alanina [82].

Os critérios de sele¢@o mais importantes a serem considerados em hidrolisados
protéicos incluem valor nutricional, custo, sabor, antigenicidade, solubilidade e
funcionalidade. As proteinas mais usadas sio caseina, proteinas de soro lacteo e soja. As
proteases sdo categorizadas de acordo com a especificidade e o mecanismo pelo qual atuam. A
especificidade da enzima influi na degradacio dos epItOpos responsaveis pelas reacdes

imunoldgicas e a formagdo de peptideos amargos [50].

Na hidrolise de substratos comumente usados em formulacBes nutricionais,
especialmente caseina, se usa freqiientemente uma mistura de exo- e endopeptidases. Fm
geral, as enzimas purificadas nfio fornecem um perfil de peso molecular compative! com

formulac¢Ses hipoalergénicas sem o uso de ultrafiltracdo. Solugdes enzimaticas puras também
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sdo limitadas em sua capacidade de hidrélise. A pancreatina que é um sistema enzimético
formado por uma mistura de tripsina, «-~quimotripsing e carboxipeptidades A ¢ B, tem ambas

as atividades de endo- e exopeptidases e € muito utilizada para este fim [69].

A o-quimotripsina € uma serino-protease com atividade de endoprotease alcalina que
possui os aminozcidos Gly-216, Gly-226 ¢ Ser-189 no sftio ativo. E extraida de péncreas
bovino {EC 3.4.21.2) e suino (EC 3.4.21.2) e cliva as ligacdes peptidicas envolvendo os
aminoécidos tirosina, fenilalanina e triptofano. A perda da atividade enzimatica ocorre pela
modificacdo do aminogrupo que pode ser obtida em pH acima de 9,0. Varias outras enzimas
podem ser utilizadas para o processo de hidrolise, entre elas a tripsina, proteases de origem

bacterianas, pepsina, papaina e ficina [671.

Um dos principais elementos para produgdo comercial destas formulacdes é o
desenvolvimento de uma mistura Otima de enzimas, para produzir o perfil desejado de
aminoacidos ¢ peptideos. O conhecimento e o controle do tamanho dos peptideos nos

hidrolisados € importante para o desenvolvimento de formulagSes infantis hipoalergénicas.

A "1* gerac30" de formulas hipoalergénicas contendo hidrolisado de caseina foi
produzida ha mais de 40 anos, e ¢ caracterizada pela composicio de aminoéacidos livres major
que 70 mol% e peptideos contendo menos de 8 aminodcidos. A "2* geracfio” baseada em
hidrolisados de proteinas de soro [icteo, tem 40-60 mol% de aminoacidos livres e peptideos de
até 12 aminoacidos, sendo produzidas hé mais de 10 anos. A "3* geracio”, mais atual, também
baseada em proteinas de soro l4cteo, tem menos de 20% de aminoacidos livres e peptideos de

até 15 aminoacidos [50].

BRAUN [13] considera que o processo de producio de hidrolisados enzimaticos
envolve primeiramente a solubilizagdio da fonte de proteina em meio aquoso, passando por
uma acdo da enzima e posterior desnaturacdo. A peptona (ou proteina hidrolisada) sofre,
entdo, uma filtragdo e clarificagdo, seguida de evaporagfio, pasteurizaciio e secagem em Spray,

levando finalmente & proteina hidrolisada em pé.
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Para que o processo de hidrélise enzimética ocorra, deve haver um controle de uma
série de pardmetros. Esses pardmetros sdo, principalmente, concentracio do substrato, razio
enzima-substrato, pH. temperatura e tempo de hidrélise. As condi¢des de hidrélise sfo
controladas para se encontrar caracteristicas especificas, como distribui¢io de aminoacidos, de
peso molecular e quantidade de proteina residual intacta. Os materiais e condigdes de hidrdlise
s&o também controlados levando em consideraciio o sabor, solubilidade e certas propriedades

fisicas do produto hidrolisado [2].

HENN & NETTO [40] caracterizaram 13 hidrolisados pancredticos de diferentes
1solados protéicos de soja e verificaram que os IPSs submetidos as mesmas condigdes de
hidrélise enzimética comportaram-se como matérias-primas distintas, uma vez que houve
diferencas tanto no tempo da reagdo de hidrdlise, como nas caracteristicas dos produtos

obtidos.

Dentro das aplicagdes dos hidrolisados protéicos, CORDLE [18] observou que quando
os hidrolisados sdo usados como alimento em pacientes selecionados, alguns beneficios
clinicos podem ser obtidos, como no controle de alergias alimentares. FROKJAER [30]
utilizou com eficacia hidrolisados protéicos para suplementacio em necessidades especiais

como em dietas para idosos, em nutri¢@o esportiva e dietas para controle de peso.

O sabor de hidrolisados protéicos enzimaticos é normalmente caracterizado por um
amargor associado ao aparecimento de peptideos que apresentam aminodcidos hidrofébicos
volumosos no terminal carboxilico [2, 31, 71]. O grau de amargor dos aminoacidos e das
cadeias peptidicas podera ser estimado pela determinagéio do valor médio de hidrofobicidade
Q (Q = AF), em que AF ¢ a variacfio na energia livre em kcal/mole, para a cadeia lateral de um
aminoécido passar de uma solucio alcodlica (etanol) para a dgua. Tem sido demonstrado que
para peptideos, valores de Q superiores a 1400 indicam peptideos amnargos. Observa-se que
proteinas formadas por residuos com alto valor de Q (> 1400), como a soja, caseina, gliten e
zeina ddo origem a peptideos amargos. Outro fator importante € o peso molecular do peptideo,

o qual apresenta sabor amargo quando inferior a 6000 Da [82].
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Apesar da selecdo da matéria prima ser um importante fator para a producio de
hidrolisados enzimaticos, esta caracteristica limita a utilizacio das principais fontes protéicas
disponivels, tais como a soja € caseina. Como o grau de amargor € um parametro critico para a
aplicagdo de hidrolisados protéicos em alimentos, varios métodos com o objetivo de remover o
amargor t&m sido estudados. Esses métodos incluem: separagiio seletiva e reacio de sintese de

piasteina [2, 73].

5.2. REACAO DE SINTESE DE PLASTEINA

A reagdo de sintese de plasteina pode ser considerada um processo enzimético que
ocorre de modo reverso & hidrélise usual catalisada por proteinases [8, 42, 41, 71, 94, 98].
Operacionalmente, a formagdo de plasteina tem sido definida como a formacio de material
insolivel em solugdo de TCA 10%, etanol 70% ou acetona {93]. Esta reacio tem sido utilizada
para as proteinas de soja €, em menor grau, para caseina, ovalbumina, proteinas de soro lacteo,

concentrado protéico de peixe e outras fontes protéicas nfio convencionais.

A reac@o de sintese de plasteina requer trés condigdes que se opdem aquelas
necessarias para os valores maximos de hidrélise: o substrato deve ser uma mistura de
peptideos de baixo peso molecular, preferencialmente obtidos de uma pré-hidrolise enzimatica
da protefna. A concentra¢@io do substrato no sistema de reacfio é outro fator importante na
ressintese e deve estar na faixa de 20 a 40% (p/v). A faixa Otima de pH para varias proteases

para a formacé@o da plasteina € restrita a pH 4-7 [31].

As enzimas utilizadas para a reagdo de formacio de plasteina encontradas na literatura
sdo, em sua maioria: pepsina, papaina, subtilisina BPN, a-quimotripsina, e pancreatina, sendo
as formas purificadas estudadas com maior frequéncia. Contudo, outros sistemas enzimaticos
devem ser estudados anteriormente a fim de se estabelecer pardmetros étimos ¢ diferentes

propriedades fisico-quimicas na utiliza¢@o em produtos alimentares alternativos.
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Embora a reagdo de sintese de plasteina tenha sido descrita ha mais de 100 anos, 0s
mecanismos envolvidos na reacdo ainda nio estio completamente elucidados, Na década de
70, os alemaes e japoneses publicaram diversos trabalhos envolvendo a reacdo de plasteina e
0s mecanismos envolvidos nesta reacfo. Neste perfodo, a reacdio de plasteina foi considerada
um processo reverso a hidrolise enzimdtica tradicional, tendo como substrato uma elevada
concentragdo de peptideos, os quais eram condensados resultando em um nove material

protéico de alto peso molecular {7, 8, 43, 98].

ARAI & FUJIMAKI [7] consideraram que a ligagio peptidica na sintese de plasteina
pode ocorrer por transpeptidagio e/ou condensagdo e que pode ser mais provavel que ocorram
ambas as reacbes com extensdo varidvel dependendo das condicdes experimentais ¢ da
natureza dos peptideos envolvidos. Durante a reacfio, um intermedidrio acil-enzima &
possivelmente formado, sendo subseqiientemente atacado por um nucleofilico em solugdo,

conforme demonstrado na Figura 2 [7, 35].
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FIGURA 2. Possivel mecanismo envolvido na reacfo de sintese de plasteina [7].

A partir da década de 80, pesquisadores propuseram outros modelos de mecanismos
para a reagdo de plasteina. LOZANO & COMBES [55] sugeriram que o processo de
transpetidagdo ocorre como mecanismo priméario. ANDREWS & ALICHANIDIS 4],
HOFSTEN & LALASIDIS, [42] e SUKAN & ANDREWS [89] consideraram pouco provavel
a formagéo de novas ligagdes peptidicas e que as forcas fisicas, como interacSes hidrofobicas e

idnicas, seriam as mais importantes na reacfo de sintese de plasteina.
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HOFSTEN & LALASIDIS [42] produziram plasteina a partir de hidrolisado
enzimatico de concentrado protéico de soro lacteo e concentrado protéico de peixe, utilizando
proteases bacterianas de baixa especificidade. Os autores concluiram que a formacio do gel na
reacao de sintese de plasteina pode ser descrita como um tipo de rearranjo no qual as reacdes
de transpeptidag@o e hidrélise sdo mais importantes que as reagdes de condensacio, e que as
ligacbes ndo covalentes entre 0s peptideos de peso molecular relativamente baixo sio

responsaveis pelas propriedades peculiares dos produtos desta reacéo.

SUKAN & ANDREWS [89] demonstraram que a plasteina obtida a partir de
hidrolisado péptico de caseina era completamente rompida na presenca de uréia M, acidos
orgénicos a 50% (v/v), detergentes fortemente i0nicos e valores extremos de pH. O perfil de
peptideos confirmou que estes, originalmente presentes no hidrolisado, também estavam
presentes na plasteina; € que o conteido de aminogrupos ndo foram alterados na formacao de
plasteina. Estes experimentos, adicionados aos de eletroforese em gel demostraram que
somente ligagbes hidrofébicas e idnicas estavam envolvidas na formagio da plasteina, ndo
havendo sido detectada a formacdo de ligacdo peptidica ou transpeptidacio. Eles ainda
obtiveram mator rendimento da plasteina quando a mesma proteinase foi usada em ambos os
estagios da reagdo e o peso molecular do substrato de 380-800 Da. Os autores sugeriram que a
mistura de peptideos usada como substrato deve evitar a presenga de peptideos de elevado
peso molecular assim como de aminoécidos livres. ASO er ol [8] e ERIKSEN & FAGERSON
[24] refor¢am este ponto de vista ao constatarem que os aminoacidos sob a forma livre ndo séo

incorporados a sintese de plasteina.

ANDREWS & ALICHANIDIS {4] avaliaram as propriedades da plasteina e os
mecanismos de formagdo sendo utilizado 0 mesmo substrato, ou seja, hidrolisado de caseina.
Eles verificaram que a reago de sintese de plasteina é um processo de agregacio fisica, sendo
necessdrio a presenca de uma proteinase ativa para catalisar esta reagfo. Entretanto, a reacfio é
independente da especificidade da enzima e pH 6timo da hidrdlise. Seus resultados
evidenciaram que 0 mecanismo primario para a formacfo da plasteina é via interacio

hidrofdbica.

=
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LORENZEN & SCHLIMME [54], ao avaliarem as propriedades funcionais e
estruturais de agregados de hidrolisados e plasteinas obtidos a partir de hidrolisado pancrestico
de caseina, verificaram que ambos os produtos apresentaram resultados similares. A
incorporagio de etil-éster de aminoacidos n#o ¢ um fendmeno exclusivo da reacdo de sintese
de plasteina. Os autores sugeriram ainda que sejam Tevistos os mecanismos envolvidos na

reacao de sintese de plasteina.

Estudos subsequentes refutaram a ressintese como a principal causa na formacdo da
plasteina, pois esta ¢ termodinamicamente desfavorsvel e ndo ha modificacdo no teor de

grupos c-amininicos sob as condigdes de reacdo [67].

LOZANO & COMBES {55] investigaram a acdo da o-quimotripsina na sintese de
plasteina usando como substrato um hidrolisado peptico de albumina bovina sérica e
conclufram que a reagfo de sintese de plasteina € um processo enziméatico e que a
concentracdo do substrato € considerada um parimetro critico, ou seja, quando a concentragio

do substrato aumenta, a via catalitica muda de hidrolise para sintese de plasteina.

Um estudo referente a solubilidade ¢ termoestabilidade de plasteinas obtidas a partir de
duas prepara¢des peptidicas diferentes quanto dispersibilidade obtidos de um hidrolisado de
caseina fol realizado por MOZAFFAR & HAQUE [66]. Eles verificaram que o substrato

composto de peptideos dispersiveis em agua apresentou methor rendimento e funcionalidade.

BROWNSELL er al [14] e WILLIAMS et al [96] avaliaram a aplicaciio da reacgio de
sintese de plasteina na micoproteina (Quorn™) produzida pela fermentagiio da cepa de
Fusariuns graminearum. A pepsina mostrou-se superior &s enzimas tripsina, quimotripsina,
papaina e proteinase de Strepromyces griseus. O rendimento da plasteina néo foi afetado pelo
pH da reacdo que variou de 3,0 a 7.5, e foi incrementado pela concentragdio do substrato,
mosirando-se superior quando esta concentracdo era de 43% (p/p). Foi determinada a
solubilizacdo em diversos solventes, filtragdo em gel (Superose 12), cromatografia de troca
ibnica, andlise de aminoacidos e calorimetria diferencial de varredura (DSC). Os resultados

consideraram a plasteina como um processo de agregacdo puramente fisica, o qual apresentou

38



Capirulo 1

a estrutura de um gel tixotropico, ou seja, o comportamento do gel muda com o tempo e/ou

com a forga de cisalhamento.

Os mesmos autores demonstraram a preferéncia na utilizagio no mesmo sistema
enzimatico nas reagdes de hidrdlise e sintese de plasteina e consideram essencial que os
estudos mostrem se a enzima retém sua atividade catalitica nas condictes da reacfo de sintese
de plasteina, pois uma mistura de peptideos poderia ser ainda clivada durante a sintese de
plasteina, formando novos aminogrupos, o que dificulta a interpretacio dos mecanismos desta
reacdo. A formagfo simulténea de pequenas quantidades de material de baixo e elevado peso
molecular pode, em alguns casos, revelar a evidéncia do mecanismo de transpetidacfio, o qual
poderia ser igualmente explicado pela formacdo de material agregado acompanhado de pouca

hidrolise continua.

STEVENSON ef af [88] utilizaram técnicas de ressonincia nuclear magnética (NMR)
e espectometria de massa para avaliar os mecanismos envolvidos na sintese de plasteina de
caseina utilizando exo- e endopeptidases. Eles demonstraram que podem ocorrer os quatro
processos discutidos anteriormente (hidrolise, condensacgfio, transpeptidaciio e agregacio
fisica) de acordo com as condi¢des da reacfio. Em sistemas de pequenos peptideos, as reacdes
de condensacdo e transpeptidaciio ocorreram formando um produto insoluvel (precipitado),
com evidente preferéncia dos peptideos hidrofobicos neste processo. Quando altos niveis de
peptideos hidrofobicos marcados foram acrescentados ao hidrolisado de caseina também havia
evidéncia da reagfo de condensagdo, principalmente se exopeptidases foram usadas na reacgo.
Endopetidases resultaram em pouca condensacdo ou transpeptidacfo. Os autores verificaram
que, em presenca de elevada concentracio de substrato, houve a detecgfio de ligagdo covalente
entre os peptideos hidrofilicos. Alguns peptideos de maior peso molecular presentes na
mistura provavelmente inibiram a endoproteinase. Os resultados demonstraram que, em
relacdo a cinftica enzimadtica, as reacdes de condensagdio e transpeptidagfio tornam-se
pequenas ou insignificantes, considerando entio que a agregacdo fisica foi essencialmente
significante no processo. Com a utilizagdo de exopeptidases, os resultados foram pouco claros

sendo também detectado a reacfio de transpetidacio.
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A estrutura da piasteina se assemelha ao das proteinas desnaturadas. Estudos de
difracdio de raios-X sobre as plasteinas revelaram a presenca de polipeptideos lineares com
cadeias "close-packed". O fato da estrutura inicial da proteina ndo ser restaurada na formacio
da plasteina pode ser confirmado pela auséncia da atividade enzimatica nas plasteinas obtidas
de hidrolisados de pepsina e tripsina, e também pela auséncia de atividade hormonal nas
plasteinas obtidas de insulina. Apesar das plasteinas diferirem das proteinas iniciais na sua
estrutura secunddria e tercidria, elas se assemelham as proteinas em muitas propriedades
fisico-quimicas. S&o clivadas por vérias enzimas proteoliticas, reagem com ninidrina, formam

complexos com cobre e sdo precipitadas pelo acido tricloroacético [ily.

Géis induzidos por calor também podem ser obtidos a partir de hidrolisados parciais de
isolado protéico de soja (HIPS) conforme metodologia proposta por GARCIA CHACON et al
[32]. O melhor rendimento para a obtengdio do gel foi obtido quando foram utilizadas fragdes
peptidicas de varidveis pesos moleculares como substrato. A fracio de peptideos insoluveis
nfo formou gel, enquanto as fracdes de PM maior e menor que 5.000 Da e de peptideos
hidrofébicos formaram géis fracos, quando aquecidos isoladamente. Este produto poderia ser
usado em substituicdo a plasteina, considerando a reducio do custo (ndo enzimatico) e
obtenc&o em menor espaco de tempo. Em outro trabalho, os mesmos autores verificaram que o
gel também apresentou maior turbidez e viscosidade e menor solubilidade que ©¢ hidrolisado
inicial [37]. A formagfo do gel ocorren basicamente através de interacdes hidrofobicas. As

melhores condigdes para obten¢iio do gel incluiram o uso da pepsina a 95°C por 30 minutos.

MARTINS [61] estudou as melhores condicdes para obten¢do de hidrolisados
pancredticos e plasteinas produzidos a partir de IPS e caseina. Quanto 2 distribui¢cfio do peso
molecular ndo houve variacio significativa entre os hidrolisados e plasteinas. No entanto, o
teor de aminodcidos livres diminuiu na produciio de plasteina obtida tanto a partir de
hidrolisado pancreatico de IPS puro quanto pela mistura (1:1) de hidrolisados de IPS e
caseina. Os teores de aminodcidos livres (= 12%) foram semelhantes entre as diversas
plasteinas e diferentes dos obtidos pelos hidrolisados pancreaticos de caseina (6,19%) e de IPS
(16,5%). Os aminoécidos essenciais lisina, metionina, fenilalanina e triptofano foram liberados

em maior grau, ndo sendo detectada a prolina na forma livre. A atividade do inibidor de
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tripsina da IPS (42,8 UTl/mg de proteina) foi reduzida em 30.5% no hidrolisado pancreatico
de IPS e em 80.7% nas plasteinas. A imunogenicidade das amostras foi avaliada através de
anafilaxia cutdnea passiva (PCA) e apresentou resultado negativo tanto para os hidrolisados

guanto para as plasteinas.

A reacdo de sintese de plasteina também tem sido empregada para melhorar o valor
nutricional de proteinas através da incorporagio de aminoécidos ou da utilizacdo de uma
mistura de peptideos provenientes de diferentes fontes protéicas. ROSAS-ROMERO &
BARATTA {76] utilizaram o concentrado protéico de folha de mandioca (CPFM) para a
obtencdo de plasteina com caseina na proporcio 50:30 e obtiveram valores de PER e NPR

similares aos observados com a dieta contendo caseina.

PELUZIO et af [72] avaliaram a qualidade nutricional do isolado protéico da folha de
mandioca (IPFM) combinada com a caseina (50:50) pela reagdo de sintese de plasteina. Houve
uma melhora do valor nutricional da fonte protéica, principalmente devido 2o aumento de 60%
do acido glutdmico em relac@io ao isolado protéico da fotha de mandioca e também a tirosina
que apresentou valor superior ao do padrio caseina. Os autores também verificaram uma
redugdo de 41% da atividade do inibidor de tripsina apds a reagio de sintese de plasteina em

relacdo ao [IPFM.

SOUZA et al [87] estudaram as condi¢Oes de sintese e a composicio mineral de
plasteinas obtidas da proteina da folha de mandioca, da soja e do soro de queijo. A plasteina
demonstrou ser uma fonte de ferro, manganés, magnésio e zinco. O sobrenadante apresentou
teores elevados de cobre e sédio. Os autores demonstraram que os produtos obtidos
representam uma boa fonte de aminoacidos essenciais e minerais, especialmente o ferro, tanto

para adultos quanto criancas apds o desmame.

A influéncia da hidrdlise enzimética e sintese de plasteinz na composiciio
aminoacidica, especialmente metionina foi avaliada na proteina de soja por BARCA et af [9].
As condig3es otimas para a incorporagdo de metionina foram de pH 7.0, 3h, 0,07585 gMet/g

de hidrolisado utilizando a ai-quimotripsina como sistema enzimatico. Nestas condicdes houve
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5% de incorporagdo de metionina e esta fracdo apresentou meihor capacidade espumante e
menor capacidade emulsificante e hidrofobicidade em relacdo a plasteina tradicional , ou seja,

ndo enriquecida com metionina.

JEN et al [46] também avaliaram as propriedades funcionais de plasteina obtida a
partir de hidrolisado de proteina de soja com Alcalase e Flavourzyme em um sistema de
filtragdio continua durante 16h. A capacidade de absorglo de umidade foi de 1,8 a 3.0 vezes
maior que a proteina de soja intacta. A atividade antioxidante do hidrolisado adicionado a
2,5% no oleo de soja foi superior ao BHT adicionado ao nivel de 0,1%. Também foi avaliada a

antigenicidade da plasteina em relagéio ao hidrolisado, a qual reduziu de log, 7 para < que 1.

A atividade antioxidante da plasteina também foi avaliada por LEE et af [51]. Os
autores estudaram os efeitos da reacdo de sintese de plasteina nas propriedades funcionais de
extratos protéicos de peixe tipo carpa. A solubilidade em agua fol aproximadamente 80%
maior para 0s extratos, em relagio as plasteinas em todas as faixas de pH testadas, embora a
solubilidade tenha diminuido em pH 4cido. Todos os extratos e plasteinas apresentaram
atividade antioxidante superior ao tocoferol, sendo maior nas plasteinas. Os autores
consideraram este resultado um efeito do aumento de aminodcidos hidrofébicos durante a

reacdo de sintese de plasteina.

Outra aplicacio importante da sintese de plasteina tem sido sua capacidade de remocio
do sabor amargo produzido em alguns hidrolisados. Isto pode ocorrer devido & presenca de
peptideos com residuos hidrofébicos como leucina, isoleucina, valina, fenilalanina, tirosina e
triptofano. Nas proteinas nativas, as regides hidrofébicas das cadeias laterais geralmente esto
na parte mais interna da molécula e nio afetam o sabor do produto. Assim, o desenvolvimento
do sabor amarge depende do grau de hidrolise e também da composi¢cdo de aminoacidos da

proteina [90].

SYNOWIECKI et al [90] estudaram a influéncia da reacdo de sintese de plasteina no
sabor amargo de hidrolisados obtidos de eritrocitos bovino utilizando a Alcalase como sistema
enzimético nas duas etapas. A reagdo de sintese de plasteina ocorreu com 50% de substrato,

sendo composto de hidrolisado e dietil-éster de 4cido glutdmico na propor¢do 2:1. O
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hmdrolisado apresentou forte sabor amargo (4,3 numa escala de 5 pontos), sendo reduzido
significativamente (p < 0,05) na plasteina, a qual apresentou valor de 2.0. Neste trabalho, os
autores também verificaram que a reacfic de sintese de plasteina melhorou a cor do produto e

ndo houve diferenca na sojubilidade do hidrolisado e plasteina.

As propriedades da plasteina dependem da extensio da degradacio do hidrolisado
aplicado, da natureza dos substratos, do tipo de proteinases ¢ das condicBes especificas da

reagdo que influem notadamente na composicio de aminoacidos.

A aplicagdo da reacio de plasteina em sistemas alimentares tem sido demonstrada por
varios pesquisadores. Podemos destacar sua acio na reducio do sabor amargo de hidrolisados
proteicos, na mncorporaglo de aminoacidos essenciais, na produgfio de fontes protéicas com

baixo teor de fenilalanina e, mais recentemente, como agente oxidante.

O mecanismo pelo qual ocorrem estas mudancas ndo esta esclarecido. Isto se deve, em
parte, pelas diferentes condigdes da reagéo, como concentracio do substrato, tipo de enzima,
pH, tempo, temperatura, e também pelas técnicas utilizadas para monitorar e caracterizar esta
reacdo. Assim, ¢ importante que o termo “reagfio de plasteina” seja mais bem definido para
que os mecanismos envelvidos na reagdo e sua aplicagio tecnologica possam  ser

desenvolvidos.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagio quimica da plasteina
produzida a partir de hidrolisado pancreatico de isolado protéico de soja (IPS). O hidrolisado
de IPS foi produzido em um reator de sistema descontinuo, usando-se 5% de substrato, relagéo
enzima/substrato 1/20, durante 6h, a 37°C, sob agitacgo. O grau de hidrolise, determinado
através da solubilidade do nitrogénio em TCA a 10%, foi de 83,7%. A plasteina foi produzida
a partir deste hidrolisado na concentragdo de 40% em solucéio aquosa. pH 7, durante 24h a
37°C, sob repouso. A produtividade da plasteina, determinada através da insolubilidade do
nitrogénio em TCA a 10%, foi de 65,8%. Na caracterizagfio quimica, foi verificada a
distribuicio dos pesos moleculares do hidrolisado e da plasteina por meio de eletroforese em
gel de poliacrilamida, na presenga de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e cromatografia
de exclusfio molecular. A SDS-PAGE nfo permitiu a visualizagio das bandas tanto no
hidrolisado quanto na plasteina. A cromatografia de exclusio molecular indicou diferencas na
distribuicso do peso molecular do hidrolisado e plasteina. O hidrolisado apresentou 5 fragdes
de PM na faixa de 5,4 a 66,2 kDa ¢ a plasteina com 2 fragSes de PM na faixa de 9,6 e 58,7
kDa. O escore quimico de aminodcidos essenciais confirmou a presen¢a dos aminoacidos
sulfurados como limitantes sendo obtido os valores de 93,2 ¢ 96,4% para o hidrolisado e
plasteina, respectivamente. A modificagdo enzimatica através da reagéo de sintese de plasteina
mostrou ser um processo vidvel na producio de matéria prima para formulagdes alimentares
de uso em nutricdo clinica e em outros sistemas, sendo necessaria a suplementagdo de

metionina quando utilizada como fonte exclusiva de proteina, especialmente para criangas.

Palavras-chave: plasteina, hidrolise enzimatica, pancreatina, isolado protéico de soja, peso

molecular, escore quimico.
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SUMMARY

The objective of this research was to characterize chemically the plastein produced
from a pancreatic hydrolysate of soy protein isolate (SPI). The SPI hydrolysate was obtained
by an enzymatic discontinuous process in an hydrolysis reactor, with a 5% substrate
concentration, an enzyme/substrate ratio of 1/20, and an incubation temperature of 37°C for 6
hours under constant stirring. The degree of hydrolysis, determined by nitrogen solubility in
10% TCA, was 83.7%. The plastein was produced from this hydrolysate with a 40% substrate
(w/v) at a pH of 7 at 37°C, for 24 hours without stirring. The vield of plastein, determined
through nitrogen insolubility in 10% TCA was 65.8%. The protein profile was analyzed by gel
electrophoresis In polyacrylamide gel, in the presence of sodium dodecyl sulphate (SDS-
PAGE) and by molecular exclusion chromatography. The SDS-PAGE did not permit the
bands visualization. The molecular exclusion chromatography pointed out differences in the
molecular weight (MW) profiles of the hydrolisate and plastein. The SPI hydrolysate
presented 5 zones in the region between 5.4 and 66.2 kDa while plastein presented 2 zones in
the MW of 9.6 and 38.7 kDa. The amino acid scoring showed that the limiting amino acids
were the sulfur-containing amino acids, reference values of 93.2 and 96.4% were observed for
the hydrolysate and plastein, respectively. The enzymatic modification through the plastein
synthesis reaction showed to be a viable process for production of raw material in food
formulation for clinical nutrition and other systems, but it should be supplemented when used

exclusive source protein, specially for children products.

Key words: plastein, enzymatic hydrolysis, pancreatin, soy protein isolate, molecular weight,

armino acid scoring.
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1 - INTRODUCAO

O interesse na utilizacdo de proteinas vegetais e seus derivados pela indGstria de
alimentos tém crescido nos tlumos anos [61]. A soja, devido 4 suas qualidades nutricionais e
funcionais, disponibilidade de mercado, baixo custo e desenvolvimento de tecnologia

apropriada, apresenta um consumo aumentado entre os povos ocidentais [9].

A soja brasileira {subgénero Glycine), considerada como “soja tropical” apresenta em
média de 21% de oleo e 42% de proteina no farelo. Em 2002, o Brasil foi o principal
exportador do farelo, detendo 32% do mercado mundial. O mercado interno da soja concentra-
se no consumo de 6leo e ragdo animal, sendo pequeno o consumo da soja em grio e seus

derivados na alimenta¢&o humana [37].

O isolado protéico de soja (IPS) € um derivado da soja amplamente utilizado pela
inddstria de alimentos, sendo o Brasil um grande exportador desta matéria prima [37]. O IPS €
obtido a partir dos flocos ou farinha de soja desengordurada, e contém no minimo 90% de
proteina (N x 6,25) em base seca [38, 48]. Conforme a Legislacdo Brasileira a Proteina Isolada

de Soja deve possuir no minimo 88,0% de proteina (N x 6,25) em base seca [5].

Embora a fun¢fo nutricional das proteinas e sua importancia para a manutengao da boa
saude fisica e mental sejam reconhecidas, os conceitos de qualidade nutricional das proteinas
tém sido amplamente discutidos e modificados nos Gitimos anos. A soja, devido a sua grande

utilizagfo, tem sido minuciosamente estudada.

A qualidade nutricional das proteinas depende basicamente de sua composicio em
aminoacidos essenciais, digestibilidade, biodisponibilidade e auséncia de toxicidade e/ou
propriedades antinutricionais [47]. A escolha do método depende de diversos fatores:

reprodutibilidade de resultados, rapidez de obten¢do de resultados e custos {15].

A utilizacdo de dietas contendo a soja como fonte protéica exclusiva tem sido estudada
por diversos autores. Ao avaliar o balango de nitrogénio em adultos, CARIAS er a/ [13],

HENLEY & KUSTER [24], ISTEFAN ef al [29], SARWAR & MACDONOUGH [45],
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TORUN et al {55}, YOUNG et al [62] ¢ YOUNG & PELLET [63] demonstraram que o IPS

poderia ser utilizado como tnica fonte protéica de nitrogénio e aminoécidos essenciais.

A modificagdo enzimdtica também pode ser empregada visando a melhoria da
qualidade nutricional e funcional de uma proteina. A hidrélise protéica pode ser realizada por
meio de enzimas, acidos ou alcalis. Centudo, a hidrélise enzimatica é mais adequada em
relag@o aos métodos quimicos, quando a aplicagdo ¢ dirigida a fins nutricionais. Qs  critérios
de selecdo mais importantes a serem considerados em hidrolisados protéicos incluem valor

nutricional, custo, sabor, antigenicidade, solubilidade e funcionalidade [32].

O sabor de hidrolisados protéicos enzimaticos é normalmente caracterizado por um
amargor associado ao aparecimento de peptideos que apresentam aminoécidos hidrofébicos no
terminal carboxilico [22]. Vérios métodos tém sido estudados com o obietivo de remover este
amargor, sendo os mais empregados a separacfo seletiva e reacfo de sintese de plasteina |1,
41].

A reaclo de sintese de plasteina pode ser considerada um processo enzimatico que
ocorre de modo reverso & hidrolise usual catalisada por proteinases [8, 27, 28, 57, 60].
Operacionalmente, a formacio de plasteina tem sido definida como a formacio de material
nsolivel em solu¢do de TCA 10%, etanol 70% ou acetona [53]. Esta reacio tem sido utilizada
para as proteinas de soja e, em menor grau, para caseina, ovalbumina, proteinas de soro lacteo,

concentrado protéico de peixe e outras fontes protéicas nfo convencionais.

Embora a reacdo de sintese de plasteina tenha sido descrita ha mais de 100 anos, os
mecanismos envolvidos na reagdo ainda ndo estdo completamente elucidados. Na década de
70, os alemdes e japoneses publicaram diversos trabalhos envolvendo a reacdo de plasteina e
0s mecanismos envolvidos nesta reac@io. Neste periodo, a reacio de plasteina foi considerada
um processo reverso a hidrolise enzimética tradicional, tendo como substrato uma elevada
concentracdo de peptideos, os quais eram condensados resultando em um novo material

protéico de alto peso molecular [7, 8, 43, 57, 60].
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A partir da década de 80, pesquisadores propuseram outros modelos de mecanismos
para a reacdo de plasteina. LOZANO & COMBES [35] sugeriram que o processo de
transpetidacio ocorre como mecanismo primario. ANDREWS & ALICHANIDIS [4],
HOFSTEN & LALASIDIS, [27] e SUKAN & ANDREWS [53] consideraram pouco provavel
a formacdo de novas ligacdes peptidicas ¢ que as forgas fisicas, como interacdes hidrofobicas e

iénicas, seriam as mais importantes na reacio de sintese de plasteina.

A estrutura da plasteina se assemelha ao das proteinas desnaturadas. O fato que a
estrutura inicial da proteina nio ¢ restaurada na formaco da plasteina pode ser confirmado
pela auséncia da atividade enzimadtica nas plasteinas obtidas de hidrolisados de pepsina e
tripsina; e também pela auséncia de atividade hormonal nas plasteinas obtidas de insulina.
Apesar das plasteinas diferirem das proteinas iniciais na sua estrutura secundaria e tercidria,
elas se assemelham s proteinas em muitas propriedades fisico-quimicas. S8o clivadas por
varias enzimas proteoliticas, reagem com ninidrina, formam complexos com cobre e sdo

precipitadas pelo acido tricloroacético {107,

As propriedades da plasteina dependem da extensfio da degradagfo do hidrolisado
aplicado, da natureza dos substratos, do tipo de proteinases e das condi¢bes especificas da

reacdo gue influem notadamente na composi¢do de aminoacidos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as propriedades quimicas ¢ nutricionais do
isolado protéico de soja modificado através da reagdo de hidrdlise enzimatica e sintese de

plasteina, utilizando a pancreatina como sistema enzimatico.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Material

O substrato utilizado foi o Isolado Protéico de Soja Samprosoy 90-NB fornecido pela
Santista Alimentos S.A. A enzima utilizada para hidrélise e sintese de plasteina foi a

pancreatina de péncreas suino (Merck) com atividade declarada de 350 FIP/g de protease. Os
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demais reagentes foram de grau analitico (p.a.) de diversas procedéncias. Os equipamentos

usados foram especificos para cada método.
2.2 — Miétodos
2.2.1 ~ Composicio centesimal do isclade protéico de soja (IPS)

O teor de proteinas (base seca) foi determinado multiplicando-se a porcentagem de
nitrogénio pelos fatores 6,25 e 3,71, sendo o nitrogénio determinado pelo método Kjeldahl
(semi-micro), conforme procedimento da AOAC [6]. Os teores de Umidade e Cinzas foram
determinados conforme procedimento da AOAC [6] e Lipides totais, segundo BLIGH &

DYER [11]. A determinacgfo da composicio centesimal foi analisada em triplicata.
2.2.2 — Producio do hidrolisado pancreatico de IPS

A hidrélise do IPS foi feita conforme MARTINS {36], modificado por SALADO [44]
(com ajuste de pH), em sistema descontinuo. O reator enzimatico (marca Tecnal) com
capacidade de 10L foi projetado e adaptado para as condigbes de hidrolise necessérias,
apresentando banho-maria com circulagdo de 4gua e péa para agitacdo controlada (rpm). Os
pardmetros da reacdo empregados foram: concentracdio de substrato a 3%, relacdo
enzima/substrato de 1/20. ajuste de pH para 7.5 com solugio de NaOH a 1IN, duragio de 6h,

agitagdo de 50 rpm e temperatura de 37°C. Foram realizadas 4 repeticdes de 10L cada.

Para produzir o hidrolisado, a suspensio aquosa de IPS foi aquecida com Aagua
deionizada até 37°C e verificado o pH, que foi em média de 6,85. Foi acrescentado Img/mL
de azida sddica (NaN3) como agente antimicrobiano. Em seguida, foi adicionada a pancreatina
previamente dissolvida em dgua. feito o ajuste de pH para 7.5, e monitorado a cada hora de
reagdo. A hidrolise foi controlada pela determinacdio do grau de hidrélise (GH) através da
solubilidade do nitrogénio em solucdio de TCA a 10% no tempo 0 a apds 6h, segundo método
proposto por YAMASHITA et al [60], onde a proteina precipitada por solucdo de TCA a 10%

foi centrifugada a 10.000 rpm durante 15 minutos, na temperatura de 4°C. O nitrogénio do
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sobrenadante foi determinado pelo método Kjeldahl (semimicro). conforme procedimento da

AOAC [6].

Apds o periodo de reagio, a dispersdo resultante foi aquecida a 70°C por 10 minutos
[39]. O hidrolisado foi resfriado até temperatura ambiente, sendo liofilizado e acondicionado
em embalagens plésticas, armazenado em freezer até a realizagho das analises e utilizacio

como substrato para a reacéo de sintese de plasteina.

2.2.3 — Producio da Plasteina

A reacBo de sintese de plasteina foi realizada conforme procedimento descrito por
MARTINS [36], sendo utilizado como matéria-prima o hidrolisado pancreético de IPS (40%)
em solucdo aquosa pH 7.0; com relagdo enzima/substrato de 1/20 e Img/mL de NaN;. A
incubagdo ocorreu em reator marca Jecnal, com capacidade para 10L, sob repouso, a 37°C,
durante 24h. A reaclo de sintese de plasteina foi monitorada pela determinacio da
produtividade (o) em solugdo de TCA a 10%, sendo definida como a relagdo de nitrogénio
insoluvel em solucio de TCA 10% pelo nitrogénio total [60]. Ap6s a incubagio, procedeu-se

de forma semelhante ao hidrolisado. Foram realizadas 2 repeticdes de 2L cada.
2.2.4 — Determinacio do peso molecular

A distribuicdo do peso molecular do IPS, hidrolisado pancredtico e plasteina de IPS foi
determinada pela eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) e através da cromatografia de exclus@o molecular. A SDS-PAGE foi realizada
de acordo com o procedimento descrito por LAEMMLI [31] e adaptado ao método proposto
por PETRUCCELLI & ANON [43], utilizando gradiente de gel de 4 a 20%. A amostra,
contendo 5mg de proteina/ml de tamp&o contendo 0,5M de Tri-HCI (pH 6.8), 10% de glicerol
(v/v), 10% de SDS (p/v), 5% de B-mercaptoetanol (v/v) e 0,1% de azul de bromofenol (p/v),
foi aquecida a 95°C durante 4 minutos e depois resfriada. Foram aplicados 10uL no gel. A
SDS-PAGE foi realizada num sistema de tampfo continuo de SDS-Tris-Glicina, contendo
0,025M de Tris-HCL, 0,192M de Glicina e 0,1% de SDS (p/v) em pH 8.3, durante 2 horas,
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tendo no inicto uma amperagem média de 40mA e poténcia de 5W e, ao final da corrida,
18mA e 2W. Os géis foram corados e fixados por 30 minutos em solugdio 0,1% de Coomassie
Blue R-250 (p/v) em solugdo de metanol 40% (v/v) e dcido acético 10% (v/v). Em seguida, as
bandas foram descoradas com solug@io de metanol 40% e 4cido acético 10% por 3 horas até
visualizagdo adequada. O gel foi fotografado e estocado em solugiio de acido acético a 10%
(v/v). A calibraciio do gel foi realizada com padrdes de proteina da Pharmacia Cujo peso
molecular variou de 14,4 a 94 kDa (o-lactoalbumina — 14,4kDa; inibidor de tripsina — 20,1
kDa; anidrase carbdnica — 30 kDa; ovalbumina — 43 kDa: albumina bovina— 67 kDa e

fosforilase b — 94 kDa).

A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada de acordo com o procedimento
descrito por ANDREWS [3], utilizando o gel Sephacryl $-200, que contém dextrano e
poliacrilamida e ¢ estdvel em pH entre 3 e 11. O gel foi equilibrado em tampéo fosfato 0,05M,
pH 5.8 A cromatografia foi desenvolvida em coluna XK-16/100 (Pharmacia), a uma
velocidade de ImL/min., na temperatura de 22°C. Foram coletadas fracdes de 3mL, sendo as
proteinas detectadas pela leitura de absorbédncia, no comprimente de onda de 280nm, em
cubetas de lem de caminho éptico. O volume de exclusiio (Vo) foi determinado usando Blue
Dextran 2000 (Img/mL) da Sigma. A coluna foi calibrada pela eluicio de padrdes de proteinas
da Pharmacia, variando de 13,7 a 67 kDa (ribonuclease A bovina - 13,7 kDa;
quimotripsinogénio A bovina— 25 kDa; ovalbumina — 43 kDa; albumina bovina- 67 kDa e
aldolase — 158kDa).

2.2.5 —~ Escore quimico de aminodcidos essenciais (EQ)

Calculado a partir do resultado do aminograma, utilizando o padrdo de referéncia da
FAQ/OMS [18], segundo YOUNG & PELLET [63], sendo expresso pela seguinte formula:

EQ (%)= mg de aminoacido / g de proteina teste

x 100
mg de aminoécido / g de proteina padrio
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A analise de aminoacidos essenciais foi feita através do método de SPACKMAN et af
[481. sendo o triptofano determinado segundo ALRED & MacDONALD [2]. A determinacéio

foi realizada em duplicata.
2.2.6 — Analise estatistica

As médias dos resultados obtidos foram submetidas & anélise de varidncia e, quando
diferentes, pelo teste de Tukey ao intervalo de 5% de significdncia [14]. Para as curvas de

calibragdo foi utilizado o coeficiente de correlacdo obtido por regressio linear.

3 -RESULTADOS E DISCUSSAQO

3.1 — Caracterizacio da matéria prima

O isolado protéico de soja pode apresentar composicfio centesimal variada dependendo
do processamento € das condigSes de cultivo [46]. Assim, a padronizagio da matéria prima é
uma caracteristica importante para a producio de hidrolisados e plasteinas com propriedades

similares.

Os resultados relativos & analise centesimal do IPS Samprosoy 90-NB encontram-se na
Tabela 1. Para os calculos de conversio do nitrogénio em proteina foram utilizados os fatores
6,25, que ¢ utilizado na legislagdo bromatoldgica brasileira e também pelas indastrias de
alimentos e 5,71, que ¢ o mais adequado por representar o conteudo nitrogenado especifico da
soja [48]. Os valores obtidos (90,2% para o fator 6,25 ¢ 82,4% para o fator 3,71) estdo de
acordo com os recomendados pela legislagio [5] e encontrados por MARTINS [36], HENN
[25] e SALADO [44], todos considerando o fator de conversdo de 6,25. Valores superiores de
96.9% (N x 6,25) em base seca foram obtidos por SOUZA [49] no IPS produzido a partir de
farinha desengordurada de soja, sob diferentes temperaturas e com rendimento médio de

26,57%.
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TABELA 1. Composicio centesimal aproximada do isolado protéico de soja

Componentes (%) Isolado Protéico de Soja — IPS'
Proteina (N x 6,25) 90.2 £ 0,04

Proteina (N x 5,71)° 82.4 + 0,04
Umidade 5.4 0,09

Cinzas’ 3,9+0,05

Lipideos’ 0,7+0,11

' Valores médios de 3 determinacdes + desvio padrio
? Valores expressos em base seca

O contetido de umidade e cinzas estd de acordo com encontrados por MARTINS [36],
SALADO [44], HENN [25] e SOUZA [49]. Quanto ao contetdo de lipideos, o valor obtido
estd semelhante ao descrito por MARTINS [36] e SALADO (44] e abaixo dos valores
encontrados por HENN [25] ¢ SOUZA [49]. HENN & NETTO [26] avaliaram 13 IPSs
comerciais de diferentes marcas e obtiveram diferentes valores quanto ao conteido de

proteina, lipideos, umidade ¢ cinzas.

Conforme informagdes do fabricante, o IPS Samprosoy 90-NB apresenta um minimo
de 90,0% de proteina (N x 6,25, base seca), maximo de 6,0% de umidade, 0,7% de fibra bruta,
0,8% de lipideos, 5,5% de material mineral e pH na faixa de 6,7 a 7,1. Em adicdo, a
granulometria (retengdo 100 mesh) deve ser de no méaximo 10,0%. Este IPS é especialmente
recomendado para a formulagio de bebidas, sobremesas, alimentos infantis e substituto parcial

ou total da proteina do leite.

3.2 - Preoducio do hidrolisado e plasteina

O grau de hidrélise ou indice de solubilidade em TCA a 10% foi utilizado para
verificar a extens&o da hidrélise protéica. Considera-se que, quanto maior ¢ seu valor, maior o
rendimento de peptideos de baixo peso molecular [60]. NETTO [39], HAGAN & VILLOTA
[23] obtiveram elevado grau de correlacdo entre o método de TCA a 10% e o método de

TNBS proposto por ADLER-NISSEN [1]. O método da solubilidade em TCA foi escolhido
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por permitir a comparagio com o rendimento da plasteina, que ¢ expresso pela insolubilidade

do nitrogénic em TCA a 10%.

O hidrolisado pancreatico de IPS apresentou elevado grau de hidrdlise (83,7%),
proximo ao valor obtido por SALADO [44], de 85,4% (com controle de pH) e inferior ao
obtido por MARTINS [36], de 69,7% (sem controle de pH). Estes valores s3o superiores aos
apresentados por NETTO {39] (21,5%), embora as cor;digc”)es de hidrélise tenham sido
diferentes. Em relacdo ao controle de qualidade, é importante trabalhar com pardmetros
padronizados de concentragdo de substrato, relagio enzima/substrato, pH e temperatura para a

obtenc¢do de hidrolisados com o mesmo perfil de PM [25].

Este elevado grau de hidrélise provavelmente foi obtido devido & utilizacio de uma
mistura de exo- € endopeptidases (pancreatina), que ainda é de baixo custo, segue o modelo da
digestdo fisiologica € ndo necessita de mudangas drasticas de pH, o que contribui para a boa

osmolalidade do produto [36].

A plasteina obtida a partir do hidrolisado pancredtico de IPS obteve 65,8% de
produtividade avaliada através da insolubilidade do nitrogénio em solucfio de TCA a 10 %.
Este resultado € concordante com o obtido por MARTINS [36]. TSAI et af [56] ¢
SCHMANDKE [46], onde o rendimento da plasteina for maximo com concentracles de
substrato entre 30 e 40%. Um aspecto importante da obtencio desta plasteina ¢ o pH 7,0 da
reacdo de sintese, o qual foi bem proximo ao utilizado para a obtencdo do hidrolisado (pH

7,5).

BROWNSELL er al {12] e WILLIAMS er ol [59] avaliaram a aplicagdo da sintese de
plasteina na micoproteina (Quorn™) produzida pela fermentacdo da cepa de Fusariuns
graminearum. Os autores verificaram que o rendimento da plasteina ndo foi afetado pelo pH
da reacfio que variou de 3.0 a 7.5, mas foi incrementado pela concentragio do substrato,
mostrando-se superior quando a concentragéio era de 43% (p/p). SYNOWIECKI er al [54]

obtiveram maior rendimento quando a reagfio de sintese de plasteina foi realizada com 50% de
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hidrolisados de eritrécito bovino, utilizando a Alcalase como sistema enzimatico nas duas

etapas.

A utilizagdo do mesmo sistema enzimdtico nas reacdes de hidrolise e sintese de
plasteina € considerada um fator importante no controle do processe. Caso contrario, a
hidrolise podera ser favorecida mesmo, sob condigdes distintas e adversas. SYNOWIECK] e
al [54] consideram essencial verificar se a enzima retém sua atividade catalitica nas condigdes
da reagdo de sintese de plasteina, pois uma mistura de peptideos poderia ser ainda clivada
durante a sintese, formando novos aminogrupos, dificultando a interpretacdo dos mecanismos

desta reacfo.

A formagédo simultdnea de pequenas quantidades de material de baixo e elevado peso
molecular pode, em alguns casos, revelar a evidéncia do mecanismo de transpetidacio, o qual
poderia ser igualmente explicado pela formagiio de material agregado, acompanhado de pouca
hidrélise continua. LOZANO & COMBES [35] verificaram que a atividade enzimatica &
alterada com a concentragdo do substrato e os valores de transpeptidacdo/condensacio

diminuem quando a concentracio do substrato aumenta.

A wutilizagdo de exo- e endopeptidases para avaliar os mecanismos da reacdo de
plasteina de casefna também foi avaliada por STEVENSON ef o/ [52]. Os autores utilizaram
técnicas de ressonéncia nuclear magnética (NMR) e espectometria de massa ¢ demonstraram
que podem ocorrer os quatro processos discutidos anteriormente (hidrolise, condensacio,
transpeptidacdo e agregacdo fisica) conforme as condigdes da reacio. Em sistemas de
pequenos peptideos, as reagdes de condensagiio e transpeptidacio ocorreram dando formac@o a
um produto insoluvel (precipitado), com evidente preferéncia dos peptideos hidrofdbicos neste
processo. Quando altos niveis de peptideos hidrofobicos marcados foram acrescentados ao
hidrolisado de caseina também havia evidéncia da reagdo de condensacio, principalmente se
exopeptidases foram usadas na reacdo. O uso de endopetidades resulta em pouca condensacio
ou transpeptidagdo. Os autores verificaram que, em presenca de elevada concentracdo de
substrato, houve a detecglio de ligacdio covalente entre os peptideos hidrofilicos e alguns

peptideos de maior peso molecular presente na mistura.
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3.3 — Caracterizacio do peso molecular

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) tem sido muito utilizada para prover resolugdo adicional de peptideos maiores que 5
kDa e assim., complementar os dados de distribuicdo de peso molecular obtidos pela
cromatografia de exclusdo [33]. A curva de calibrago e os perfis eletroforéticos do

hidrolisado e da plasteina sfo monstrados nas Figuras I e 2, respectivamente.

O método de SDS-PAGE com gradiente de 4 a 20% de acrilamida permitiu o
monitoramento das mudancas ocorridas com a IPS submetida as reagSes de hidrélise e
plasteina. O IPS apresentou 7 bandas com PM que variou de 20,2 a 81.4 kDa. Este resultado
esta de acordo com os perfis eletroforéticos apresentados por SOUZA [49] e HENN [25]. No
hidrolisado pancredtico e plasteina ndo houve a detecgdo de bandas, sendo verificado uma
coloracio mais intensa na regido inferior ao PM de 28kDa. Apesar desta metodologia ndo ser

especifica para peptideos de baixo peso molecular, verifica-se que a hidrélise foi extensa.

MARTINS [36] avaliou a SDS-PAGE do IPS, hidrolisado pancreatico e plasteina de
IPS em gel a 8% de acrilamida e os resultados mostraram-se diferenciados. O IPS apresentou
PM variando de 14,4 a 71 kDa e nfo foi possivel detectar bandas com PM inferior a 60kDa
tanto para o hidrolisado quanto para a plasteina. Esta diferenca pode ser explicada pelo maior

grau de hidrolise do hidrolisado atual e também pela mudanga da metodologia empregada.

A pancreatina que é um sistema enzimatico formado por uma mistura de tripsina, o-
quimotripsina e carboxipeptidades A e B, tem ambas as atividades de endo- e exopeptidases
[69]. Na SDS-PAGE apresentou 7 bandas na concentragio de Smg/mL e 6 na concentragdo de
2.5mg/mL. O PM variou de 14,1 a 53,4 kDa e néo foi detectada nenhuma banda tipica da
enzima nos produtos da modificagfo enzimatica (hidrolisado ¢ plasteina). Isto provavelmente
ocorre pela baixa concentracdo da enzima e/ou por ter sido parcialmente utilizada como

substrato da hidrélise [57].
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FIGURA 1. Curva de calibracdo da eletroforese em gel de poliacrilamida (4-20%), em
presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). A SDS-PAGE foi realizada

em sistema de tamp3o continuo de SDS-Tris-Glicina 0,025M ¢ pH 8,3.
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FIGURA 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida {4-20%), na presenca de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) da IPS, hidrolisado pancredtico e plasteina de IPS. Colunas
1 e 7: Padrio; Coluna 2: IPS; Coluna 3: Hidrolisado de IPS; Coluna 4: Plasteina

de IPS; Coluna 5: Pancreatina (5Smg/mL) e Coluna 6: Pancreatina (2,5mg/mL).
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Os resultados da SDS-PAGE estdo de acordo com a sensibilidade do método e dos géis
empregados. A eletroforese ¢ importante no monitoramento das modificagdes ocorridas
durante a ac%0 enzimatica. No entanto, na concentracio do gel utilizado, esta técnica nfo foi

eficiente para a detecgfio de peptideos de baixo peso molecular.

A cromatografia de exclus@o molecular € uma téenica utilizada para a determinacio do
peso molecular de proteinas através da correlagio entre o volume do padrio eluido e seu
tamanho molecular. O peso molecular (M)} do hidrolisado e da plasteina foi determinado pela

relacdo empirica proposta por WHITAKER [58], onde:

Ve -V
LogiuM=a+bVe/Voe Ko=—2 onde:
Vi—Vo

K.y = coeficiente de distribuicio
Ve = volume de eluig@o da proteina
Vo = volume de elui¢do do Blue Dextran 200 (73.0mL)

Vt = volume total da coluna (186,0mL)

O parfmetro K,, (coeficiente de distribui¢dio) representa o volume interno que €
acessivel para uma determinada preieina e existe uma relacdo linear entre os valores de K,y €
o logaritmo do PM das proteinas [34].

A curva de calibracdio dos padrSes moleculares em gel Sephacryl S-200 e o perfil

cromatografico do hidrolisado e plasteina estéo ilustrados nas Figuras 3e 4.

O hidrolisado pancreatico de soja apresentou 3 fracdes com PM na faixa de 5.4 a 66,2
kDa, enquanto a plasteina apresentou 2 fragdes definidas com PM na faixa de 9,6 ¢ 58,7 kDa .
A primeira fragio do hidrolisado (Ve = 163mL) que representa 17,2% do hidrolisado e
apresenta PM de 66,2 kDa; fol detectada proxima a plasteina (Vé = 152mL) com PM de
58,7kDa e representa 15,4% da plasteina eluida. As fragdes 2, 3 ¢ 4 do hidrolisado (10, 20 e
10%, respectivamente) apresentaram PM entre 14,7 e 44,3 kDa e ndo foram identificadas na
plasteina. A 5 fracdo do hidrolisado apresentou PM de 66,2 kDa enquanto na plasteina a 2°
fragio apresentou PM foi de 58,7 kDa.
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FIGURA 3. Curva de calibracdo dos padrbes moleculares em gel Sephacryl S-200 eluido em
tampdo fosfato 0,05M, pH 3,8 e detectado em absorbancia de 280nm.

3]
D

h..
Uh
|
e
mw
"
53
[N
5
fshg
s

- Hidrolisado ! \
: R
s JooN
< B I \i
0,5 e ;' / \~=_ E / - 0,5
Pl : : . . §
tA o : P i f "
8 G& 186 285 373 465
Ve (mi)

FIGURA 4. Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em gel Sephacryl S-200 do
hidrolisado pancreatico e plasteina de IPS, eluido em tampéo fosfato 0,05M, pH

5.8 e detectado em absorbincia de 280nm.
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Os resuitados sugerem que. na plasteina, houve predominincia de peptideos baixo e
alto PM, enquanto no hidrolisado houve uma melhora na sua distribuicfio. com fracdes de
baixo, médio ¢ elevado PM. Estes dados diferem da SDS-PAGE. onde nio foi detectado
peptideo de elevado PM. Isto provavelmente ocorreu, porque na SDS-PAGE h4 o rompimento
das interagdes ndo covalentes e ligacio dissulfeto, enquanto na cromatografia, utilizando o

tampao fosfato, ndo ocorre este tipo de rompimento.

A Tabela 2 contem os valores calculados para a SDS-PAGE e cromatografia de
exclusdo molecular. Os valores da cromatografia de exclusio molecular sfo diferentes dos
apresentados por MARTINS [36]. que utilizou o gel Bio-Rad P60 ¢ detectou duas fracdes na
faixa de 45 kDa e 420 Da para o hidrolisado de IPS e 6 fracdes pouco definidos na faixa de 47

kDa a 350 Da para a plasteina.

TABELA 2. Distribuigéo de peso molecular (PM) do hidrolisado e plasteina de IPS obtidos
através da eletroforese em gei de poliacrilamida (4-20%), na presenca de dodecil
sulfato de sddio de sédio (SDS-PAGE) e cromatografia de exclusio molecular

em gel Sephacryl S-200, eluido em tampéo fosfato 0,05M, pH 5,8.

Produto SDS-PAGE Cromatografia de Exclus&o Molecular
Hidrolisado - 66,2 ~ 44,3 -297 147 -54
Plasteina - 58,7~ 9.6

TSAI e al [36] obtiveram fragdes de maior peso molecular na plasteina em relacio ao
hidrolisado e verificaram que as plasteinas produzidas com peptideos de PM médio de 1043 e
685 Da eram mais eficientes (nitrogénio insolivel em TCA 10%) que as fracdes de PM acima
ou abaixo destes PMs. Foi demonstrado ainda que, quando as plasteinas obtidas destas duas
fracdes foram submetidas a SDS-PAGE em gel 7,5%, foram detectados PM de 25 kDa,

demonstrando o aumento do PM neste tipo de reagéo.
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YAMASHITA ef al [60] também observou a formagdo de peptideos de elevado PM
durante a reaco de sintese de plasteina através de espectroscopia em infravermelho e uso de
deutério. Outros trabalhos citados na literatura especializada tém demonstrado que a reagdo de
sintese de plasteina ¢ eficiente na incorporagio de ésteres de aminoacidos visando a melhoria

da qualidade nutricional da matéria prima [7, 22, 60].

ARAI & FUJIMAKI [7] consideram que a ligacdo peptidica na sintese de plasteina
pode ocorrer por transpeptidagdo e/ou condensacio e que pode ser mais provavel que ocorram
ambas as reagdes com extensdo variavel, dependendo das condi¢cdes experimentais e da

natureza dos peptideos envolvidos.

Em oposi¢io, SUKAN & ANDREWS [53] caracterizaram uma plasteina obtida a partir
de hidrolisado péptico de caseina e o perfil dos peptideos originalmente presentes no
hidrolisado, também estavam presentes na plasteina; e que ¢ conteudo de aminogrupos nio
foram alterados na formacdo de plasteina. Estes experimentos, adicionados aos de eletroforese
em gel mostraram que somente ligagdes hidrofobicas e idnicas estdo envolvidas na formacdo
da plasteina, ndo tendo sido detectada formacdo de ligacdo peptidica ou transpeptidacio. Eles
ainda obtiveram maior rendimento da plasteina quando a mesma proteinase era usada em
ambos 0s estagios da reagio e o peso molecular do substrato era de 380-800 Da. EDWARDS
& SHIPE [17] também verificaram que ndo houve aumento no PM da plasteina determinada

atraves da eletroforese contendo SDS e obtida a partir de hidrolisado péptico de ovalbumina.

BROWNSELL er af [12] e WILLIAMS et of [39] avaliaram a aplicagdo da reacéo de
sintese de plasteina na micoproteina (Quormn™) produzida pela fermentagdo da cepa de
Fusariuns graminearum. Foram utilizados vérias enzimas (pepsina, tripsina, quimotripsina,
papaina e proteinase de Streptomyces griseus) e os autores verificaram, por meio da filtracio
em gel (Superose 12), cromatografia de troca idnica, analise de aminodcidos e calorimetria
diferencial de varredura (DSC), que a formagio da plasteina € um processo de agregacio
fisica, a qual apresentou estrutura de um gel tixotrépico, ou seja, o comportamento do gel

muda com o tempo e/ou com a forga de cisalhamento.
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STEVENSON ef ol [52] utilizaram técnicas de ressonéncia nuclear magnética (NMR)
¢ espectometria de massa para avaliar os mecanismos envolvidos na sintese de plasteina de
caseina utilizando exo- e endo-peptidases. Eles demonstraram que podem ocorrer 08 processos
de hidrolise, condensagdio, transpeptidacdc e agregacdc fisica, conforme as condigdes da
reacdo. Em sistemas contendo pequenos peptideos, as reagdes de condensagdo e
transpeptidac@o ocorreram dando formaglio a um produto insoltvel (precipitado), com

evidente preferéncia dos peptideos hidrofébicos neste processo.

Os trabalhos citados na literatura demonstram que a reag&o de sintese de plasteina é um
processo no qual podem estar envolvidos diversos tipos de ligagdes quimicas e que as
caracteristicas finais do produto dependem das condigdes da reagfio, da composicdo
aminoacidica da proteina utilizada como substrato e também com as técnicas empregadas para

a sua caracterizagao.

3.4 — Escore quimico do IPS, Hidrolisado pancreatico e plasteina

O valor nutritivo da proteina depende principalmente de sua capacidade para satisfazer
as necessidades de nitrogénio e de aminoacidos essenciais. Os requerimentos de nitrogénio e
de aminoacidos s8o, por conseguinte, o padrio logico pelo qual se deve medir esta capacidade
na proteina. A capacidade de uma fonte de proteina satisfazer os requerimentos de
aminoacidos ¢ de nitrogénio depende ndo somente da composi¢io de aminoacidos e
digestibilidade da fonte ou mistura de proteinas, mas também da composigio e adequacédo da
dieta como um todo, assim como do estado fisioldgico, nutricional e de satude do consumidor

[15, 63].

A Tabela 3 mostra 0 escore quimico dos aminoacidos essencials do hidrolisado e
plasteina de IPS comparados ao padrdo FAO/OMS [19]. Os resultados demonstram que 0s
aminodcidos sulfurados séo limitantes com escore quimico de 93,2 ¢ 96,4% para o hidrolisado
e a plasteina, respectivamente. Os resultados demonstram o elevado valor nutricional destas

proteinas modificadas enzimaticamente, porém torna-se necessario uma suplementacio dos
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aminoacidos sulfurados quando estes produtos forem utilizados como fonte exclusiva de

proteina.

TABELA 3. Escore quimico de aminodcidos essenciais (EQ) do hidrolisado e plasteina de
IPS.

Aminoacidos Fontes protéicas EQ (%)
essenciais

(mg/g proteina) Padrdo [19]  Hidrolisado Plasteina  Hidrolisado Plasteina
t—

Val 3.5 4,98 5,05 1423 144,3
Tle 2.8 4,83 3,89 172,5 138,9
Leu 7,7 8.17 8,23 106,1 106,9
Thr 3.4 3,49 3,53 102,7 103,8
Met + Cys (%) 2,5 2,33 241 93,2 96,4
Tyr + Phe 6.3 8,66 10,04 137.5 159.4
His 1.9 2,24 2,28 117,9 120,0
Lys 5.8 7,36 6,82 126,9 117,6
Trp 1.1 1,35 1,32 122,7 120,0

O EQ do hidrolisado de IPS foi superior ao relatado por MARTINS [36]. que obteve
81,2% de adequaglo em relac8o aos aminoacidos sulforados. O autor também avaliou o teor
de aminoacidos livres na plasteina produzida pela mistura (50:50) de hidrolisados de IPS e
caseina e verificou que os aminoacidos livres apresentaram uma redugdo de 12% na plasteina.
Os aminoacidos Lys, Met, Phe e Trp foram liberados em maior proporcdo, nio sendo

detectada a prolina na forma livre.

A avaliaglo bioldgica e clinica deste hidrolisado pancreatico de IPS, realizada por

SALADO [44]. indicou que a dieta contendo o hidrolisado foi eficiente para a recuperacio de
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ratos wistar adultos desnutridos, promovendo ganho de peso, balango nitrogenado positivo,
PER, VB e NPU elevados ¢ ainda aumento de niveis séricos de albumina, transferrina e
proteinas totais. Em adigfio, estudos histolégicos realizados pela mesma autora mostraram que
a dieta formulada com o hidrolisado protéico promoveu a recuperacdo adequada tanto do
figado como do intestino dos animais alimentados durante 21 dias, podendo ser comparada aos

niveis de recuperacdo com a dieta de caseina.

NETTO {39] avaliou o efeito de uma dieta contendo hidrolisado pancreatico de soja
em ratos em crescimento e também verificou que esta fonte protéica é eficiente quando
comparada 4 caseina. O autor ainda demonstrou que apds 15 dias de dieta aprotéica as
vilosidades do ileo apresentavam menor tamanho sendo totalmente recuperadas apds 15 dias

de dieta contendo o hidrolisado protéico.

BROWNSELL ef af [12] avaliaram a aplicacfio da reacfo de sintese de plasteina na
micoproteina (Quorn) utilizando a enzima pepsina e 43% de concentraciio de substrato (p/p).
Considerando os aminoacidos Leuw, Ile, Val e Phe como mais hidrofébicos e Asp/Asn,
Ghw/Gin, Lys e Arg como mats hidrofilico, a relacio de aminoacidos hidrofébico/hidrofilico

foi de 24,3/34,1 no hidrolisado ¢ de 41,3/25,1 na plasteina.

A avaliarmos a relacfio hidrofébica/hidrofilica do perfil de aminoéacidos do hidrolisado
pancredtico e plasteina de PIS conforme a descricdo de BROWNSELL er o/ [12], obtivemos
os valores de 23/48 para o hidrolisado ¢ 27/39 para a plasteina de [PS. Estes resultados estio
de acordo com os obtidos por SUKAN & ANDREWS [53], que verificaram a preferéncia pela
incorporacio dos aminoacidos hidrofébicos durante a reacfo de sintese de plasteina obtida de

hidrolisado péptico de caseina.

PELUZIO et al {42], ao avaliarem a qualidade nutricional do isolado protéico da fotha
de mandioca (IPFM) combinada com a caseina (50:50) pela reacdo de sintese de plasteina,
verificaram que houve uma melhora significativa no perfil de aminoécidos, principalmente em

relagio ao acido glutdmico (limitante) que aumentou 60% em relacdo ao IPFM.
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SYNOWIECKI ef al [54] realizaram a avaliagio nutricional de plasteina produzida a
partir de hidrolisado de eritrécitos bovino, utilizando a enzima Alcalase e dietil éster de 4cido
glutdmico. Os resultados indicaram diferengas na composicio aminoacidica do hidrolisado e
da plasteina, onde houve a incorporagdo de elevadas quantidades de acido glutdmico (26%) e
menor teor de aminoacidos livres (1,85 mg ¢! na plasteina ¢ 18,57 mg g no hidrolisado).
Também foram determinados o Quociente de Eficiéneia protéica (PER) e o indice de
aminoacidos essenciais (EAA) dos produtos, Foram obtidos os valores de 3.7 para o PER do
hidrolisado de eritrocitos bovino e de 2.2 para a plasteina e 0 EAA de 67.3 para ¢ hidrolisado e
de 46,0 para a plasteina. Estes resultados estdo relacionados aos baixos teores de aminodcidos

sulfurados e 1soleucina detectados no hidrolisado e na plasteina.

SOUZA et al [50] estudaram a composiciio mineral e de aminoscidos das plasteinas
obtidas da proteina da folha de mandioca, da soja e do soro de queijo. As plasteinas
demonstraram ser uma boa fonte de aminodcidos essenciais, ferro, manganés, magnésio e

zinco e. O sobrenadante apresentou teores elevados de cobre e sédio.

4 - CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou as propriedades quimicas da plasteina produzida a partir de
hidrolisado de isolado protéico de soja, utilizando a pancreatina como sistema enzimatico. O
monitoramento da reagdo de hidrélise e de sintese de plasteina foi realizado através do grau de
hidrélise, verificado pela solubilidade do nitrogénio em TCA 10%, e sendo de 83,7%, e pela
produtividade da plasteina, avaliada pela insolubilidade do nitrogénio em TCA a 10%, e sendo
de 65,8%.

O hidrolisado apresentou perfil cromatografico com 5 fragdes de PM na faixa de 5.4 a
66,2 kDa ¢ a plasteina com 2 fragbes de PM na faixa de 9.6 ¢ 58,7 kDa. O hidrolisado
apresentou uma distribuicdo mais homogénea de PM. A SDS-PAGE ndo permitiu a

visualizac&o das bandas tanto no hidrolisado quanto na plasteina.
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O escore quimice de aminoacidos essenciais confirmou a presenca dos aminoacidos
sulfurados como limitantes sendo obtido os valores de 93,2 e 96.4% para o hidrolisado e
plasteina de IPS, respectivamente. A relacfio hidrofébica/hidrofilica do perfil de aminodcidos
foi de 23/48 para ¢ hidrolisado e de 27/39 para a plasteina, caracterizando o carater mais

hidrofébico da plasteina em relagfo ao hidrolisado.

A moedificagio enzimatica através da reacfio de hidrolise .e de sintese de plasteina
mostrou ser um processo viavel na produgio de matéria prima para ser aplicada em
formulagdes de uso em nutricio clinica ¢ em outros sistemas alimentares onde é necessario o
uso de peptideos de peso molecular variado. No entanto, torna-se necessaria a suplementacio

de metionina quando utilizada como fonte exclusiva de proteina, especialmente para criancas.
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PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE PLASTEINA PRODUZIDA A PARTIR DE
HIDROLISADO PANCREATICO DE ISOLADO PROTEICO DE SOJA

Myrian Thereza Serra Martins
Universidade Federal de Mato Grosso, Culaba-MT, Brasil

Maria Antonia Martins Galeazzi
Universidade Estadual de Campinas. Campinas/SP, Brasil

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar as propriedades funcionais da plasteina
e do hidrolisado de 1solade protéico de soja (IPS) produzidos com pancreatina. A solubilidade
em Agua destilada, solugdo tampdo fosfato 10mM ¢ solucio de 4cido acético 50% (v/v) foi
igual e em torno de 86% para o IPS, 93% para o hidrolisado e 92% para a plasteina. Em
solucdo de SDS 0.3M, ndo houve diferenca significativa, enquanto que em solugfio de TCA
10%, a solubilidade diferiu entre as amostras, sendo maior no hidrolisado (82,90%), seguido
pela plasteina (35,08%) e IPS (21,43%). A capacidade emulsificante foi maior no IPS, seguido
pela plasteina e hidrolisado ¢ foi maior em dgua do que em solucdo de NaCl 0,5M, em todos
os produtos avaliados. A modificacdio enzimatica também promoveu um aumento da
capacidade espumante, sendo maior na plasteina (46,6%), quando comparada ao hidrolisado
(40,0%) e IPS (13,3%). Houve diferenca entre a viscosidade do IPS, hidrolisado e plasteina,
somente quando as amostras foram submetidas a rotagdo de 100 rpm (3.,9; 4,5 e 5,2 ¢P,
respectivamente). A osmolalidade do hidrolisado foi de 328 mOsm/KgH,0 e da plasteina de
342 mOsm/KgH,O, nfo havendo diferenca significativa entre eles. O sabor apresentou valores
médios de 1,8 para o IPS; 3,7 para o hidrolisado e 2,9 para a plasteina, numa escala de 3
pontos, sendo que a menor nota se refere ao produto menos amargo. A reagio de sintese de
plasteina mostrou ser uma alternativa vidvel na utilizacdo de produtos alimentares para
diversos fins, e em especial, bebidas com ampla variacdo de pH, concentracio e condigdes de

rotacdo controlada (100 rpm).

Palavras-chave: plasteina, propriedade funcional, isolado protéico de soja, hidrolise

enzimatica, pancreatina.
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SUMMARY

The objective of this research was to characterize functionally plastein produced from
pancreatic hydrolysate of soy protein isolate (SPI) produced with pancreatin. The solubility
was modified by medium dissolution of protein sources, being approximately 86% for the SPI,
93% for the hydrolysate and 92% for the plastein in water, 10 mM sodium phosphate buffer
and 50% acetic acid (v/v). In 0.3M SDS there has been no difference among the SPI,
hydrolysate and plastein, whereas that in 10% TCA the solubility differed in the hydrolysate
(82.9%), plastein (35.08%) and SPI (21.43%). The emulsifying capacity was analysed in water
and 0,5M NaCl. It was greater in SPI followed by hydrolysate and plastein. This capacity was
higher in water than in 0,5M NaCl for all the products analyzed. The enzymatic modification
resulted in a higher foam capacity. The foam capacity of plastein was higher (46.6%) than that
of the hydrolysate (40%) and SPI (13.3%). The syneresis was proportional that the foam
capacity and bigger in plastein (36.0%). The viscosity decreased with the enzymatic
modification process and with the increase of rotation used. There has been difference among
the SPI, hydrolysate and plastein when submitted to 100 rpm (3.9; 4.5 and 3.2 ¢P,
respectively). However, from 130 rpm, the viscosity decreased and no difference was found.
This behavior showed that either hydrolysate or the plastein of SPI might be considered
thixotropic gel. The osmolarities of the hydrolysate and the plastein were 328 and 342
mOsm/kgH,O, respectively. The taste scores of SPI, hydrolysate and plastein were 1.8; 3.7
and 2.9, respectively, on a scale of 5 points. The smaller score refers to the less bitter product.
These results suggest that the plastein reaction is a viable alternative in the use of food
products for several purposes, in special beverages with a large pH range, concentration and

controlled rotation conditions (100 rpm) variation.

Key words: Plastein, functional properties, SOy protein isclate, enzymatic hydrolysis,
pancreatin.
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1 -INTRODUCAO

As proteinas vegetals t€m sido amplamente pesquisadas e utilizadas na alimentacdc
humana. A soja destaca-se pelo seu grande volume de producfio e pelo seu elevado valor
nutricional. Quando comparado as outras fontes vegetais seu custo é o mais baixo, sendo o

Brasil grande exportador de farelo e isolado protéico [22].

O Isolado Protéico de Soia (IPS) € obtido a partir dos flocos ou farinha de soja
desengordurada, resultante da extragdo de dleo, e contém, geralmente, um minimo de 90% de
proteina (N x 6,25) em base seca [30]. Conforme a Legislacio Brasileira, o IPS deve possuir

no minimo 88,0% de proteina (N x 6,25) em base seca [3].

O IPS pode sofrer modificagfo de natureza quimica, térmica ou enzimatica conforme o
produto desejado. O processo de exiracfio da proteina influencia na solubilidade, viscosidade,
geleificagdo, capacidade de emulsificagdo e estabilizacdo da mesma. A modificagdo
enzimatica de proteinas tem sido amplamente estudada, sendo a proteina de soja um dos

substratos mais utilizados [15].

A modificagfo por hidrélise enzimatica promove as seguintes mudancas: 1) aumento do
ntimero de grupos ionizaveis (NHy e COO); ii) reducdo do peso molecular da cadeia
polipeptidica; e 1) alteragfio na estrutura molecular com exposicio externa dos grupos
hidrofobicos [19, 20, 26]. Este processo pode ser usado para modificar e/ou methorar as

propriedades funcionais da proteina.

A funcionalidade ¢ definida como qualquer propriedade de um alimento ou ingrediente
alimentar, exceto a nutricional, que influencia na sua utilizacio. Atualmente, o termo
“alimento funcional” tem sido empregado com um significado fisiologico, como sindnimo de
“alimentos nutracéuticos”, ou sgja, alimentos que causam beneficios 4 satde além de suas

caracteristicas nutricionais [10].

As propriedades funcionais tecnolégicas de proteinas modificadas podem ser

controladas pela escolha das enzimas. A pepsina, a-quimotripsina, tripsina e pancreatina tém
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sido as mais utilizadas para obtengdio de hidrolisados com caracteristicas funcionais mais

desejavers [8, 37].

A hidrolise enzimatica aumenta a solubilidade no ponto isoelétrico do IPS, sendo
freqiientemente usado na suplementacdo de bebidas contendo frutas (pH acido). O aumento da
solubilidade também € benéfico na elaboraco de formulagdes alimentares destinadas as
criangas, que geralmente contém outros compostos nutricionais que afetam a osmolalidade do

sistema [20].

NETTO & GALEAZZI [25] avaliaram a influéncia da concentracio do substrato e da
enzima no grau de hidrélise, na solubilidade e na produgdo de peptideos de baixo peso
molecular, de um hidrolisado de IPS produzido com pancreatina. Os autores verificaram que o
aumento da relacdo enzima/substrato promove um aumento na solubilidade ¢ na producio de
peptideos de baixo peso molecular. No entanto, a concentracio da enzima nao influenciou o
grau de hidrolise. Resultados semelhantes foram obtidos por MUTILANGI er a! [23], a0

utilizar isolado protéico de soro de queijo como substrato.

Com excec¢do da solubilidade, as demais propriedades funcionais sio melhoradas em
condigfes de hidrolise limitada (5 a 10% de ligagdes peptidicas clivadas) [1, 16, 20]. Muitas
destas propriedades, como solubilidade, viscosidade, capacidade de emulsificacdo, formagdo
de espuma, geleificacdo e atributos de flavor também estdo presentes nas proteinas intactas,

porém diferem destas conforme o grau de hidrélise [20].

A osmolalidade € uma importante propriedade fisica nas formula¢des alimentares para
criangas e adultos. Solucdes de elevada osmolalidade, ou seja, hiperténicas, podem carrear
grandes quantidades de Agua para o intestino ocasionando diarréias severas, possivel
desidratacio, desequilibrio eletrolitico e também inducdio de ndusea, vomito e distensdo
abdominal [18]. Os amino4cidos e peptideos contribuem significativamente para a
osmolalidade de formulacdes contendo hidrolisados protéicos. Quanto mais hidrolisada a fonte
protéica maior sera a osmolalidade da formulagfio. MAHMOUD [20] demonstrou uma relacdo

linear de varios hidrolisados protéicos (caseina, soja e soro ldcteo) e sua osmolalidade.
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A hidrolise enzimatica de proteinas, em geral, aumenta as propriedades emulsificantes
em situagdes de hidrdlise limitada. ADLER-NISSEN [11 verificou uma reducfo significativa
da capacidade emulsificante de um hidrolisado de IPS quando o grau de hidrélise aumentou de
5 para 9%. MAHMOUD [20], ao avaliar a capacidade de emulsificagfo da caseina durante
hidrolise pancredtica, demonstrou que esta atividade diminuia com o aumento do grau de
hidrolise (Grau de hidrélise final = 67%). Verificou também que a especificidade da protease
desempenha um papel importante na propriedade emulsificante, devido a sua influéncia direta

no tamanho e peso molecular dos peptideos resultantes.

QOutro processo de modificacdo enzimatica que pode alterar a funcionalidade protéica €
a reacio de sintese de plasteina (5, 34, 37]. Embora esta reacfio tenha sido descrita hd mais de
100 anos, os mecanismos envolvidos ainda nfo estio completamente elucidados. Na década de
70, os alemfes e japoneses publicaram diversos trabalhos, ¢ a reacdo de plasteina foi
considerada um processo reverso a hidrolise enzimatica tradicional, tendo como substrato uma
elevada concentracdo de peptideos, os quals eram condensados resuitando em um novo

material protéico de alto peso molecular [3, 6, 32, 34].

A partir da década de 80, pesquisadores propuseram outros modelos de mecanismos
para a reacdo de plasteina. ANDREWS & ALICHANIDIS [2], HOFSTEN & LALASIDIS
[12] e SUKAN & ANDREWS [31] consideraram pouco provével a formacio de novas
ligacOes peptidicas e que forcas fisicas, como interagSes hidrofobicas e idnicas, seriam as mais

importantes na reagio de sintese de plasteina.

A estrutura da plasteina se assemelha ao das proteinas desnaturadas. Estudos de
difragdo de raios-X revelaram a presenga de polipeptideos lineares com cadeias "close-
packed". Apesar das plasteinas diferirem das proteinas iniciais em sua estrutura secundaria e
terciaria, elas se assemelham &s proteinas em muitas propriedades fisico-quimicas. Elas sdo
clivadas por vérias enzimas proteoliticas, reagem com ninidrina, formam complexos com

cobre e sfo precipitadas pelo acido tricloroacético [6].

A reacdio de sintese de plasteina tem sido empregada para a redugfo do sabor amargo

de hidrolisados enzimaticos. SYNOWIECKI et al [32] estudaram a influéncia da reagfio de
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sintese de plasteina no sabor amargo de hidrolisados obtidos de eritrécitos bovino utilizando a
Alcalase como sistema enzimatico nas duas etapas. A reacfio de sintese de plasteina ocorreu
com 50% de substrato, sendo composto de hidrolisado e dietil-éster de acido glutdmico. O
hidrelisado apresentou forte sabor amargo (4,3 numa escala de 5,0 pontos), sendo reduzido
significativamente na plasteina, a qual apresentou valor de 2,0, Neste trabalho, os autores
também verificaram que a reagio de sintese de plasteina melhorou a cor do produto e nfo

houve diferenga da solubilidade do hidrolisado e da plasteina.

JEN et al [14] também avaliaram as propriedades funcionais de plasteina obtida a
partir de hidrolisado de proteina de soja com Alcalase e Flavourzyme em um sistema de
filtrag@o continua durante 16h. A capacidade de absorcio de umidade foi de 1.8 a 3,0 vezes
mais que a proteina de soja intacta. A atividade antioxidante do hidrolisado adicionado a
2,5% no dleo de soja foi superior ao BHT adicionado ao nivel de 0,1%. A atividade
antioxidante da plasteina também foi avaliada por LEE ef al [17]. Todos os extratos de peixe e
plasteinas apresentaram atividade antioxidante superior ao tocoferol. sendo maior nas

plasteinas.

As propriedades da plasteina dependem da extensio da degradac¢do do hidrolisado, da
natureza dos substratos, do tipo de proteinases e das condigbes especificas da reagdo, as quais
influem notadamente na composicio de aminoacidos. A aplicac@o da reagio de plasteina em
sistemas alimentares tem sido demonstrada por varios pesquisadores. Podemos destacar sua
a¢ao na reducdo do sabor amargo de hidrolisados protéicos, na incorporacio de aminodacidos
essenciais, na produgdio de fontes protéicas com baixo teor de fenilalanina e, mais

recentemente, como agente oxidante.

O objetivo do presente trabalho foi de avaliar as propriedades funcionais da plasteina e
do hidrolisado de isolado protéico de soja (IPS), utilizando a pancreatina como sistema

enzimatico, visando sua aplica¢io tecnolégica.
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2 - MATERIAL E METODOS
2.1 — Material

O substrato utilizado foi o Isolado Protéico de Soja Samprosoy 90-NB fornecido pela
Santista Alimentos S.A. A enzima utilizada para hidrélise e sintese de plasteina foi a
pancreatina de pancreas suino (Merck) com atividade declarada de 350 FiP/g de protease. Os
demais reagentes foram de grau analitico (p.a.) de diversas procedéncias. Os equipamentos

usados foram especificos para cada métedo.
2.2 — Métodos
2.2.1 — Producio do hidrelisade pancreatico de IPS

A hidrélise do IPS foi feita conforme MARTINS [21], modificado por SALADO [28]
(com ajuste de pH), em sistema descontinuo. O reator enzimatico (marca Tecnal) com
capacidade de 10L foi projetado e adaptado para as condi¢les de hidrélise necessarias,
apresentando banho-maria com circulacdo de agua e pa para agitagio controlada (rpm). Os
pardmetros da reagdio empregados foram: concentracdo de substrato a 5%, relacdo
enzima/substrato de 1/20, ajuste de pH para 7.5 com solugdo de NaOH a 1IN, duragdo de 6h,

agitacfio de 50 rpm e temperatura de 37°C. Foram realizadas 4 repeti¢bes de 10L cada.

Para produzir o hidrolisado, a suspensdo aguosa de IPS foi aquecida com agua
deionizada até 37°C e verificado o pH, que foi em média de 6,85. Foi acrescentado Img/mL
de azida sddica (NalN3) como agente antimicrobiano. Em seguida. foi adicionada a pancreatina
previamente dissolvida em Agua, feito o ajuste de pH para 7.5, ¢ monitorado a cada hora de
reacdo. A hidrolise foi controlada pela determinacio do grau de hidrélise (GH) através da
solubilidade do nitrogénio em solugdo de TCA a 10% no tempo 0 a apds 6h, segundo método
proposto por YAMASHITA et al [35], onde a proteina precipitada por solucfio de TCA a 10%
foi centrifugada a 10.000 rpm durante 15 minutos, na temperatura de 4°C. O nitrogénio do
sobrenadante fol determinado pelo método Kjeldahl (semimicro), conforme procedimento da
AQAC [4].
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Apos o periodo de reagdo, a disperséo resultante foi aquecida a 70°C por 10 minutos
[27]. O hidrolisado foi resfriado até temperatura ambiente, sendo liofilizado e acondicionado
em embalagens plasticas, armazenado em freezer até a realizagfo das analises e utilizagdo

como substrato para a reac3o de sintese de plasteina.

2.2.2 — Producio da Plasteina

A reagdo de sintese de plasteina foi realizada conforme procedimento descrito por
MARTINS [21], sendo utilizado como matéria-prima o hidrolisado pancreatico de IPS (40%)
em solugfo aquosa pH 7.0; com relagfio enzima/substrato de 1/20 e Img/mL de NaNj. A
incubagdo ocorreu em reator marca Tecnal, com capacidade para 10L, sob repouso, a 37°C,
durante 24h. A reacdo de sintese de plasteina foi monitorada pela determinacio da
produtividade (o) em solugfo de TCA a 10%, sendo definida como a relacdo de nitrogénio
insolivel em solugdo de TCA 10% pelo nitrogénio total [35]. Ap0s a incubacio, procedeu-se

de forma semelhante ao hidrolisado. Foram realizadas 2 repeticses de 2L cada.
2.2.3 - Propriedades funcionais

A solubilidade do nitrogénio do IPS, hidrolisado e plasteina de IPS foi determinada
segundo 0 método proposto por HARTNETT & SATTERLEE [11]. Foram utilizados 2mg/mL
de cada amostra e 5 sistemas de dissolugio: 4gua destilada, tampao fosfato de sodio 10mM,
acido tricloroacético (TCA) a 10%, acido acético 50% (v/v) e dodecil sulfato de sédio (SDS)
0,3M. O conteudo de nitrogénio foi determinado pelo método Kjeldahl (semimicro), conforme
procedimento da AOAC [4]. A solubilidade do nitrogénio (SN) foi calculada segundo a
férmula:

_ Nitrogénio soltvel

SN x 100

Nitrogénio total

A viscosidade foi determinada de acordo com o procedimento descrito por
HARTNETT & SATTERLEE [11], sendo utilizado um viscosimetro de Brookfield DV3 com

spindler N° 18 em diferentes rotagdes (méximo de 250 rpm). O IPS, hidrolisado e plasteina de
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IPS, na concentragdo de 10% (p/v) permaneceram 1 minuto em cada rotacdio e as medidas

foram realizadas a 25°C.

A osmolalidade foi determinacio em leitura direta em osmémetro {Advanced® Wide-
Range 3WII) e foi determinada diluindo o produto para obter a densidade caldrica de

1,0kcal/mlL.

A capacidade emulsificante foi determinada segundo metodologia proposta por
YASUMATSU [36]. Emulsdes contendo 2,5,e 5,0% foram diluidas em agua destilada e
solugdo de NaCl 0,5M pH 7.0 (ajustado com HCI). Apés adicdo de 50mL de dleo de soja, as
amostras 30 homogeneizadas e centrifugadas a 1300g durante 5 minutos. A altura da emulsio
e a altura do 6leo foram medidas 4 temperatura ambiente, sendo a capacidade emulsificante

expressa em mlL de 0leo/100mL de emulsio.

A determinaglo da capacidade espumante foi realizada segundo HSU er ol [13],
utilizando 3% (p/v) de amostra. Este método relaciona o volume final (V/0) e o volume
liquido inicial (V/i) conforme a expressio:

Vio -Vl
=X
Vi

CE 100

A estabilidade da espuma foi avaliada através da sinérese, ou seja, do volume do
liquido que drena da espuma. Esta ¢ referida como estabilidade do liquido da espuma (ELE) e
foi calculada de acordo com HARTNETT & SATTERLEE [11],conforme a expresso:

_ VL-VIt

Vii-Vio

ELE x 100, onde

Vii = volume inicial da amostra
Vit = volume do liquido no tempo ¢
Vio = volume do liquido apds a formagio da espuma

A avaliagdo do sabor foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
SYNOWIECKI er al [32] utilizando-se solucBes aquosas contendo 20% das amostras IPS,

hidrolisado ¢ plasteina. O teste foi conduzido com uma equipe de seis provadores treinados
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utilizando uma escala de 5 pontos (-ndo amargo, 2-pouco amargo, 3-amargo, 4-muito amargo

e S-fortemente amargo).

2.2.4 — Analise estatistica

Todas as propriedades funcionais foram realizadas em triplicata. As médias dos
resultados obtidos foram submetidas a analise de varidncia e, quando diferentes, pelo teste de
Tukey ao intervalo de 5% de significancia [9].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAQO
3.1 — Caracterizacio do hidrolisado ¢ plasteina

O hidrolisado pancredtico de IPS apresentou grau de hidrélise de 83,7%, sendo este
resultado de acordo com o obtido por SALADO [28] de 85,35% (com controle de pH) e
superior ao obtido por MARTINS [21]. de 69,7% (sem controle de pH). Estes valores sio
superiores aos reportados por NETTO [24] (32,9%), embora as condi¢des de hidrélise tenham
sido diferentes. Este grau de hidrolise é elevado e permite a utilizagdo de uma mistura
enzimatica de exo- e endopeptidases de baixo custo, que imita o modelo da digestdo

fisiologica.

A plasteina obtida a partir do hidrolisado com pancreatina de IPS apresentou 65,8% de
rendimento, avaliado através da insolubilidade do nitrogénio em solugio de TCA a 10 %. Este
resultado € concordante ao obtido por MARTINS [21], TSAL et o/ [34] e SCHMANDKE [29],
onde o rendimento da plasteina foi méximo com concentragdes de substrato entre 30 e 40%.
Um aspecto importante da obtencio da plasteina ¢ que o pH foi 7,0, muito proximo ao

utilizado para a obten¢do do hidrolisado.

3.2 - Propriedades funcionais do hidrolisado e plasteina

A solubilidade de uma proteina pode ser expressa matematicamente como a quantidade

de proteina presente na fase liquida, em relagdo & quantidade total de proteina da fase sélido-
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liquido em equilibrio. Tecnicamente, entretanto, a solubilidade protéica é um paré@metro
operacional determinado pela retencéio de proteina em um sobrenadante apos centrifugacio de
uma solugdo por um dado tempo e forga centrifuga. A solubilidade é influenciada pelos
seguintes fatores: pH, temperatura, forca idnica, concentracdo de proteina ¢ a presenca de

outros componentes {10].

Diferentes termos sdo usados na literatura para expressar a solubilidade da proteina. O
termo dispersibilidade, comumente usado pela indistria de produtos lacteos, ¢ uma
propriedade que descreve a distribuicgo uniforme de um poé em 4gua e € um critério diferente
da solubilidade. O Indice de Solubilidade de Nitrogénio (ISN) foi originalmente desenvolvido
para proteinas de soja € € o mais utilizado para avaliar a funcionalidade de proteinas em geral

[10].

De acordo com BETSCHART [7], a solubilidade da maioria das proteinas diminui com
o aumento da concentragio destas, assim como com a aplicagio de forgas mais intensas ou
centrifugacdes mais longas. A precipitacdo das proteinas pelo calor causa denaturacio
irreversivel na maioria dos casos, e isso resulta na diminuigdo da solubilidade e,
conseqiientemente, muitas propriedades funcionais sic eliminadas ou prejudicadas por

tratamentos térmicos.

A solubilidade do IPS, hidrolisado e plasteina, apresentada na Tabela I, mostra que
interacdes de diferentes tipos podem estar envolvidas na producio de hidrolisados enzimaticos
e reagdo de plasteina. O meio de dissolucdo influenciou na solubilidade das fontes protéicas,
sendo igual em agua destilada, solucio tampfo fosfato 10mM e em solugio de acido acético
50% (v/v). Houve uma forte correlag@io de solubilidade entre estes meios, sendo obtidos os
valores de r = 0,9927 entre a agua destilada e solucdo tampao fosfato 10mM; r = 0,9989 entre
a agua destilada e a solucdo de acido acético 50% (v/v); e de r = 0,9974 entre a solugdo
tampdo fosfato 10mM e a solucdo de acido acético 50% (v/v). Nestes meios, a solubilidade do
hidrolisado e plasteina foram significativamente maiores (p<0,05) que do IPS, sendo em torno

de 86% para o IPS, 93% para o hidrolisado e de 92% para a plasteina.
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TABELA 1. Solubilidade do Nitrogénio (%) do IPS, hidrolisado e plasteina, utilizando

2mg/mL de proteina'”.

Solucdes IPS Hidrolisado Plasteina
Agua destilada 86.02 93,38 92,53
+0,85° +0.36° +0,56°
Solucdo Tampéo fosfate 10mM 85,87 92,89 91,24
+0,69° +0.49° +0,19°
Solucdo de TCA 10% 21.43 82,90 35,08
+0,44° +0,95° +0,75°
Solucdo de Acido acético 50% (viv) 87,01 93,56 92.48
+0,87° +0,23° +0,51°
Solugdo de Dodecil sulfato de sodio 0,3M 91,54 92,78 92,07
+0.29° +0,44° +0,24°

' Valores médios de 2 repeti¢fes. Cada repeti¢do foi analisada em triplicata (£ desvio padrdo}.
* Valores com letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,03).

Os resultados foram diferentes para a solubilidade em soluciio de TCA 10% e SDS
0.3M. Néo houve diferenga significativa (p<0,03) entre a solubilidade do IPS, hidrolisado e
plasteina dispersos em solugdo de SDS 0,3M. Isto mostra o provavel rompimento das diversas
interagdes envolvidas no IPS nativas e modificadas enzimaticamente. Como nio houve
diferenca de solubilidade em SDS do hidrolisado e plasteina, podemos considerar que a
plasteina produzida no presente trabalho ¢ constituida por agregados fisicos, sem o aumento
do peso molecular dos peptideos através de ligacdes covalentes. Este resultado esta de acordo
aos citados na literatura por ANDREWS & ALICHANIDIS [2], HOFSTEN & LALASIDIS
[12], SUKAN & ANDREWS [31] e SYNOWIECKI er af [32].

Em solugdo de TCA 10%, a solubilidade diferiu significativamente (p<0,05) entre o
IPS (21.43%), hudrolisado (82,90%) e plasteina (35,08%). Estes valores estio de acordo com o
grau de hidrélise e rendimento da plasteina descritos no item 3.1, 0s quais determinam a

solubilidade e a insolubilidade do nitrogénio em solugio de TCA 10%, respectivamente.
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A elevada solubilidade destas fontes protéica em agua e em diferentes solvente,
permite sua utilizagiio em sistemas alimentares liguidos com ampla variacio de pH, tais como

bebidas isotdnicas, sucos de frutas ou liquidos de elevado teor nitrogenado.

A capacidade emulsificante, determinada em agua destilada e solugdo de NaCl 0,5M
contendo as concentragdes de 2.5 e 5,0% de proteina, esta representada na Tabela 2. A
capacidade emulsificante do IPS foi significativamente maior (p<<0,05) que a do hidrolisado e
a da plasteina, sendo que esta Ultima apresentou capacidade emulsificante maior (p<0,05) que
a do hidrolisado. Esta capacidade variou conforme o meio de dissclucéo, sendo maior em agua

do que em solugéo de NaCl 0,5M, em todas as amostras analisadas.

TABELA 2. Capacidade emulsificante do IPS, hidrolisado e plasteina (mL de 6leo/100mL

de emulsdo) analisada & temperatura ambiente, nas concentracdes de 2.5 e

5,0% de proteina’?.

Produto IPS Hidreolisado Plasteina
Solvente 2.5% 5,0% 2,5% 3,0% 2.5% 5,0%
Agua destilada 51.0 51,8 23,8 24.5 30,9 31,2
+285% +2,05° +1,52° +1,97° +1,67° +2.13°
Solugdo de NaCl 0,5M 48.0 48.5 20.2 20,7 293 i 28.6
£256° 203" 1848 =184 xpo9s’ w105

"'Valores médios de 2 repetigdes. Cada repeticio foi analisada em triplicata (+ desvic padrio).

? Valores com letras iguais na mesma coluna nio diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,03).

As propriedades emulsificantes de proteinas submetidas 4 modificacfio por hidrélise
enzimdtica tém sido amplamente citadas na literatura, 0 que n#io ocorre com a caracterizagio
de produtos da reacio de plasteina. ADLER-NISSEN [1] verificou uma reducfo significativa
da capacidade emulsificante de um hidrolisado de IPS quando o grau de hidrélise aumentou de
5 para 9%. Isto poderia ser atribuido & exposicdo dos grupos hidrofébicos presentes no interior
da proteina, os quals aumentam a adsorcio na superficie formando um filme superficial

coesivo, contendo residuos hidrofébicos interagindo com 6leo e os residuos hidrofilicos com a
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agua. MAHMOUD [19] também avaliou capacidade de emulsificacfo da caseina durante uma
hidrolise enzimadtica com pancreatina e demonstrou que esta atividade diminui conforme o
grau de hidrolise aumenta (Grau de hidrélise final = 67%). O mesmo autor {20] verificou que
a especificidade da protease desempenha um papel importante na propriedade emulsificante
devido a sua influéneia direta no tamanho e peso molecular dos peptideos resultantes.
TURGEON e al [33] demonstraram que hidrolisados de soro lacteo produzido com

quimotripsina apresentaram menor capacidade emulsificante que os produzidos por tripsina.

Os valores obtidos no presente trabalho para a capacidade emulsificante demonstraram
uma diferenca importante na funcionalidade tecnolégica da plasteina em relagio ao
hidrolisado pancredtico de IPS. A plasteina mostrou ser mais adequada para o preparo de

formulagBes que tenham teores mais elevados, além da facilidade de obter formulagdes

alimentares mais homogéneas.

A redugdo do peso molecular também pode aumentar a difusio na interface molecular
favorecendo a formacfo de espuma. A capacidade espumante e sinérese do IPS, hidrolisado e

plasteina estdo representadas na Tabela 3.

TABELA 3. Capacidade espumante e sinérese do IPS, hidrolisado e plasteina, sendo utilizado

- 2
3% de amostra'~.

Propriedade IPS Hidrolisado Plasteina
Volume apds agitacfio (mL) 23,0 35,0 44 0
+1,85% +2,36° +2,56°
Volume da espuma apés agitagdo (mL) 3,0 7,0 17,0
+0,69% +0,89" +1,16°
Volume da espuma apés 30 minutos (mL) 0,8 2,0 5.0
+0,14° +0,23° +0,75°
Capacidade espumante (%) 13,3 40,0 46,6
+ 1,87 +2.23° +2,51°
Sinérese (%) 10,0 28.6 36.0
+1,29° +2.44° +3,24°

' Valeres médios de 2 repeticbes. Cada repetigio foi analisada em triplicata (= desvio padrio).

* Valores com letras iguais na mesma coluna e para cada propriedade nio diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A modificagio enzimdtica promoveu um aumento da capacidade espumante, sendo
significativamente maior (p<0,05) na plasteina (46,6%). quando comparada ao hidrolisado
(40,0%) e IPS (13,3%). A sin€rese, também denominada estabilidade da espuma, foi
proporcional a capacidade espumante, sendo maior na plasteina (36,0%). O poder espumante
mede 0 aumento de volume que ocorre com a introdugéo de gds em uma solugfo ou disperséo
de proteinas, enquanto que a estabilidade de espuma se refere 4 habilidade da espuma formada
em manter seu volume inalterado pelo maior perfodo de tempo possivel. Em geral, quanto

maior o tempo para formar o colapso maior a estabilidade da espuma [15, 16].

A aplicagdo da espuma na industria de alimentos ¢ ampla e tém sido empregada
principalmente na producio de merengues, mousses, uma variedade de produtos aerados e
cerveja. Experimentos com solugdes de proteinas mostram que elas formam um filme visco-
elastico na interface ar/agua e desempenham um papel fundamental na estabilidade da espuma.
O cardter anfotero das cadeias laterais das proteinas € responsavel pela sua adsorcdo na

interface [10].

A viscosidade ¢ importante para a estabilidade fisica das emulsdes e outras particulas
suspensas em alimentos e contribui diretamente para a textura dos alimentos em geral. Os
principais fatores que influem na viscosidade de solugdes protéicas sdo a concentracdo,
condigdes de dispersdo e forga i6nica. Também podem influenciar a temperatura, o Ph e o
processamento. As mudancas que ocorrem na viscosidade induzidas pelo processamento
incluem: agregacgdo protéica devido ao aquecimento, producdo de concentrados protéicos e a
hidrélise de proteinas. Os alimentos geralmente exibem uma viscosidade que varia com o
tempo € com a for¢a de cisalhamento aplicada e é conhecido como tixotropia. Nestes casos, a

viscosidade pode ser reduzida até um determinado limite, sendo a partir dai, constante [10].

A viscosidade e as diferentes propriedades relativas estdo demonstradas na Tabela 4 e

na Figura 1. Os produtos foram avaliados sob diferentes rotagdes que variaram 100 a 250 rpm.
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TABELA 4. Viscosidade, Torque e Forga de cisathamento do IPS, hidrolisado ¢ plasteina,

determinada em viscosimetro Brookfield DV3 com spindler N° 18 a temperatura de 25°C'.

Propriedade Rotacdo (rpm) IPs Hidrolisado Plasteina
100 10,3 + 1,93 7.2+1,84° 8.8+1,.23°
125 13,0 £ 1,48° 9.7 1,56 10,5+ 1,71°
Torque 150 158 + 1,65¢ 13,5+ 1,73° 14,3 + 1,95°
(o) 175 18.5 £ 2,45° 19.5+2.31° 19,3 +2,83¢
200 23,6 +2,19° 22,7 +2.59° 21,9 +2,09¢
225 26,2 +2,55° 2524207 24,4+ 1,98
250 29,5 +2,38° 27,942,158 29,8 +2,38¢
100 5,66+ 1,49° 5,15+ 1,05° 534+ 1,71°
125 6,61 + 1,34 6,57 + 1,68° 6,26 + 1,69°
Forca de 150 7.64+1,51° 7.32+1,39° 7,72 4 1,54°
cisalhamento _ b b b
(D/em?) 175 8,99 + 1,41 8,27 + 1,04 8.67 + 1,63
200 9,98 + 1,26° 9,34 1+ 1,79° 9.66 + 1,99°
225 11,0 £ 1,70° 10,4 +1,89° 10,8 +2,06°
250 12.4 + 2,34 11,2+ 1,97 11,8 £2.03¢

100 5,2+0,56° 3,9 0,89° 45+0,75°

125 4.8 +0,85° 3,8 £0,54° 4,1 +0,69°

Viscosidade® 150 4,1 +0,74° 3,8 +0,43° 3,9 +0,26°
(cP) 175 3,9+ 0,68° 3,7+0,72° 3,9+ 0,47
200 3.8+0,51° 3,540,63° 3,7+0,33°

225 3,6 £ 0,66° 3,5+£041° 3,6+ 0,59C

250 3,6 +0,59° 3,4 40,67 3,5+0,87°

' Valores médios de 2 repeticBes. Cada repeti¢do foi analisada em triplicata (+ desvio padrio).

* Valores com letras iguais na mesma coluna e para cada propriedade ndo diferem significativamente

pelo teste de Tukey (p<0,03).
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FIGURA 1. Viscosidade do IPS, hidrelisado e plasteina submetidas as diferentes rotacdes,

sob temperatura de 25°C e 10% de concentrag8o de proteina. Valores obtidos
da Tabela 4.

A viscosidade diminuiu com o processo de modificacfio enzimética e com o aumento
das rotagdes em as amostras foram submetidas. Houve diferenca significativa (p<0,03) entre 2
viscosidade do IPS, hidrolisado e plasteina, somente quando as amostras foram submetidas a
rotagdo de 100 rpm (3,9; 4,5 ¢ 5.2 ¢P, respectivamente). Neste caso, verificou-se que a
plasteina apresentou viscosidade superior ao hidrolisado pancreatico. Contudo, observa-se que
a partir de 150 rpm, a viscosidade diminuiu e ndo houve diferenca significativa entre o IPS,
hidrolisado e plasteina. Isto provavelmente ocorreu devido a rotacdio de 100 rpm representar o

limite para o torque e forga de cisalhamento a qual estas fontes protéicas foram submetidas.

A reducdio da viscosidade ocorren de maneira inversa ao torque e 4 forca de
cisalhamento, ou seja, quanto mator o torque e a for¢a de cisalhamento menor a viscosidade.
Este comportamento demonstrou que tanto o hidrolisado quando a plasteina de IPS sdo

tixotropicos. Resultados semelhantes foram citados na literatura por WILLIAMS et o/ [38], ao
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avaliaram a aplicacdo da reagio de sintese de plasteina na micoproteina (Quorn™) produzida

pela fermentacfo da cepa de Fusariuns graminearum.

A superioridade da plasteina quanto 4 viscosidade representa uma importante
funcionalidade tecnologica desta fonte protéica, pois a viscosidade poderia ser controlada sob
as diferentes condigBes de processamento e, em especial, sob diferentes condicdes de rotacdo.
A maioria das dietas comerciais contendo proteinas intactas ou modificadas por hidrélise
enzimatica apresenta densidade calérica entre 1,0 e 1,6 kcal/mL e, apesar das dietas isotdnicas
serem mais bem toleradas pelo aparelho digestivo, cuidados especiais s3o necessarios durante
sua administrag@o [28]. A osmolalidade do hidrolisado e plasteina de IPS foram determinadas
diluindo o produto para obter a densidade caldrica de 1,0 kcal/mL. A osmolalidade do
hidrolisado foi de 328 % 28mOsm/KgH,O ¢ da plasteina de 342 + 31 mOsm/KgH-0, néo
havendo diferenca significativa (p<0,05) entre eles. Este resultado indica que estes produtos

sdo isotdnicos quando comparados aos valores citados na legislagfio brasileira [3].

Para verificar o efeito da modificacio enzimética através da reaciio de hidrdlise e
sintese de plasteina no sabor. foi avaliado o grau de sabor amargo apresentado pelas amostras.
Fo1 utilizada uma escala de 5 pontos, considerando o valor 1 “ndo amargo™ e 5 “fortemente
amargo”. A média dos valores obtidos foi de 1,8 + 0,2 para o IPS; 3,7 + 0.3 para o hidrolisado
e 2,9 + 0,3 para a plasteina, sendo que estes valores diferiram entre si ao nivel de 3% de
significdncia. A produgdo de plasteina mostrou ser um processo eficiente na reducdo do sabor

amargo comumente presente nos hidrolisados enzimaticos, que utilizam a soja como substrato.

Este resultado estd de acordo ao obtido por SALADO [28], quando avaliou o sabor de
uma dieta contendo hidrolisado pancredtico de IPS, apresentado em trés versdes: natural,
morango e baunilha. Os resultados indicaram uma baixa aceitabilidade do produto devido ao
sabor amargo identificado nas trés versdes. SYNOWIECKI er al [32] também estudaram a
influéneia da reagio de sintese de plasteina no sabor amargo de hidrolisados obtidos de
eritrocitos bovino utilizando a Alcalase como sistema enzimatico nas duas etapas. O
hidrolisado apresentou forte sabor amargo (4,3 numa escala de 5 pontos) sendo reduzido

significativamente (p < 0,05) na plasteina, a qual apresentou valor de 2,0. Neste trabalho, os
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autores também verificaram que a reag¢do de sintese de plasteina melhorou a cor do produto e

ndo houve diferenca na solubilidade do hidrolisado e plasteina.

4 - CONCLUSAQ

A medificagio enzimdtica do IPS através da hidrolise e reagdo de sintese de plasteina
promoveu mudancas nas propriedades funcionais analisadas no presente trabalho. Foi avaliada
a solubilidade em diferentes meios de dissolugdo, capacidade emulsificante e espumante,

viscosidade, osmolalidade e sabor.

A solubilidade em 4gua destilada, solugfio tampéo fosfato 10mM e solucdo de 4cido
acético 50% (v/v) foi 1gual e em torno de 86% para o IPS, 93% para o hidrolisado e 92% para
a plasteina. Em solugdo de SDS 0,3M, ndo houve diferenca significativa, enquanto que em
solugdo de TCA 10%, a solubilidade diferiu entre as amostras, sendo maior no hidrolisado

(82,90%), seguido pela plasteina (35,08%) e IPS (21,43%).

A capacidade emulsificante, determinada em 4gua destilada e soluco de NaCl 0,5M
mostrou ser maior no IPS, seguido pela plasteina e hidrolisado. Esta capacidade foi maior em

agua do que em solugéo de NaCl 0,5M, em todas as amostras analisadas.

A modificagdo enzimatica também promoveu um aumento da capacidade espumante,
sendo significativamente maior na plasteina (46,6%), quando comparada ao hidrolisado
{40,0%) e IPS (13,3%). A sinérese foi proporcional 4 capacidade espumante, sendo maior na

plasteina (36,0%).

A viscosidade diminuiu com o processo de modificacio enzimatica e com o aumento
das rotagdes em que foram submetidos. Houve diferenga significativa entre a viscosidade do
IPS, hidrolisado e plasteina, somente quando as amostras foram submetidas & rotagéo de 100
rpm (3,9; 4,5 e 5,2 ¢P, respectivamente), sendo maior na plasteina em comparacdo com 0O

hidrolisado pancreatico. Contudo, observa-se que a partir de 150 rpm, a viscosidade diminuiu
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e ndo houve diferenca significativa entre o IPS, hidrolisado e plasteina. Este comportamento

demonstrou que tanto o hidrolisado quando a plasteina de IPS sao tixotrépicos.

A osmolalidade do hidrolisado foi de 328 mOsm/Kg H,0 ¢ da plasteina de 342
mOsm/Kg H,O, nfio havendo diferenca significativa entre eles e sio considerados produtos
alimentares isoténicos pelos valores citados na legislacdo brasileira. O grau de sabor amargo
do hidrolisado e plasteina de IPS apresentou os valores médios de 1,8 para o IPS; 3,7 para o
hidrolisado e 2.9 para a plasteina, numa escala de 5 pontos, sendo que a menor nota se refere

ao produto menos amargo.

Considerando a sintese de plasteina um processo de modificagdo enzimatica que
promoveu um aumento da capacidade espumante e emulsificante, uma melhora no sabor
amargo e valores similares de solubilidade e osmolalidade quando comparada ao hidrolisado
pancredtico de IPS, esta reagdo mostrou ser uma altemativa viavel na utilizacio de produtos
alimentares para diversos fins, e em especial, bebidas com ampla variacdo de pH,

concentracio e condigdes de rotacdo controlada (100 rpm).
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CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho avaliou as propriedades quimicas e funcionais da plasteina
produzida a partir de hidrolisado de isolado protéico de soja, utilizando a pancreatina como
sistema enzimatico. Foram avaliadas as distribui¢des de peso moleculares, o escore quimico
de aminocacidos essenciais, a solubilidade em diferentes meios de dissolugfio, capacidade

emulsificante e espumante, viscosidade, osmolalidade e sabor.

O monitoramento da reagfio de hidrolise e de sintese de plasteina foi realizado através
do grau de hidrélise. vertficado pela solubilidade do nitrogénio em TCA 10%, e sendo de
83,7%, e pela produtividade da plasteina, avaliada pela insolubilidade do nitrogénio em TCA a
10%, e sendo de 65,8%.

O hidrolisado pancreatico de IPS apresentou perfil cromatografico com 5 fracdes de
PM na faixa de 3,4 a 66,2 kDa ¢ a plasteina com 2 fracdes de PM na faixa de 9.6 e 58,7 kDa.
O hidrolisado apresentou uma distribuicio de PM mais homogénea. A SDS-PAGE nio

permitiu a visualizagdo das bandas tanto no hidrolisado quanto na plasteina.

O escore quimico de aminoacidos essenciais confirmou a presenca dos aminoécidos
sulfurados como limitantes sendo obtido os valores de 93,2 e 96,4% para o hidrolisado e
plasteina de IPS, respectivamente. A relacdo hidrofébica/hidrofilica do perfil de aminodacidos
for de 23/48 para o hidrolisado e de 27/39 para a plasteina, caracterizando o cardter mais

hidrofébico da plasteina em relagdo ao hidrolisado.

A possivel aplicacéio tecnolégica destes produtos foi avaliada através das propriedades
funcionais. A solubilidade em éagua destilada, solucfio tampdo fosfato 10mM e solucdo de
acido acetico 50% (v/v) foi igual e em torno de 86% para o IPS, 93% para o hidrolisado e 92%
para a plasteina. Em solugZo de SDS 0,3M, ndo houve diferenca significativa, enquanto que
em solugfio de TCA 10%, a solubilidade diferiu entre as amostras, sendo maior no hidrolisado

{(82,90%), seguido pela plasteina (35,08%) e IPS (21,43%).

A capacidade emulsificante, determinada em dgua destilada e solucdo de NaCl 0,5M
mostrou ser maior no IPS, seguido pela plasteina e hidrolisado. Esta capacidade foi maior em

agua do que em solug&o de NaCl 0,5M, em todas as amostras analisadas.
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A modificagdo enzimdtica também promoveu um aumento da capacidade espumante.
sendo significativamente maior na plasteina (46,6%), quando comparada ao hidrolisado
(40.0%) e IPS (13.3%). A sinérese foi proporcional 4 capacidade espumante, sendo maior na

plasteina (36,0%).

A viscosidade diminuiu com o processo de modificacio enzimatica e com o aumento
das rotagdes em que foram submetidos. Houve diferenca significativa entre a viscosidade do
IPS, hidrolisado e plasteina, somente quando as amostras foram submetidas a rotacdo de 100
rpm (3,9; 4.5 e 5.2 cP, respectivamente), sendo maior na plasteina em comparagio com o
hidrolisade pancredtico. Contudo, observa-se que a partir de 150 rpm, a viscosidade diminuiu
¢ ndo houve diferenga significativa entre o IPS, hidrolisado ¢ plasteina. Este comportamento

demonstrou que tanto o hidrolisado quando a plasteina de IPS sdo tixotrépicos.

A osmolalidade do hidrolisado foi de 328 mOsm/Kg H;0 e da plasteina de 342
mOsm/Kg H>O, ndo havendo diferenca significativa entre eles e sio considerados produtos
alimentares isotOnicos pelos valores citados na legislagio brasileira. O grau de sabor amargo
do hidrolisado e plasteina de IPS apresentou os valores médios de 1,8 para o IPS; 3,7 para o
hidrolisado e 2.9 para a plasteina, numa escala de 5 pontos, sendo que a menor nota se refere

ao produto menos amargo.

Considerando a sintese de plasteina um processo de modificagio enzimatica que
promoveu um aumento da capacidade espumante e emulsificante, uma melhora no sabor
amargo ¢ valores similares de solubilidade e osmolalidade quando comparada ao hidrolisado
pancredtico de IPS, esta reagfio mostrou ser uma alternativa vidvel na utilizaciio de produtos
alimentares para diversos fins, e em especial, bebidas com ampla variacdo de pH,

concentragdo e condigdes de processamento com rotagdo controlada (100 rpm).
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ANEXO

REFERENTE AO CAPITULO 3
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FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL

Vocé estd recebendo trés amostras de solugfo protéica. Favor prova-las e atribuir o valor de

sabor conforme a escala abaixo:

Valor

Valor

1. ndo amargo

2. pouco amargo

3. amargo

4. muito amargo

5. fortemente amargo
Amostra
Amostra
Amostra Valor
Comentarios:
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