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A avaliagdo da qualidade das proteinas exige aprimoramento constante dos
métodos utilizados para determinar o real aproveitamento das mesmas. Em razio
disto, € empregado o Escore de Aminoacidos Corrigido pela Digestibilidade
Verdadeira das Proteinas (PDCAAS), mediante estudos com ratos, pois considera
0 escore quimico de aminoacidos e também suas digestibilidades, o que
possibilita a determinagao do primeiro aminoacido limitante. No presente estudo,
avaliou-se produtos contendo proteinas de origem animal e vegetal pelo PDCAAS,
em dois segmentos do fluxo digestivo, ilec e reto, para determinar a quantidade de
aminoacidos ndo absorvidos. A hipétese do trabatho € que possa haver
similaridade de biodisponibilidade entre aminoacidos essenciais de origem vegetal
e de origem animal. Foram testados dois produtos contendo proteina de soja,
onde apenas um (produto PS) era fortificado com 0,3% de metionina e
comparados com dietas a base de caseina (comercial, caseinato de sodio,
caseinato de calcio). As dietas foram ministradas a 5 grupos formados por 10
ratos, machos, Wistar, recém-desmamados. Um sexto grupo foi alimentado com
dieta aprotéica para estimar as perdas endégenas de nitrogénio. Os grupos sob
dietas a base de caseina e caseinatos apresentaram acentuadas semelhancas:
ingesta, ganho ponderal, nitrogénio fecal, fornecendo valores coesos para
estimativa de Digestibilidade Verdadeira (Dv) e Escore de Aminoacidos > 1,0, ou
seja, PDCAAS = Dv para estes grupos. Quanto aos dois grupos sob dieta a base
de soja, denominados PS e ES, as ingestas foram 65% e 41%, respectivamente
em relacéo aos controles, embora as dietas tenham sido igualmente balanceadas
e flavorizadas. A Dv fecal e ileal para os trés grupos controles foram
estatisticamente semelhantes e dentro do intervalo 90 a 93%. O grupo PS foi
significativamente semelhante aos controles quanto a Dv fecal e 3% abaixo dos
controles em relagéo & Dv ileal. Este primeiro resultado demonstra que a proteina
de soja esta préxima de atingir a Dv obtida para caseina e derivados. Quanto ao
escore quimico dos aminoacidos essenciais do grupo PS foi > 1,0 e 0,56 para o
grupo ES, obtido do escore de metionina/cisteina, o que resultou em PDCAAS
84% para PS e 39% para ES, o que indica que um produto de soja (45% de
concentragdo protéica) fortificado em aminoacidos sulfurados alcanga um valor
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expressivamente proximo ao desempenho da dieta & base de caseina.
Comprovou-se que no ileo a digestibilidade dos aminoacidos essenciais das dietas
a base de caseina € em média semelhante a dos aminoacidos das dietas com a
proteina de soja. A digestibilidade fecal € menor sob dieta proteica vegetal,
confirmando que existe um estado de fisiologia colonica diferente sob dieta
vegetal. Considerando que a digestibilidade da proteina de soja € satisfatoria
conforme mencionado acima, pode-se afirmar que dentro de consumos
adequados, a proteina de soja € nutricionalmente correta, quando devidamente
fortificada em aminoacidos sulfurados e proveniente de um produto de soja com

45% de proteina, valor usualmente atingido na presente década para produto
protéico de soja.
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A proteina representa 11 a 14% do total de calorias da ingesta diaria do
adulto saudavel. Sendo um total aparentemente pequeno em relagdo a outro
macronutriente, torna-se importante a questao da qualidade protéica.

A maior parte das proteinas que mantém o balango nitrogenado provém de
fontes exégenas e por esta raz&o, sé@o estudadas suas propriedades e elaborados

parametros que analisem o seu aproveitamento (Sleisenger & Kim, 1979).

Varios procedimentos baseados em crescimento: Cociente de Eficiéncia
Alimentar (CEA), Cociente de Eficiéncia Liquida (NPR) ou Relativa da Proteina
(RNPR) séo indicados para avaliar a qualidade protéica. Outros associam a
Digestibilidade Verdadeira ao Escore de Aminoacidos (PDCAAS). Todos os
procedimentos utilizam ratos como animais de experimentacao, e sao penalizados
por varias criticas. Por exemplo, sabe-se que o método com base em crescimento
pode subestimar a qualidade de varias proteinas. Em razdo da maior velocidade
de crescimento do rato em relacao aos humanos, torna-se maior a quantidade de
aminoacidos essenciais para atender o seu crescimento. Também o requerimento
por aminoacidos sulfurados € 50% maior para ratos que para humanos. A
diferenga entre os requerimentos por outros aminoacidos € relativamente menor
(Liu, 1999; Darragh & Hodgkinson, 2000), o que sustenta ainda a posi¢do do rato
como modelo experimental em assuntos de nutrigao.

O PDCAAS vem sendo empregado na avaliagdo da qualidade protéica, pelo
fato de considerar o escore quimico dos aminoacidos e suas respectivas
digestibilidades. Deste modo, determina a sequéncia de aminoacidos essenciais
limitantes, permitindo uma provavel indicagao para futura fortificacdo dos mesmos
(Schaafsma, 2000).

QOutra critica, e desta vez, relativa aos metabolitos protéicos das fezes, € que
os métodos anteriores ao PDCAAS nao consideravam a atividade bacteriana do
intestino grosso sobre as proteinas dietarias, assim como nao consideravam a
sintese de novos aminoacidos. Admite-se que acima de 80% do nitrogénio

encontrado nas fezes € de origem microbial e, apenas pequena quantidade de
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aminoacidos esta relacionada com o fluxo de aminoacidos nao digeridos e ainda
provenientes da ingesta (Taverner & Farrel, 1981, Low & Zebrowska, 1989,
Rutherfurd & Moughan, 1998; Darragh & Hodgkinson, 2000, Metges, 2000).

O presente trabalho utiliza ratos como animal de experimenta¢&o e, avalia o
PDCAAS de fontes protéicas, utilizando contetido fecal e ileal para determinar as

digestibilidades das proteinas nos dois segmentos dos intestinos.

As digestibilidades serdo avaliadas sobre o balango do nitrogénio total e
discriminadas por aminoacidos essenciais. Outrossim, serdo comparados produtos
distintos oriundos da mesma fonte protéica e, finalmente a comparagao destes

produtos com outros de origem vegetal.
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2.1. PROTEINAS

Macromoléculas biolégicas, produzidas por microorganismos e tecidos
vegetais e animais (Navam & Uruthira, 1999), s@o constituidas por 20 aminoacidos
primarios, dos quais nove sdo essenciais para humanos. Combinados em suas
diversas formas caracterizam-se pelas ligagdes peptidicas formando compostos
de alto peso molecular. As células sintetizam suas proteinas intemas e aquelas de
exportacdo; umas e outras regulam toda a vida intracelular e harmonizam as
funcdes dos tecidos e dos individuos. O aporte dos aminoacidos essenciais e do
nitrogénio para as respectivas sinteses exige uma alimentac&o diaria adequada
dos mesmos (Pellett, 1990).

A recomendacio didria de ingesta protéica deve satisfazer as necessidades
fisiologicas dos individuos de determinada faixa etaria e, manter o equilibrio
nitrogenado e o crescimento normal de individuos saudaveis (Marchini et al., 1993;
Young & Borgonha, 2000), deste modo, as necessidades protéicas do homem nao
permanecem constantes ao longo da vida. Em ocasibes onde ha formagéo ou
crescimento de érgdos e tecidos (infancia, gravidez, lactagido), o requerimento
diario de proteinas aumenta consideravelmente. Apresenta-se estes valores na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Requerimentos de proteinas conforme a faixa etaria e o estado fisiologico
(FAO/WHO/UNU, 1985 e 1990).

Grupo Idade Peso Requerimentos

(anos) (Kg) (g /Kg) (g /dia)

0-0,5 6 22 13

Ambos os 0,5-1 9 1,6 14

berns 1—3 13 1,2 16

4-6 20 1,1 24

7-10 28 1,0 28

11 -14 45 1,0 45

15-18 66 0,9 59

Homens 19— 24 72 0,8 58

25 -50 79 0,8 63

> 50 77 0,8 63

11-14 46 1,0 46

15-18 55 0,8 44

Mulheres 19-24 58 0,8 46

25-50 63 0.8 50

> 50 65 0,8 50

1° trimestre +10

Gestantes 2° trimestre +10

3° trimestre +10

Puérperas 1° semestre +15

2° semestre +12

O valor nutricional das proteinas dietarias para humanos depende da sua
habilidade em fornecer nitrogénio e aminoacidos para o crescimento e
manutencdo, mas a quantidade e os requerimentos desses aminoacidos para
humanos nem sempre sdo claros (Millward & Pacy, 1995). As estimativas dos
requerimentos dos aminoacidos reportados pela FAOMWHO/UNU, 1990, sao,
usadas internacionalmente, e sdo baseadas no balanco de nitrogénio de Rose,
1957. Em 1999, Milward propés requerimentos de aminodcidos também baseados
neste método, com excecdo das estimativas para lisina, entretanto, sua validade e
suas interpretagées, tém recebido criticas. Nos Gltimos anos os laboratdrios do
Clinical Research Center do Massachusetts Institute of Technology (MIT),
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desenvolveram um novo método para estimar os requerimentos de aminoacidos
essenciais (Young & El-Khoury, 1996). Os requerimentos anteriormente citados,
os quais, podem ser utilizados como referéncia padrao de aminoacidos estao na
Tabela 2.

Tabela 2 - Requerimentos de aminoéacidos essenciais para criancas da pré-escola e adultos.

Aminoacido  Pré-escola (mgAAcE/g proteina) Adultos (mgAAcE/g proteina)
FAO/WHO/UNU 1 Millward 2 | FAO/WHO/UNU 1 Millward 2 MIT 3

Isoleucina 28 33 13 27 35
Leucina 66 51 19 44 65
Lisina 58 39 16 31 50
Sulfurados 25 29 17 27 25
Aromaticos 63 41 19 33 65
Treonina 34 30 9 26 25
Triptofano 11 8 5 6 10
Valina 35 28 13 23 35
Total 320 259 111 217 310

1-1985 2-1999 3-1995

A qualidade de uma proteina & determinada pela presenga dos aminoacidos
essenciais e, a falta ou quantidade reduzida de um destes diminui seu valor
biologico, definido como a quantidade de proteina que fica retida no organismo,
em relagao ao contetido protéico ingerido. Somente um pequeno namero de
fontes protéicas é ingerido isoladamente, por exemplo, o leite materno; as outras,
sd0 ingeridas como parte de uma mistura alimentar. Assim, a quantidade de
proteina no alimento nao reflete, a qualidade protéica da dieta, uma vez que a
mesma esta, sobretudo sujeita a sua digestibilidade, & composicdo, a

concentragéo de aminoacidos (Torun, 1988).

2.2. DIGESTAO E ABSORGAO PROTEICA

O processo digestivo inicia-se pela agdo das pepsinas no meio acido do
estdmago, quando pequena quantidade de aminoacidos livres é obtida e boa
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quantidade de polipeptidios vai para o duodeno. O alimento no duodeno
estimulara as secregdes de colecistocinina e secretina, as quais provocardo a
producéo de bicarbonato e proteases pancreaticas (liberadas no intestino na forma
inativa - zimogénios). Os aminoécidos liberados no limen que forem L-isdbmeros
serao absorvidos por receptores de membrana dos enterdcitos, requerendo a
presenca de ions sodio, como também requerem as moléculas de glicose
(Caspary, 1992; Baker, 1995).

O conhecimento da digestdo e absorcdo dos nutrientes evoluiu muito nas
ditimas décadas, sobretudo porque explicam muitas patogenias de ordem
nutricional e ndo adentrar-se-a pelo assunto. A Tabela 3 e a Figura 1 elucidam as
acées das hidrolases da bordadura em escova, para trazer o conceito de que a
digestdo depende das secregées do estdmago e do pancreas, além de depender
destas hidrolases e finalmente de receptores de membrana.

Tabela 3 - Principais proteases pancreaticas.

Enzimas Acdo

Hidrolisa interior das ligacdes peptidicas de
Tripsina aminoacidos basicos, arginina, lisina e cistina, formando
produtos com aminodcidos basicos no C-terminal.

Hidrolisa interior das ligagbes peptidicas de
aminoacidos aromaticos (triptofano, fenilalanina e
tirosina), leucina, glutamina e metionina formando
produtos com este aminoacido no C-terminal.

Endopeptidases | Quimotripsina

Hidrolisa interior das ligagbes peptidicas dos

Elastase aminpécidos ) alifaticos neutros, leucina, isoleucina,
treonina, metionina, etc., fomando produtos com este
amino&cido no C-terminal.

Atua no C-terminal das ligagdes peptidicas dos

Carboxipeptidase A aminoacidos neutros, alifaticos e aromaticos.

Exopeptidases
Atua no C-terminal das ligagbes peptidicas dos

Carboxipeptidase B aminoéacidos basicos.

Apud, Johson L. R, 1985.
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Dipeptidios

Tripeptidios

Tetrapeptidios

Peptidios de
cadeia longa
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... ... . Agiodas hidrolases (%) SR O AR :
Figura 1 - Porcentagem da atividade'das' hidi‘olases da bordadura em esc':bva'(ém verde)
e hidrolases citoplasmaticas (em cinza) no intestino delgado. Apud, Caspary,
W. F., 1987.

2.3. ESTUDO DA DIGESTIBILIDADE PROTEICA

A digestibilidade protéica é definida como a porcentagem de proteina

absorvida em relagéo ao contetido protéico total da ingesta, e esta relacionada a

biodisponibilidade dos aminoacidos, sendo esta o melhor indicador da qualidade

protéica, uma vez que, muitos aminoacidos podem estar presentes na dieta, mas

ndo necessariamente disponiveis para o organismo e, portanto, para a nutrigao

(Liu, 1999).

Os diferentes valores da digestibilidade das diversas fontes protéicas podem

ser explicados por varios fatores, como por exemplo, as diferencas intrinsecas de

sua estrutura molecular. Os tecidos animais ndo utilizam D-aminoacidos, o que

obriga, antes da sua utilizagdo a converséo para a forma L. Alguns aminoacidos

s30 totalmente convertidos, outros ndo fazem a inversdo. As aves geralmente,
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com excecao do triptofano, invertem D-aminoacidos com maior eficiéncia que
mamiferos (Baker, 1995). A presenca de outros fatores dietéticos como fibras,
polifendis e reagdes quimicas que alteram a liberacdo dos aminoacidos por
processo enzimatico podem diminuir a biodisponibilidade das proteinas
(FAO/WHO/UNU, 1985).

Varios métodos foram desenvolvidos para avaliar a digestibilidade e a
qualidade protéica (Young & Scrimshaw, 1978; Bodwell & Marable, 1981; Kim &
Barbeau, 1991). Os métodos podem enquadrar-se em trés categorias: quimicos; in
vivo, utilizando animais ou humanos e in vitro, com o emprego de proteinases ou
microorganismos (Lewis & Bayley, 1995). A diferenca fundamental entre os
métodos quimicos e bioldgicos & que, neste ultimo, a digestao protéica ocorre no
interior do organismo vivo e nao depende apenas da existéncia do aminoacido na
proteina. Os métodos quimicos sao rapidos, mas nao refletem a complexidade
bioldgica (Angelis, 1981). Entretanto, ha renovado interesse na aplicagdo de
ensaios in vitro para avaliar a qualidade protéica quando se utilizam sistemas de
enzimas proteoliticas, procurando imitar, inclusive, as condigées de acidez ou pH,
caracteristicas do estdmago e do intestino. Esta tendéncia ocorre, em razdo do
alto custo e da longa duracdo dos ensaios com humanos ou animais (Sgarbieri,
1996; Liu, 1999).

Para avaliar qualidade protéica, ensaios biolégicos utilizam ratos jovens,
alimentados com dieta contendo 8% a 10% de proteina, com a obtencdo de
resultados semelhantes se comparados a humanos, concluindo que, neste animal,
a capacidade de digerir as proteinas dos alimentos & similar a do homem (Sarwar,
1987; Bodwell et al., 1980: Young, 1991).

E necessario reconhecer que metodos para estimar a qualidade protéica sdo
mais adequados quando envolvem organismos superiores. Entretanto os ensaios
realizados com ratos ndo sao inteiramente apropriados para testar qualidade de
proteinas consumidas por humanos, mas, até novas informagdes, bioensaios com
animais s&o usados, em razdo de problemas de ordem pratica associadas com

estudos em humanos, que em oposicdo aos ensaios com ratos, consomem dietas
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complexas contendo varias fontes protéicas, ou seja, o esfor¢o de analise de

digestibilidade estara modificado devido ao complexo protéico ingerido.

2.4. DIGESTIBILIDADE PROTEICA — FECAL E ILEAL

A estimativa da digestibilidade compara a proteina ingerida com a proteina
nao digerida nas fezes. Uma outra variante pode ser utilizada, isto €, a digesta
presente no ileo terminal.

O PDCAAS desde a sua indicacdo pela FAO, 1990, como método para
avaliar qualidade protéica de ingesta, tem sido reavaliado quanto suas vantagens
e desvantagens (Hooydonk, 1993; Barth & Schaafsma, 1995; Fenwick et al., 1995;
Sarwar, 1997; Darragh et al., 1998).

A determinacdo corrente do PDCAAS usa o coeficiente de digestibilidade
verdadeira, considerando o nitrogénio fecal, em ratos, o qual & corrigido pelo
nitrogénio das fezes de um grupo de animais sob dieta aprotéica. Entretanto uma
outra metodologia para determinar a digestibilidade verdadeira com utilizagéo do
nitrogénio ileal passou a ser proposta porque se reconhecia que a estimativa pelo
contetdo fecal continha incertezas acerca das “perdas endogenas” de nitrogénio
no intestino grosso. Outros autores propunham que avaliar a digestibilidade ileal
seria interessante para obter corregdes oriundas de algumas proteinas, peptideos
e aminoacidos, presentes no ileo, e livres da digestdo bacteriana do intestino
grosso (Wrong et al., 1981; Low & Zebrowska, 1989; Rutherfurd & Mougham,
1998; Darragh & Hodgkinson, 2000; Clapper et al., 2001).

Em razao da degradacdo bacteriana e da sintese de aminoacidos que ocorre
intestino grosso, o coeficiente de digestibilidade fecal tende a superestimar ou
subestimar a disponibilidade dos aminoacidos da proteina dietaria, (Just, 1980 e
Rérat, 1981).

Ha estudos que mostram atividade microbiana no intestino delgado em

menor proporgao, causando interferéncia no resultado da digestibilidade protéica,

Reviséo da literatura
13




porém, devera ser muito menor comparado ao intestino grosso (Knudsen & Jensen,
1991; Jorgensen & Jensen, 1994; Darragh & Hodgkinson, 2000).

O impacto da degradagio da digesta pela acdo microbiana no intestino grosso
foi observado em espécies monogastricas com diferencas sobre os resultados da
digestibilidade fecal e ileal e esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 - Comparagao da digestibilidade da proteina dietaria humana e de outros
animais, determinada com o conteudo fecal e a digesta ileal.

Vertebrados Digestibilidade absoluta
Fecal lleal
homem adulto 0,89 0,87
porco jovem 0,97 0,90
bezerros 0,94 0,88
galinhas 0,86 0,78
ratos jovens 0,78 0,69

Apud Moughan & Donkoh, 1991.

A diferenca entre os coeficientes de digestibilidade fecal e ileal ndo é constante
entre os aminoacidos, alguns, sdo mais afetados pela degradacao bacteriana do

intestino grosso que outros, como mostra a Tabela 5.

Revisao da literatura
14



Tabela 5 - Valores médios da digestibilidade dos aminoacidos de uma dieta baseada em
carne, vegetais e cereais determinada com o conteudo fecal e a digesta ileal, em

adultos.
Aminoacidos Digestibilidade Significancia
Conteido fecal * Digesta ileal Estatistica *

Lisina 0,93 0,94 NS
Arginina 0,93 0,90 x

Histidina 0,92 0,90 NS
Aspartato 0,90 0,87 %

Serina 0,92 0,87 e
Treonina 0,89 0,85 i

Glutamato 0,95 0,94 NS
Prolina 0,95 0,90 G
Glicina 0,87 0,72 =
Alanina 0,88 0,88 NS
Valina 0,91 0,90 NS
Isoleucina 0,91 0,91 NS
Leucina 0,93 0,92 NS
Tirosina 0,90 0,89 NS
Fenilalanina 0,91 0,90 b
Cisteina 0,91 0,86 NS
Metionina 0,83 0,93 o
Triptofano 0,83 0,77 *

Apud Rowan et al., 1994. 'n=6, 2n =35, 3NS, p> 0,05, *p< 0,05; *p<0,01; ** p<0,001.

Quando se compara o coeficiente de digestibilidade considerando o balango
total de nitrogénio e o balango dos aminogcidos individuais, presentes nas
proteinas dietarias, ha a possibilidade de obtencéo de resultados conflitantes
como se observa na Tabela 6. Nesta, o coeficiente de digestibilidade para o leite
desnatado considerando o nitrogénio total, podera subestimar a disponibilidade do
triptofano, enquanto, a disponibilidade para varios aminoacidos da proteina da
soja devera ser superestimada. Na verdade, talvez seja mais apropriada a
determinaco de coeficientes de digestibilidade para cada aminoacido quando se
calcula o PDCAAS para as proteinas (Darragh & Hodgkinson, 2000).
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Tabela 6 - Valores da digestibilidade de aminoacidos essenciais do leite desnatado e de
produto de soja.

Digestibilidade (%)

Proteinas Total Lisina Metionina Cisteina Treonina  Triptofano
Leite Desnatado 95 96 92 94 95 98
Produto de Soja 90 87 82 82 84 89

Adaptacdo FAO/WHO, 1990.

Ha, porém certa resisténcia quanto ao uso da digestibilidade considerando a
digesta ileal, no calculo do PDCAAS, principalmente pelo fato de seus valores
geralmente serem menores quando comparados com os valores da digestibilidade

fecal, resultando em valores menores dessa andlise nutricional.

Alem do mais, a abordagem de digestibilidade ileal vai requerer uma técnica
invasiva para a colieta de amostras da digesta, enquanto que, a determinacdo da
digestibilidade fecal envolve procedimentos simples para a coleta das fezes.
Estudos mostram varios métodos para coleta de amostras da digesta ileal em
animais. Quando s&o adotados ratos como animais de experimentagao, a coleta é
realizada apos o sacrificio dos mesmos, enquanto que a canulacdo ileal ou o
bypass do intestino grosso pela anastomose ileoretal ou pela ileostomia, sdo mais
comuns em porcos. Ha vantagens e desvantagens associadas a cada um desses
metodos (Rutherfurd & Moughan, 1998; Darragh & Hodgkinson, 2000).

Amostragens apds o sacrificio tém vantagens, pois envolve interrupcdo
minima das fungdes digestivas antes da coleta, mas, em razdo, da limitada
Quantidade da digesta coletada ha a possibilidade de um viés nos resultados, pois
as amostras podem nao ser representativas (Butts et al., 1991; vanWiik et al.,
1998). Este método é mais econdmico e, quando os animais sdo alimentados
antes do sacrificio a variabilidade dos dados ndo é tio grande quanto .os
encontrados em animais com canulas (Donkoh et al., 1994).
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2.5. PDCAAS — DEFESA E CRITICA

A Conferéncia da FAO/WHO, 1990, em conjunto com representantes da FDA
(Food and Drug Administration), preocupados com os procedimentos para avaliar
a qualidade nutricional das proteinas vegetais, alias, controladas pelo “Codex
Committee on Vegetable Proteins”, verificaram a necessidade de desenvolver um
escore de aminoacidos corrigido pela sua respectiva digestibilidade. Sarwar &

McDonough, 1990 tém especialmente dedicado a esta quest&o.

Nesta Conferéncia, determinou-se padronizar um método para a avaliagao
dos requerimentos e digestibilidade de aminoacidos para humanos. Ressaltou-se
que a idade pré-escolar é a adequada para ser tomada como padréo para analise
dos requerimentos de aminoacidos, servindo de referéncia para os outros grupos
etarios, exceto recém-nascidos. Reconheceu também a similaridade da digestao
dos alimentos de humanos e ratos, concluindo que a digestibilidade verdadeira da
proteina crua é uma aproximagao razoavel da digestibilidade verdadeira de muitos
aminoacidos a qual é determinada pelo balango nitrogenado, considerando o
contetido fecal, em ratos, sendo este um modelo adequado para predizer a
digestibilidade da proteina em humanos (Sarwar, 1987). Concluiu-se que o
PDCAAS pode ser adotado para avaliar a qualidade protéica e, baseia-se na
comparagdo da concentragdo do 1° aminoacido essencial limitante da proteina
teste com a concentracdo do mesmo aminoacido da proteina padréo de referéncia
(requerimentos de aminoacidos essenciais de criancas da pré-escola). O escore
quimico obtido & corrigido digestibilidade verdadeira (em todo trato digestivo) da
proteina teste. Os valores de PDCAAS que excedem a 100% nado sao
considerados e o menor valor do PDCAAS reflete o aminoacido essencial limitante
da proteina, determinando sua qualidade nutricional.

Apos mais de 10 anos de experiéncia com o PDCAAS, criticas tém sido
levantadas pela comunidade cientifica com relagédo ao seu uso: 1- Validade dos
requerimentos de aminoacidos para criangas da pré-escola. Poucos estudos
comprovam estes requerimentos, ha necessidade de informagdes da validade dos

mesmos. A escolha deste padrdo exclui os aminoacidos ndo essenciais que
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também contribuem para o valor nutricional das proteinas. 2- Validade da corregéo
do escore de aminoacidos pela Dvf. Ha forte evidéncia que a Dvi e nao a Dvf deva
ser o parametro certo para esta correcao. O uso da Dvf pode sobrestimar ou
subestimar a qualidade de algumas proteinas, em razzo da atividade da microflora
bacteriana existente no intestino grosso. 3- Validade da truncacgéo dos valores do
PDCAAS em 100. Este fato, s6 pode ser defendido em poucas situagcdes em que a
proteina é usada como unica fonte protéica da dieta. Para avaliar qualidade das

proteinas como parte de uma mistura, a truncacdo ndo deve ser usada
(Schaafsma, 2000).

2.6. PROTEINA DE SOJA

Os alimentos a base de soja foram introduzidos pelo oriente no mundo
ocidental no inicio do século XX e, alguns desses produtos ja sdo bem aceitos, ao
passo que outros, demandarao tempo para aceitacdo como fonte de proteina

alimentar e as barreiras a serem vencidas s3o de ordem gustativa ou cultural.

A soja tem sido a maior fonte protéica para milhdes de pessoas nos paises
orientais e, a conversao direta da sua proteina em alimentos, no resto do mundo,
€ muito pequena quando comparada com o 6leo, que ocupa larga fatia de
mercado, a proteina, ainda ¢ direcionada em grande parte para o consumo animal.
Oleo e farelo, produtos resultantes do processamento da Soja, ja representam
commodities no mercado nacional e internacional, sendo comercializados nas
bolsas de mercadorias e futuro.

Atualmente, devido ao crescimento populacional e a busca por alimentos
saudaveis, nota-se um grande incentivo para o uso da proteina de origem vegetal,
esta com custo atraente, alta disponibilidade e com qualidade nutricional elevada.
Assim, a industria de alimentos esta estimulada a desenvolver novos produtos de
soja e, dentre estes, o extrato hidrossolGvel de soja (EHS) (Navam & Uruthira,
1999).
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outros produtos de soja, na alimentagdo humana, ja representam uma demanda
atraente e ganha interesse no mercado brasileiro. Portanto pesquisas sobre a
composicao aminoacidica e a biodisponibilidade desta proteina ocorrerdo com
frequéncia (Clapper, 2001). E conhecido (Linder, 1991) que entre populagées com
ingesta vegetariana exclusiva, o total de aminoacidos essenciais esta abaixo
daquelas que consomem dietas mistas ou nao vegetarianas. A inddstria esta
ciente da necessidade de complementagcdo na dieta do consumidor, e, procura
utilizar o EHS em férmulas onde fortifica e/ou suplementa o produto.

O extrato de soja em pdé & empregado como ingrediente basico, ou
complementar, na fabricagao de alimentos de alto valor nutritivo e relativo baixo
custo. Quanto as caracteristicas nutricionais e organolépticas do EHS, estas
dependem ainda do melhoramento genético de novos cultivares e de controle
adequado dos fatores que envolvem as fases de produgao (Travaglini, 1981; Liu,
1999).

A expressao “leite de soja” € usada inadequadamente para designar produtos
de soja prontamente dispersiveis em agua e, que podem conter, além da fragao
soluvel da soja, outros componentes insoluveis, protéicos ou nao. A Figura 2
apresenta um fluxograma do processamento para obtencdo do “extrato
hidrossoltvel de soja” a partir do farelo de soja desengordurado, utilizado pela
indastria Olvebra, fornecedora das amostras dos produtos com a proteina de soja,
utilizados no presente estudo. Portanto, a partir do farelo de soja € extraido o
extrato hidrossoltvel de soja, contendo 44% de proteina. O produto de soja € uma

formula elaborada com este extrato, com cerca de 25% de proteina.
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Figura 2 - Exemplo de fluxograma do processamento do EHS (Olvebra INDL. S.A.).

De acordo com a resolugdo 14/78 da Comissdo Nacional de Normas e
Padrées de Alimentos’, o EHS pode conter os seguintes ingredientes opcionais:
agucares, dextrinas, amidos, aminoacidos, sais minerais, vitaminas e outros
produtos comestiveis autorizados, geralmente associados as propriedades
organolépticas. As caracteristicas quimicas: umidade - minimo - 3%, proteinas -
minimo - 41,5%, carboidratos - maximo - 34,6%, cinzas - maximo - 7.0%, devem
constar na rotulagem do produto (Anexo 2).

Fatores intrinsecos, composicao aminoacidica, elementos nutricionais,
estrutura molecular da proteina, processamento térmico e de purificacdo afetam a
digestibilidade do EHS (Esteves et al., 1995; Miyagi et al., 1997). Estudos revelam
que a digestibilidade da soja cozida ou tostada é sempre menor em relacéo a
outros produtos de soja devido a resisténcia a embebicdo pds ingesta e a
resisténcia da estrutura celular dos graos apos tratamento térmico. O aumento da
digestibilidade da proteina isolada de soja indica os efeitos benéficos da
purificacéo da proteina Estes fatores, explicam a variagido da digestibilidade de
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distintos produtos de soja, conforme a Tabela 7.

Tabela 7 - Valores da digestibilidade da proteina da soja nos diferentes produtos.

Produtos de soja Digestibilidade (%)
Soja cozida’ 65,3

Soja torrada’ 65,3

Queijo de soja (Tofu)’ 92,7

Leite de soja’ 92,6
Farinha de soja integral~ 75,0 - 92,0
Farinha de soja desengordurada” 84,0 - 90,0
Proteina isolada de soja 93,0-97,0

* Watanabe ef al., 1971; ™ Bressani, 1981.

Efeitos adversos sdo presenciados em mamiferos e aves apés a ingesta da
soja crua, em razao da presenga de lectinas e fatores antinutricionais como os
inibidores de enzimas digestivas e hemaglutininas. Estes inibidores incluem o
inibidor de tripsina, Kunitz (KTI), inibidor Bowman-Birk (BBIl) o qual atua sobre a

tripsina e quimotripsina e outras enzimas de menor agéo (Friedman, 1986).

Para minimizar possiveis danos ao homem e melhorar a qualidade nutricional
dos produtos de soja, estes inibidores sdo inativados por tratamento térmico
durante o processamento ou removidos, porém, 5-20% nao sdo desativados,
interferindo na digestibilidade dessas proteinas. Portanto, o tratamento térmico
envolvendo controle de temperatura, tempo e umidade, tem significante efeito
sobre a digestibilidade da proteina da soja. Outra alternativa para melhorar o valor
nutricional da soja se baseia no desenvolvimento de cultivares com menor
concentragdo de inibidores de tripsina (Domalgalski et al., 1992). A Figura 3 ilustra
como a acao do inibidor de tripsina é controlada pelo tempo.
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Figura 3 - Efeito do tratamento térmico sobre a atividade do inibidor de tripsina e sobre o
cociente de eficiéncia protéica de um produto de soja. Apud, Rackis (1974).

Um outro fator que diminui a digestibilidade da proteina da soja, sdo as
ligacGes dissulfidicas que estabilizam a estrutura molecular. A reducdo destas
ligagoes otimizara a agdo das enzimas proteoliticas a nivel intestinal
(Rothenbuhler & Kinsella, 1986; Friedman & Gumbman, 1986).

2.7. CASEINA E CASEINATOS

A caseina & produzida comercialmente desde o inicio do século XIX sendo
utilizada como cola, papel, adesivos, tintas, vernizes etc. Posteriormente foi
aumentada sua produgdo e utilizagdo em alimentos. Hoje, cerca de 80% da
producdo mundial é utilizada na composigao de produtos alimenticios e, suas
demais aplicagbes industriais mereceram outros substitutos de custo mais baixo.
Ha dois métodos principais para a preparagao da caseina em escala industrial: a
precipitacao isoelétrica e a coagulagdo enziméatica; um nimero consideravel de
revisGes sobre o assunto pode ser consultado (Fox, 1989; Mulvihill, 1992: Fox &
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Mulvihill, 1992).

A caseina é produzida pela acidificagdo do leite desnatado com acido
cloridrico ou por fermentacao com Lactococcus a um pH de 4.6 a 20°C (Mulvihill,
1992); é insoluvel em agua, mas, caseinatos soliveis podem ser formados pela
adicao de NaOH, Ca(OH),;, KOH ou NH3z com ajuste do pH para 6,5 - 7,0, para
produzir caseinato de sodio, calcio, potassio e amonio, respectivamente. Portanto
caseinatos sdo sais de caseina largamente usados no processamento de outros
alimentos em razao do alto valor nutricional e propriedades funcionais (Fox &
Mcsweeney, 1998).

O caseinato de sodio € mais empregado na industria de alimentos, mas a
necessidade de produtos com baixos teores de sédio tem intensificado os estudos
sobre os caseinatos de calcio e de magnésio, os quais podem ser utilizados como
componentes de férmulas para neonatos, idosos e pessoas com doengas
metabdlicas (Giese, 1994).

Neste estudo, caseina, caseinato de calcio e caseinato de soédio proteinas de
alto valor biolégico foram consideradas, como parametros de avaliagdo e de

comparacéao de proteina animal e proteina vegetal.
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O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Ensaios Biologicos
(LEB) e Laboratério de Microestrutura de Alimentos (LMA), do Departamento de
Alimentos e Nutricido (DEPAN). O manejo dos ratos seguiu o protocolo aprovado
pela Comissao de Etica de Experimentagéo Animal, com certificado numero 347-2,
de 07 de junho de 2002, (Anexo 8).

3.1. ANIMAIS

Neste experimento, foram utilizados 60 ratos machos, recém desmamados,
com 21 dias da linhagem Wistar/Uni (CEMIB' UNICAMP, Campinas, SP), com
pesos entre 59,27+7,68g. Os animais foram mantidos em gaiolas metalicas
individuais, em condi¢des ambientais controladas quanto a luminosidade, com
26iclo claro/escuro de 12 horas, temperatura (20 -22°C) e umidade (40 - 50%).

3.2. GRUPOS

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos de 10 animais,
sendo, submetidos a cinco dias de adaptagdo (Bricker & Mitchell, 1974), sob
respectivas seis dietas de ensaio, oferecidas ad libitum. Os grupos foram
identificados com uma sigla que se refere a fonte protéica consumida.

e Grupo Aprotéico (AP) — Ratos sob dieta balanceada, porem isenta de
proteina;

e Grupo Caseina (CA) — Ratos sob dieta balanceada, sendo a fonte protéica

a Caseina suplementada com 0,3% de cistina;

e Grupo Caseinato de Calcio (CC) — Ratos sob dieta balanceada, sendo a
fonte protéica o Caseinato de Calcio;

! Certificado pelo International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS).
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e Grupo Caseinato de Sédio (CS) - Ratos sob dieta balanceada, sendo a

fonte protéica o Caseinato de Sédio:

e Grupo Produto de Soja (PS) - Ratos sob dieta balanceada, sendo a fonte
protéica o Extrato de Soja, produto comercial (Olvebra), suplementado com
0,3% de metionina;

e Grupo Extrato de Soja (ES) - Ratos sob dieta balanceada, sendo a fonte

protéica o Extrato de Soja (Olvebra) sem suplementagido com metionina.

3.3. ENSAIO BIOLOGICO
3.3.1. Dietas

As dietas foram formuladas para conter 10% de proteina e quando
analisadas apresentaram teor protéico médio de 1 0,54+0,39%, seguindo teor
recomendado pelo PER (AOAC, 1975), apresentando, portanto aproximadamente
1,6% de nitrogénio. Estes valores foram utilizados para o calculo da digestibilidade
das proteinas testes e indices de sua qualidade. A fracdo lipidica constituiu 10%
do valor calérico. Os demais itens seguiram a padronizacao de “American Institute
of Nutrition”, AIN-93G (Reeves et al., 1993), para ratos em crescimento. As
composicées dos nutrientes das dietas, de acordo com o grupo de animais
estudados, estdo nas Tabelas 8, 9, 10.
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Tabela 8 - Composigio dos nutrientes das seis dietas experimentais: o ajuste protéico (10%)

foi compensado com ajustes caléricos de amido.

Composicao Grupos

(g/kg da dieta) AP CA cc cs PS ES
Amido de milho 467,50 408,10 4188 419,0 381,30 270,00
Amido dextrinizado 191,30 132,00 132,0 132,0 132,00 132,00
Sacarose 140,60 140,60 140,6 140,6 140,60 140,60
Oleo de soja 100,00 100,00 100,0 100,0 48 =
Fibra 50,00 50,00 50,0 50,0 47,20 50,00
Mix mineral 35,00 35,00 35,0 35,0 28,90 27,50
Mix vitaminico 10,00 10,00 10,0 10,0 10,00 9,80
Cistina 3,00 3,00 3,0 30 3,00 3,00
Colina 2,50 2,50 25 25 2,50 2,50
Ter, But, Hidroquinona 0,10 0,10 0,1 0,1 0,10 0,10
Caseina’ - 118,70 - - " -
Caseinato de calcio® e = 108,0 = = =
Caseinato de sé6dio’ - = - 107,8 - -
Extrato de soja’ = E 2 x 223,80 =
Produto de Soja’ - - - - - 397,10

AP - Aprotéico CA - Caseina CC - Caseinato de Calcio CS - Caseinato de Sodio PS - Produto de Soja ES -

Extrato de Soja.

1-M. Cassab Com. Ind. Ltda. (Anexo1).

2 - New Zealand (Brasil) Ltda. (Anexo 1).
3 - Produtos Olvebra INDL. S.A. (Anexo2).
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Tabela 9 - Composicao da mistura vitaminica, conforme a AIN-93G.

Vitaminas

Quantidade (g / Kg da mistura)

Acido nicotinico

Pantotenato de calcio

Piridoxina-HCI

Tiamina-HCI

Riboflavina

Acido Félico

D-Biotina

Vitamina By, (cianocobalamina) (0,1% em manitol)
Vitamina E (acetato de a-tocoferol) (500 Ul/g)
Vitamina A (paimitato de retinol) (500.000 Ul/g)
Vitamina D; (colecalciferol) (400.000 Ul/g)
Vitamina K (menaquinona)

Sacarose, g.s.p.

3,000
1,600
0,700
0,600
0,600
0,200
0,020
2,500
15,000
0,800
0,250
0,075
974,655
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Tabela 10 - Composicao da mistura mineral utilizada, conforme a AIN-93G.

Quantidade

Elementos minerais essenciais (a/Kg da mistura)

Carbonato de calcio, anidro, 40,04% Ca 357,00
Fosfato de potassio, monobasico, 22,76% P, 28,73% K 196,00
Citrato de potassio, tripotassio, monohidratado, 70,78
36,16% K

Cloreto de sodio, 39,34% Na, 60,66% CI 74,00
Sulfato de potassio, 44,87% K, 18,39% S 46,60
Oxido de magnésio, 60,32% Mg 24,00
Citrato férrico, 16,50% Fé 6,060
Carbonato de zinco, 52,14% Zn 1,650
Carbonato de manganés, 47,79% Mn 0,630
Vitamina D, (colecalciferol) (400.000 Ul/g) 0,250
Carbonato cuprico, 57,47% Cu 0,300
lodato de Potassio, 59,30% | 0,010
Selenito de sodio, anidro, 41,79% Se 0,010
Paramolibidato de aménia, 54,34% Mo 0,007
Elementos minerais potencialmente benéficos

Metassilicato de sédio, 9,88% Si 1,450
Sulfato cromico de potassio, 10,42% Cr 0,275
Cloreto de litio, 16,38% Li 0,017
Acido bérico, 17,50% B 0,081
Fluoreto de sodio, 45,24% F 0,063
Carbonato de niquel, 45,00% Ni 0,032
Vanadato de amonia, 43,55% V 0,007
Sacarose q.S.p. 221,026

As composicoes centesimais das dietas experimentais foram determinadas

conforme item 3.5, e apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11 — Composigao centesimal das seis dietas experimentais’.

Componentes (%) AP CA CcC CSs ES PS
Umidade 6861026  7.3240,17  7,31£0,09  7,28+001  7,66+0,04  5,4040,06
Proteina bruta 0864005 10674071 10,98+0,16 10,89+0,31 10,56+0,16  9,96+0 14
Lipidios totais 9774004  920+0,15 9224026  9,64+0,18  9,08+0,23  9,15+0,17
Cinzas 2361029  24510,16  2,86+0,13 2674006 3274009  3,87+0,03
Carboidratos 80,1540,01  70,36+0,85 69,6340,34 69,52+0,29  69,4340,18  71,62+0,24
Nitrogénio 0,15 1,67 1,71 1,70 1,84 1,74
Valor energético? 409,70 409,70 409,70 409,70 4103 409,10

AP - Aprotéico CA - Caseina CC - Caseinato de cilcio CS - Caseinato de sédio PS - Produto de Soja ES
- Extrato de soja.

1 - Os quatros primeiros componentes foram determinados (item 3.5). Valores sdo média de ftriplicatas.
Carboidratos foram estimados por diferenca. Valor Energético = (Carboidratos x 4) + (Proteinas x 4 ) + (Lipides x
9).

2 - Kceal, 100g.

3.3.2. Procedimentos do Ensaio in Vivo

Para evitar influéncias sobre o ritmo circadiano dos ratos, os procedimentos
ocorreram nos mesmos horarios com a mesma equipe. A agua foi ministrada ad
libitum. As dietas foram oferecidas, duas vezes ao dia, durante uma hora, no inicio
da manhd e ao final da tarde, e foram precedidas por uma pre-alimentacdo
constituida com 0,5g de sacarose e 0,5g da dieta especificada para cada grupo,
durante 15 minutos (Benito et al, 1997, 1998). Durante o experimento, foi
efetuado o controle dos residuos das dietas apos a alimentacdo. Os ratos foram
pesados a cada dois dias. As fezes foram coletadas nos Gltimos sete dias do
experimento, secadas em estufa, pesadas, moidas e analisadas quanto ao teor de
nitrogénio e perfil de aminoacidos. O ensaio terminou ao 14’ dia quando, apos 5
horas de jejum da primeira alimentacdo diaria, os ratos foram sacrificados para
retirada de 20cm de ileo, imediatamente anterior a juncédo ileocecal juntamente
com o ceco (Figura 4).
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Figura 4 — A. Animal laparotomizado com exposicao das estruturas intestinais. B. Segmento
do ileo terminal e ceco, apos retirada (notar o contetido da disgesta ileocecal).

Os segmentos foram limpos externamente e foi retirada a digesta ileal para
ser secada em estufa, pesada e moida para as analises quimicas posteriores
(Rutherfurd & Moughan, 1998; Darragh & Hodgkinson, 2000).

3.4. ANALISES NUTRICIONAIS

Os parametros ganho de peso, consumo de dieta e quantidade de fezes,

permitiram avaliar as relagdes abaixo, determinadas para todos os animais.

« Quociente de eficiéncia alimentar (Pellet & Young, 1980).

Ganho de peso do animal (g)
Dieta consumida (g)

CEA=
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* Quociente de eficiéncia liquida da proteina (Miller & Bender, 1955).

Ganho de peso do animal (g) +Média da perda de peso do grupo Aprotéico (g) 2

NPR = -
Proteina consumida pelo animal teste(g)

* Quociente relativo de eficiéncia liquida da proteina (Pellett & Young, 1980).

NPR do grupo do ensaio
RNFPR = X 100
NPR do grupo referéncia ®

* Digestibilidade verdadeira da proteina (Sarwar & Peace, 1988).

Ni - (Nf - Ne)
Dv = X100 Onde: Ni = Nitrogénio ingerido

Ni Nf = Nitroaénio fecal / ileal
Ne = Nitrogénio endégeno *

» Escore de aminodacidos corrigido pela digestibilidade verdadeira (Sarwar &
McDonough, 1990).

PDCAAS =Dv x sAA Onde: sAA = Escore de aminoacidos essenciais,
ou seja:

mg AACE / g da proteina teste

SAA =
mg do mesmo AACE / g da proteina padréo °

2 Quantidade de proteina necessaria para a manutengdo do animal.
Para a determinagsio do RNPR foi usada como padrio de referéncia 3 proteina do Grupo CC
(caseinato de calcio).

O nitrogénio e os amino4cidos endégenos presentes no fleo e respectivos conteddo fecal dos

ratos alimentados com dieta aprotéica s3o usados para estimar o metabolismo endodgeno e para

corrigir as estimativas da digestibilidade aparente para se obter a digestibilidade verdadeira

(Sarwar & Peace, 1988).

A proteina padrio de referéncia & hipotética, os requerimentos em aminoacidos devem atender
i 5. i aria 2 - 5 anos (FAOMNHOMINY 1990}
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3.5. ANALISES QUIMICAS
3.5.1. Nivel Protéico e Composicao de Aminoacidos

A proteina bruta foi determinada pelo método semimicro Kijeldahl (AOAC,
1975) para: dietas, fezes, contetdo ileal, em triplicata. A conversao de nitrogénio
utilizado foi 5,71 para proteina da soja (Mossé, 1990), e 6,38 para a caseina
(AOAC, 1995).

O perfil aminoacidico das dietas, fezes, conteldo ileal foi determinado em
duplicata por cromatografia de troca i6nica (Spackman et al., 1958) e reacéo pos-
coluna, com ninhidrina, utilizando o analisador Thermo - Separation Products
Vacuum Membrane Degasser P4000, reactor PCX 3100, da Pickering
Laboratories. Para os conteldos ileal e fecal a analise utilizou um “pool” de
amostras relativas a cada grupo (Sarwar et al., 1989a).

3.5.2. Analises Centesimais

Lipides Totais foram determinados segundo Bligh & Dyer (1958). A proteina
bruta determinada pelo método semimicro Kjeldahl. Umidade obtida até ponto
constante apds 105°C (Pearson, 1976). Cinzas determinadas em mufla a 550°C
(Less, 1979). Carboidratos determinados por diferenca.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se estratégia de alocacao sistematica garantindo a homogeneidade
dos grupos (Jekel et al., 1999).

Procedida a analise descritiva dos parametros dos grupos (06) de ensaio
efetuou-se a Analise de Variancia (ANOVA de um critério - teste F) e, nas
diferengas entres os grupos, aplicou-se o método de Student-Newman-Kuels; para
comparagao entre dois grupos utilizou-se o teste f de Student, programa PRIMER
— versao 1.0 (McGraw — Hill Libri Italia, 1988). O Coeficiente de Correlacéo de
Pearson foi utilizado par. finir as das retas da evoluca nderal dos
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animais e NPR, nas diferentes dietas. As analises estatisticas foram processadas

para caracterizacao do nivel de significancia que foi estabelecido em 5% (p <
0,05).
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4. RESULTADOS
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4.1. CONSUMO DE DIETA E EVOLUCAO PONDERAL DOS RATOS

Todos os ratos permaneceram saudaveis durante o ensaio, nao
apresentaram disfungdes fisiologicas, nao praticaram coprofagia, pelo menos na
ultima noite e nao houve dbitos. O peso médio dos ratos no inicio do ensaio foi
59,28 + 2,14g, nao havendo diferenga significativa (p= 0,581) entre os seis (06)
grupos constituidos para o ensaio (Anexo 3). O peso médio de cada grupo ao final
do 14° dia esta apresentado na Tabela 12. No consumo de dietas e ganho de
peso, foram verificadas diferencas significativas entre os grupos, exceto para
aqueles cujas fontes protéicas foram a caseina e seus derivados, caseinato de
calcio e caseinato de sodio (Tabela 12).

Tabela 12 — Valores médios do consumo diario de dieta, consumo total de dieta, ganho

diario t;le peso, ganho total de peso e peso final, em gramas, nos seis grupos do
ensaio .

Grupos AP ? CA cc cs PS ES

Consumo / Dia 1,440,6 9,9+0,7 9,6+2,6 9,6+1,1 6,2+1,4 39407

Consumo total 18,9+8,5 139,0+10,3a 133,7+36,62 134,6+16,12 86,7+20,3b  54,6+104¢

Ganho / Dia -0,3+0,1 4,240,33 41403 2 45+0.6 2 2,540,50 1,340,2 ¢
Ganho peso -4,5+1.,8 59,1384 57,844,742 63,1+7,5 2 34,8+4,9b 18,8426 ¢
Peso final 447430 12944864 133,7+121s 133,3£1352 100,3+109b  79,947,0¢

AP - Aprotéico CA - Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de sodio PS - Produto de soja ES -
Extrato de soja.

1 - Valores sdo média de 10 (n=10)-
2 - AP: ndo foi utilizado para comparagao estatistica.
ANOVA para as linhas (p< 0,05): as mesmas letras representam igualdade estatistica entre grupos.

Na Figura 5 esta apresenta a relagao linear entre o ganho de peso dos ratos
e o tempo decorrido, nas respectivas dietas experimentais. Estas relagoes foram
fortes e positivas, com Coeficientes de Correlagdo de Pearson proximos a
unidade, exceto para o grupo Aprotéico. Durante o periodo de adaptacao (05)
dias, os ratos alimentaram-se sem restrigdo de horario. No periodo experimental
(14 dias) os ratos alimentaram-se a intervalos de tempo, conforme item 3.31. 0

anexo 4 mostra a evolugdo ponderal para cada um dos seis grupos durante o

Resultados
39



periodo de adaptagao e experimental.
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Regressdes lineares para as relagbes entre o peso médio e o tempo do
experimento para os seis grupos do ensaio: AP — Aprotéico CA — Caseina
CC - Caseinato de célcio CS - Caseinato de sédio PS — Produto de soja ES
— Extrato de soja.

4.2. COCIENTE DE EFICIENCIA ALIMENTAR (CEA)

O Cociente de Eficiéncia Alimentar (Ganho de Peso / Consumo de Dieta)

avaliou a eficiéncia de cinco dietas (Figura 6). A dieta aprotéica é por definigéo

ineficiente.

No anexo 5 estdo apresentados os valores do CEA para as dietas

experimentais.
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Figura 6 — Valores de CEA para os cinco grupos do ensaio. CA - Caseina CC - Caseinato
de calcio CS - Caseinato de sédio PS —Produto de soja ES — Extrato de soja.

4.3. COCIENTE DE EFICIENCIA LIQUIDA DA PROTEINA (NPR) E RELATIVO
(RNPR)

Os dados necessarios para a determinagdo dos valores do NPR e RNPR,
indices de qualidade das proteinas baseados no crescimento de ratos, das cinco
dietas experimentais estdo apresentados na Tabela 13, e seus histogramas estao

representados nos anexos 6 e 7 respectivamente.
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Tabela 13 - indices de qualidade protéica das cinco dietas: NPR e RNPR.

Grupos Ganhc()gc;? peso Protein(; )i1ngerida NPR 12 RNPR (%) 1,3
CA 59,12+3,81 14,73+1,09 = 3,710,172 93
cc 57,8044,73 a 15,06+1,76 2 3,6140,752 90
Cs 63,15+7,82 2 14,44+1,60 2 3,99+0,352 100
PS 34,83+7,64 b 9,92+1,24 v 3,07+0,47 b 77
ES 18,81+3,55 ¢ 5,76+1,09 ¢ 2,50+0,32 ¢ 63
P* < 0,001 < 0,001 < 0,001

CA - Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de sodio PS - Produto de soja ES - Extrato de soja.
1 - Valores sao média de 10 (n=10).

2 - Média da perda de peso dos ratos em dieta aprotéica 4,5g.

3 - Proteina padrao de referéncia, caseinato de sédio - ensaio, NPR =3,99,

ANOVA para as colunas (p< 0,05): as mesmas letras representam igualdade estatistica entre grupos.

Os valores do RNPR das dietas elaboradas com a proteina da soja, Grupo
PS e Grupo ES sao menores. Estes resultados serdo discutidos no item 5.4.2.

Na Figura 7 estd apresentada, para cada grupo, a regressdo linear
(Coeficiente de Correlagao de Pearson) entre o consumo de proteina e o ganho de
peso dos animais, durante os 14 dias do ensaio.
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Figura 7 - Relag#o linear da proteina ingerida e ganho de peso dos cinco grupos do ensaio,
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4.4. DIGESTIBILIDADES DAS PROTEINAS DETERMINADAS COM A DIGESTA
ILEAL E A DIGESTA FECAL

Ao final do experimento, as medidas da digestibilidade verdadeira das
proteinas considerando todo trato digestivo (Dvf) e, o conteldo da digesta ileal
(Dvi), portanto exclusdo da atividade colénica foram calculadas para posterior
comparacéo e avaliagdo da qualidade protéica. Na Tabela 14 esta apresentada a
quantidade de nitrogénio ingerido, nitrogénio fecal e nitrogénio ileal para os cinco
grupos experimentais. Os valores médios das digestibilidades, baseados no
balango de nitrogénio, estéo nesta tabela apés aplicag&o da razdo Dv = Ni - (Nf -
Ne) / Nix100 (item 3.4).

Tabela 14 - Calculo da digestibilidade verdadeira das proteinas com o contetido fecal e ileal
das cinco dietas experimentais’.

Grupos  Nitrogénio Nitrogénio Nitrogénio Dvfecal? Dv ileal pt
ingerido (g} fecal (g) ileal (g) (%) {%)

CA 2,31+0,17 = 0,24:+0,06 0,2040,04 912642472 93,17+154+ 0,056
cC 2,3040,63 2 0,25+0,05 0,20+0,04 896445532 91,83+4,71a 0,353
cs 2,3040,27 a 0,2240,04 0,19+0,04 92,24+1762b 93 36+1,83 0,180
PS 1,51+0,40 b 0,26+0,06 0,23+0,06 85,4243,192c 87 1742640 0,198
ES 1,0140,19¢ 0,26+0,07 0,17+0,04  77,3648,01bd  86,72+3,68 b 0,004
P’ <0,001 0,349 0,068 <0,001 < 0,001 -

CA -Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de sédic PS - Produto de soja ES - Extrato de soja.
1- Valores sdo média de 10 (n=10).

2 - Média do nitrogénio endégeno fecal, grupo aprotéico = 0,04g.

3 - Média do nitrogénio endégeno ileal, grupo aprotéico = 0,04g.

4 - Teste t, para as linhas (p<0,05) compara Dv fecal x Dy ileal para cada grupo.

5 - ANOVA para as colunas (p<0,05): as mesmas letras representam igualdade estatistica entre grupos.

A figura 8 ilustra, detalhadamente, a média dos valores das digestibilidades
verdadeiras das proteinas, determinadas com a digesta ileal e fecal dos cinco
grupos de ensaic. A andlise do N ingerido, N fecal e ileal serdo discutidas no item
5.4.3. Da mesma forma as Dvi e Dvf serdo avaliadas quanto a capacidade de

melhor evidenciar a utilizacdo do nitrogénio.
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Figura 8 - Comparacdo da digestibilidade verdadeira das proteinas com o conteudo fecal e
ileal das cinco dietas experimentais. CA — Caseina CC - Caseinato de calcio CS
- Caseinato de sédio PS — Produto de soja ES - Extrato de soja.

* Teste t (p< 0,05): as mesmas letras representam igualdade estatistica entre
grupos.

4.5. AMINOACIDOS ESSENCIAIS

Na Tabela 15 estdo representados os dados da composigdo de aminoacidos
essenciais das fontes protéicas envolvidas no ensaio. O aminograma dos
caseinatos, CC e CS foram fornecidos pelo fabricante; para o perfil aminoacidico
da caseina, CA, foi utilizado um perfil de aminoacidos com o mesmo teor protéico
total (Sarwar, 1983). Quanto aos aminogramas dos produtos de soja, PS e ES,
sao idénticos, com excecdo da metionina que fortifica o produto PS.
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Tabela 15 - Aminoacidos essenciais das fontes protéicas do experimento.

Aminoé_ci'dos Aminograma(mg AAcE/g proteina)

Essenciais CA' cc? cs? ps® Es?
Histidina 30 27 27 30 30
Isoleucina 54 48 48 44 44
Leucina 102 85 85 71 71
Lisina 84 77 77 64 64
Met.+Cis. 35 30 30 26 14
Fen.+Tir. 115 103 103 79 79
Treonina 46 48 48 34 34
Triptofano 13 1 1 1 1
Valina 69 60 60 42 42
CP (%)* 86 92 92 25 45

CA - Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de sédio PS - Produto de soja ES - Extrato de soja.

1 - Caseina, Sarwar, 1983,

2 - Fornecidos pelo fabricante - NPMZ (Brasil).

3 - Fornecida por CBO Assessoria e Anilise. Valores séo média de 2 (n=2). Triptofano analisado separadamente
apos hidrolise alcalina.

4 - Concenfragao Protéica.

A hidrélise acida (alcalina para o triptofano) do conteudo ileocecal e fezes dos
seis grupos esta apresentada na Tabela 16, assim como na Figura 9.
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Tabela 16 - Aminoacidos essenciais da digesta ileal e do conteudo fecal dos seis grupos
experimentais.

Aminoacidos Aminograma (mg AACE / g proteina)’
Essenciais AP CA CcC cs PS ES
lleal Fecal | lleal Fecal | lleal Fecal | lleal Fecal | lleal Fecal | lleal Fecal

Histidina 5 14 14 29 36 26 10 10 10 20 17 12
Isoleucina 26 26 50 18 52 36 36 23 30 56 52 55
Leucina 8 30 54 23 64 59 62 38 43 76 7% 74
Lisina 21 19 39 16 34 34 % 19 34 o8 55 20
Met.+Cis. 12 15 38 14 31 28 24 19 25 82 33 36
Fen.+Tir. 20 23 51 21 45 39 32 30 40 20 59 74
Treonina 19 18 33 16 36 26 27 28 23 30 53 44
Triptofano’ 5 0 9 10 | 3 0 6 0 3 0 14 4
Valina 19 18 47 16 46 33 32 25 32 53 52 54

AP - Aprotéico CA-Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de sodio PS - Produto de soja ES -
Extrato de soja.

1 - Valores sdo média de 2 (n=2).

2 - Triptofano analisado separadamente apés hidrolise alcalina.

A diferenca entre a quantidade dos aminoacidos essenciais presentes na
digesta ileal e no conteudo fecal dos ratos alimentados com as cinco dietas
experimentais n&o foi constante, sendo que alguns foram mais afetados pela

degradacdo bacteriana que outros.
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Figura 9 — Comparagdo dos valores médios dos aminoacidos essenciais (mgAAcE/g
proteina) presentes na digesta ileal(l ) e no conteddo fecal (M ) para os seis
grupos do ensaio.
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4.6. DIGESTIBILIDADE DOS AMINOACIDOS DETERMINADA COM A DIGESTA
ILEAL E O CONTEUDO FECAL

Os valores da digestibilidade dos aminoacidos essenciais das cinco dietas
experimentais, baseada no balan¢o de nitrogénio de ratos em crescimento, foram
determinados com os dados representados nas Tabelas 15 e 16, os quais foram
aplicados na férmula de Dv (item 3.4), estes valores estdo apresentados na
Tabela 17.

Tabela 17 - Digestibilidades dos aminoacidos essenciais das cinco dietas experimentais
calculadas pela digesta ileal (Dvi) e contetido fecal (Dvf).

Aminoacidos Digestibilidade dos AACE (%) :
Essenciais CA CcC CS PS ES
lleal Fecal | lleal  Fecal lieal Fecal | lleal Fecal | lleal Fecal

Histidina 91 92 94 90 96 97 92 80 85 87
Isoleucina 90 96 86 89 92 95 87 73 74 59
Leucina 88 94 92 91 93 95 89 77 79 68
Lisina 89 95 95 94 96 97 88 77 81 73
Met.+Cis. 91 96 90 89 93 94 89 67 70 55
Fen.+Tir. 90 95 94 9% 96 96 89 75 83 66
Treonina 80 89 87 89 92 93 83 69 68 59
Triptofano 93 88 98 100 9% 100 97 100 80 92
Valina 84 93 93 94 96 96 85 72 75 59

CA - Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de sédio PS - Produto de soja ES - Extrato de soja.
1 - Item 3.5, valores sdo média de 2 (n=2).

Os histogramas (Figura10), ilustram mais detalhadamente, a comparagao das
digestibilidades de cada um dos 8 aminoacidos essenciais presentes nas cinco
dietas do ensaio, determinadas com a digesta ileal e contetdo fecal dos ratos

alimentados com estas dietas.
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Figura 10 - Comparacdo da digestibilidade verdadeira dos aminocacidos essenciais (%)
determinada com a digesta ileal (Ji] ) e conteGdo fecal ( ), das cinco dietas
do ensaio.
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4.7. ESCORE QUIMICO DE AMINOACIDOS E ESCORE DE AMINOACIDOS
CORRIGIDO PELA DIGESTIBILIDADE DA PROTEINA (PDCAAS)
CALCULADO PELA DIGESTA ILEAL (Dvi) E O CONTEUDO FECAL (Dvf).

Os escores quimicos dos aminoacidos essenciais das cinco dietas
experimentais foram calculados de acordo com o item 3.4., considerando o padrao
de proteina FAO/WHO/UNU, 1990. Estes valores s&o mostrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Calculo do escore quimico dos aminoacidos das cinco dietas experimentais.

Aminoacidos Padrao FAO' Escore de Aminoacidos(%)>**
Essenciais

CA,CC,CS PS ES
Histidina 14 100 100 100
Isoleucina 28 100 100 100
Leucina 66 100 100 100
Lisina 58 100 100 100
Met.+Cis. 25 100 100 56
Fen.+Tir. 63 100 100 100
Treonina 34 100 100 100
Triptofano 11 100 100 100
Valina 35 100 100 100

CA-Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de sodio PS - Produto de soja ES - Extrato de soja.
1 - FAO/WHO/UNU (mgAAcE / g proteina), 1990: 2 - 5 anos.

2 - Calculo de sAA esta no item 3.4.

3. Ver tabela 15 para valores de AAcE das fontes protéicas.

4 - Valores superiores a 100, s@o considerados 100.

Na Tabela 19 encontra-se os valores do PDCAAS para as cinco dietas
experimentais calculados com a digestibilidade verdadeira da proteina

determinada com a digesta ileal e com o contetdo fecal.
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Tabela 19 - Escore de aminoacidos corrigido pela digestibilidade da proteina (PDCAAS)
considerando a digesta ileal e o contetdo fecal das cinco dietas experimentais.

Amino4cidos PDCAAS (%)"**
Essenciais CA CC CS PS ES
lleal  Fecal | lleal Fecal | lleal Fecal | lleal Fecal | lleal Fecal
Histidina 91 92 94 90 96 o7 92 80 85 87
Isoleucina 90 96 87 89 92 95 87 73 74 59
Leucina 88 94 93 91 93 95 89 78 79 68
Lisina 89 95 95 94 96 97 88 77 81 73
Met.+Cis. 91 9% 90 90 93 94 89 68 39 31
Fen.+Tir. 90 95 94 94 96 96 89 75 83 66
Treonina 80 89 87 89 92 93 84 69 68 59
Triptofano 93 88 98 100 96 100 97 100 80 92
Valina 84 93 93 94 9% 97 85 72 75 59
Valor médio 88 93 92 92 94 94 89 77 73 66

CA - Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de sédio PS - Produto de soja ES - Extrato de soja.
1 -Calculo, item 3.5 (PDCAAS= sAA x Dv).

2 - Valores da digestibilidade verdadeira dos aminoacidos Dv (ileal e fecal), tabela17.

3 - Valores dos escores de aminoacidos das proteinas, sAA, tabela 18.

Resultados
52



= 5. DISCUSSAO
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Este trabalho esta vinculado a necessidade da Avaliagédo da Qualidade
Protéica de produto de mercado, por solicitagdo de firma brasileira para
certificagdo de qualidade de seu produto. Caseina, Caseinato de calcio e
Caseinato de sodio, proteinas de alto valor biolégico foram consideradas, para
constituirem parametros de avaliagdo e de comparagdo de proteina animal e
proteina vegetal. A avaliagdo da qualidade das fontes protéicas se baseou em
bioensaio de crescimento e de balanco nitrogenado, utilizando ratos recém-
desmamados (McDonough et al., 1990).

5.1. ANIMAL DE EXPERIMENTAGAO

Os estudos quando usados sobre populagdes humanas sao demorados e
de custo elevado (Knudsen et al., 1994). Diversas espécies de animais sao
empregadas em pesquisas na area da nutrigdo, visando a avaliagao do valor
nutricional das proteinas dos alimentos e também melhor conhecimento de

disfuncdes nutricionais.

Neste trabalho, a escolha do rato como animal de experimentacao,
independente da facilidade de obtencao, tamanho adequado e natureza docil,
considerou o fato de ser onivoro, e adaptagao as diversas dietas experimentais,
assim como pela semelhanga com humanos no que tange a fisiologia do sistema
digestivo, representando, portanto um modelo proximo do ideal (Baker et al., 1979;
Boin et al., 1998).

Ensaios biologicos baseados em crescimento ponderal de ratos foram muito
utilizados para avaliar a qualidade das proteinas nos alimentos, (Pellett & Young,
1980: Sarwar et al., 1984). Estes animais, em razao da velocidade de crescimento,
requerem relativamente grande quantidade de aminoacidos essenciais. Sabe-se,
que os requerimentos de aminoacidos sulfurados sao 50% mais altos para ratos
em relagdgo a humanos, o que &, sobretudo devido a pelagem. Os outros
aminoacidos tém diferengas relativamente pequenas (Steinke, 1979; Sarwar et al.,

1985b). Existem renovados estudos do metabolismo do rato para aprimorar os

Discusséo
55




valores de seus requerimentos em aminoacidos, e por conseqiéncia
redimensionam-se os requerimentos em aminoacidos para humanos. A Tabela 20
mostra a evolugédo dos requerimentos ocorridos durante 30 anos de estudo em
ratos.

Tabela 20 - Evolugio dos requerimentos de aminoacidos essenciais para crescimento de
ratos. A coluna FAO/WHO estabelece os requerimentos propostos para

humanos.
Aminoacidos NRC' NRC' NRC' FAO/WHO?
Essenciais (1972) (1978) (1995) (1990)
Histidina 30 30 19 14
Isoleucina 55 50 41 28
Leucina 75 75 71 66
Lisina 90 70 61 58
Met.+Cis. 60 60 65 25
Fen.+Tir. 80 80 68 63
Treonina 50 50 41 34
Triptofano 15 15 13 1
Valina 60 60 49 35

1~ National Research Council.
2 - Faixa etaria 2-5 anos.

Como no homem, o duodeno do rato recebe a quase totalidade da ingesta
protéica, porque € minima a digestio das proteinas no estémago. E no duodeno
que as atividades enzimaticas da tripsina, quimotripsina e elastase, clivam as
proteinas em oligopeptideos, contendo 2 a 6 residuos de aminoéacidos, que
seguirdo para a porgao absortiva do jejuno, podendo haver alguma absorgdo no
ileo proximal e medial. No ileo distal, ou seja, no ultimo segmento do intestino
delgado considera-se ser minima a absorg¢ao de amino4cidos. A retirada de agua
da digesta ileal e, as fermentagées da microflora bacteriana acontecem a nivel
colénico (Metges, 2000).

No rato e em humanos, a proporcao de oligopeptideos e aminoacidos
formados no processo digestivo, varia de acordo com o tipo da proteina, sendo o
processo considerado eficiente. Estudos revelam que, apenas 2 a 5% da proteina
ingerida pode escapar do primeiro terco da area absortiva estudos mostraram que
podem ser encontradas proteinas no jejuno distal e ileo proximal (Linder, 1991).
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Existe dificuldade em estabelecer um tamanho médio para o intestino
delgado do rato. Diametro entre 2,5mm a 7,0 mm € aceito como padrédo, ao passo
que o comprimento atinge 100cm a 140cm no animal adulto. Entretanto, ha
diferencas na fisiologia do intestino de ratos e homem. O rato pode praticar a
coprofagia, se privado de alimento balanceado e possui um ceco
proporcionalmente maior, o que pode influenciar na degradagdo bacteriana das
fibras dietarias e na absorgao das proteinas (Knudsen et al., 1994).

No estudo da digestibilidade protéica, os ratos sao utilizados em razdo da sua
similaridade digestiva com humanos, o que €& reconhecido também pela
FAO/WHO/UNU, 1990 (Bodwell et al., 1980; Sarwar, 1987).

5.2. METODO

Foi adotado o método do balango nitrogenado, em duas tomadas do fluxo
digestivo para estimar a quantidade de aminoacidos nao absorvidos: na digesta
ileal e no conteudo fecal (Darragh & Hodgkinson, 2000; Clapper et al., 2001).

Quanto a caseina, esta € a proteina referéncia em ensaios biolégicos. A
escolha dos caseinatos ocorreu em fungédo da seguinte hipétese: utilizando um
produto mais elaborado do que a caseina comercial poder-se-ia ter melhor
digestibilidade?

As dietas contendo proteina animal foram comparadas com duas dietas
elaboradas com Extrato Hidrossollivel de Soja. Sendo neste estudo o EHS oriundo
do Farelo de Soja, justifica-se um novo estudo de biodisponibilidade.

O periodo de ensaio, 14 dias permitiu determinar o NPR e correlato RNPR,
assim como digestibilidade.

Em relagido as dietas utilizadas, no que tange a concentragao protéica,
muitos estudos utilizam 8% (Sarwar & Peace, 1994) para aferir com a proteina de

caseina ou ovo. Neste trabalho as dietas experimentais foram elaboradas com
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10% de concentragao protéica para fornecer talvez, adequacao relativa a menor
qualidade nutricional da proteina vegetal (Angelis, 1981).

Quanto ao método de administracdo das dietas a técnica de alimentacdo
intermitente (Benito et al., 1997,1998) que consistia em uma pre-refeicdo de 15
minutos antes da refeigdo, com duragdo de uma hora (ofertada duas vezes ao
dia), teve a finalidade de aumentar e condicionar o tempo de refei¢ao e estimular
um consumo similar para todas as dietas, o que realmente ocorreu para as dietas
CA, CC e CS. As dietas PS e ES tiveram consumos semelhantes dentro do grupo,
porém nao sdo comparadas entre si.

Com respeito ao trecho intestinal escolhido para analise da digesta, a escolha
do ileo distal e ceco foi embasada na literatura (Knudsen & Jensen, 1991,
Jorgensen & Jensen, 1994). E importante salientar que, Knudsen et al., 1994,
considera o ceco o principal érgado fermentativo do rato, em contraste com o
homem onde a fermentagdo mais significativa ocorre no célon. Neste trabalho,
optou-se pela retirada do contetdo cecal, para se conseguir quantidade suficiente
de digesta, porque o ileo no rato nio armazenava alimento nao digerido, mas
acumulava-o posteriormente no ceco.

5.3. EVOLUCAO PONDERAL

Os grupos CA, CC, CS tiveram consumo médio diario semelhante (9,99, 9,6g
e 9,6g). A aceitacao do alimento foi menor nas dietas formuladas com proteina de
soja (PS e ES). O grupo ES apresentou o menor consumo meédio diario (Tabela
113

O ganho médio de peso dos grupos de ratos foi em torno de 10 a
12g/semana, o que estd de acordo com Sarwar e Peace, 1994, os quais
consideram ser este o aumento de peso de ratos em crescimento.

A figura 5 apresenta evolugao ponderal superior para os ratos sob proteina

animal (CA, CC e CS) em relagdo aos que receberam a proteina da soja. Os
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grupos, PS e ES, obtiveram menor peso, o que nao significa necessariamente
menor desenvolvimento corporal. Resultados semelhantes foram relatados por

Esteves et al., 1996, em experimentos, utilizando bezerros como animal de
experimentagao.

Curiosamente, o Grupo AP, sob dieta isenta de proteina apresentou
acentuada perda de peso no inicio do experimento e posterior tendéncia a uma
adaptacao; resultado semelhante foi relatado por Angelis, 1981.

5.4. ANALISES NUTRICIONAIS
5.4.1. Cociente de eficiéncia alimentar (CEA)

Para o CEA, nao foi encontrada diferenga qualitativa (p<0,05) com relacao a
natureza da fonte protéica, com excegao do grupo ES que nao diferiu do grupo PS
(p>0,05), mas diferiu dos demais (p<0,05), o que ja era esperado, em razao do
baixo consumo de sua dieta experimental (Figura 6, Anexo 5).

5.4.2. Cociente de Eficiéncia Liquida da proteina (NPR) e relativo (RNPR)

A literatura enfatiza o NPR e o RNPR como o método mais adequado,
baseado no crescimento de ratos, para avaliar qualidade protéica de alimentos
(Pellett & Young, 1980; Sarwar et al., 1984).

Neste trabalho, os valores de NPR estdo relacionados com a fonte protéica,
ou seja, em dietas contendo proteina do leite, CA, CC e CS, os valores sao
estatisticamente semelhantes, entre 3,6 a 4,0, e estao dentro da faixa de valores
apresentada pela literatura consultada (Sarwar, 1997). O NPR para PS ainda tem
bom indice (3,1) para proteina de origem vegetal e, menor em relagéo a proteina
animal (Tabela13).

E necessario reiterar que sendo a ingesta de PS e ES relativamente menor
em relagdo aos grupos CA, CC e CS, é evidente que o NPR seriam menores para
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PS e ES, visto que tiveram menor ingesta. Estes fatos permearao todo trabalho,

sem invalida-lo conforme se demonstrara ao longo da discusséo.

Os dados sugerem que o NPR pode ser melhor apreciado quando se analisa
a Regressao Linear (Figura 7). Os valores da proteina ingerida e ganho ponderal
dos trés grupos sob dieta CA, CC e CS, como ja foi citado sdo estatisticamente
semelhantes ao NPR. O Coeficiente de Regresséo Linear (r) para a dieta do grupo
CC (Caseinato de Calcio) € 0,93 e 0,80 para o grupo PS (Produto de Soja), ou
seja, analisando todos os coeficientes de regressao linear, sdo estas duas dietas
as que obtiveram maiores coeficientes.

Outro fato importante é a evolugéo ponderal apresentada pelo grupo PS. Esta
dieta tem suplementagcdo com metionina e quando comparada com o grupo ES
nao suplementado, demonstrou o esperado melhor desempenho e, semelhante a
de Mitchell & Jenkins, 1985 e Harris & Burns, 1988, os quais relataram 81% a 93%
de RNPR para dietas com EHS.

5.4.3. Digestibilidade protéica - ileal e fecal

Estudos recentes enfatizam que as variagdes dos coeficientes de
digestibilidade fecal e ileal ndo sd@o constantes entre aminoacidos das dietas,
porque alguns aminoacidos sdo mais afetados pela degradacdo bacteriana no
intestino grosso. Portanto, a determinagéo de coeficiente de digestibilidade para
cada aminoacido quando se calcula o PDCAAS poderia ser mais apropriada
(Darragh & Hodgkinson, 2000).

A Tabela 14 apresenta os valores de Dvf e Dvi para iniciar a discussao de
digestibilidade. Como se poderia esperar a Dv de proteina animal (CA, CC e CS) é
estatisticamente semelhante (p> 0,05) para ileo e reto. O presente resultado difere
daqueles levantados por Moughan & Donkoh, 1991, apresentado no item 2.4.,
Tabela 4: sem citar as dietas, os autores mostraram que entre cinco animais (ratos
e humanos inclusos) a amostra fecal € mais completa em relacao a ileal. Um fato

é relevante: nao ocorrendo citagao sobre as dietas, € provavel que as andlises de
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digestibilidade sejam obtidas de misturas protéicas, 0 que n&o ocorre no presente
trabalho.

A analise dos valores de aminoacidos essenciais da digesta na regiao
ileocecal e no reto (Tabela 16, Figura 9) nao apresenta diferengas consideraveis, o
que significa nao ter obtido no ileo e no reto, evidéncias de melhor absorcao de
proteina (CA, CC, CS) animal.

Quando se calcula a digestibilidade de cada aminoacido essencial no ileo
obtém-se uma evidéncia: a digestibilidade dos aminoacidos essenciais € alta para
a proteina animal e também o é para as dietas contendo proteina vegetal (Tabela
1Tk

Por outro lado a digestibilidade média obtida da soma das digestibilidades
parciais dos aminoacidos essenciais de cada uma das dietas é semelhante a

digestibilidade obtida, quando se efetuou a determinagao da digestibilidade total.

A digestibilidade dos aminoacidos essenciais (Tabela 17 e Figura 10) é
idéntica para os trés grupos de produtos lacteos (CA, CC e CS). A caseina
comercial (CA) chega ao ileo com 90% a 95% de digestibilidade, a qual sera cerca
de 100% a nivel de reto. Quanto aos caseinatos CC e CS, estes apresentam
melhor digestibilidade ja a partir do ileo. A digestibilidade ileal para estes € muito
semelhante a digestibilidade fecal, o que permite concluir que nao haveria a

necessidade de acessar o ileo.

Estes dados estdo em concordancia com Rutherfurd & Moughan, 1998, que
também se dedicaram a analisar a proficiéncia da digestibilidade ileal e fecal
utilizando seis produtos lacteos e dois produtos de soja. No presente trabalho, os
histogramas de digestibilidade de aminoacidos (Figura10) demonstram
superioridade de digestibilidade para a proteina do leite. Com referéncia aos
produtos de soja, Rutherfurd & Moughan (1998), utilizando proteinas de
concentragdes distintas, (mas dietas isoprotéicas) também obtiveram resultados
de digestibilidade discretamente menores nas fezes como ocorreram no presente
trabalho.
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5.4.4. PDCAAS

O escore de aminoacidos corrigido pela digestibilidade verdadeira das
proteinas (PDCAAS) é usado como rotina para avaliar a qualidade nutricional das
proteinas e foi oficializado pela FAO/WHO, desde 1991. Considera ndo somente a
composicao de aminoacidos das proteinas, comparada com um padrdo, como
também suas digestibilidades.

Neste trabalho, as dietas a base de caseina e caseinatos (CA, CC e CS) e
produto de soja (PS) apresentaram Escore de Aminoacidos > 1,0 (Tabela 18), ou

seja, para estes grupos os valores de PDCAAS dependeram somente dos valores
da Dv (PDCAAS = Dv).

Na literatura consultada, os autores sugerem que possiveis variagdes no
resultado da composicdo de aminoacidos de uma mesma fonte protéica
(Coeficiente de Variagdo — CV) sejam consideradas, quando se calcula
parametros nutricionais para alimentos (Sarwar et al., 1983).

Portanto, neste modelo experimental, considerando CV — 10% para caseina e
caseinatos verifica-se, similaridade entre os valores do PDCAAS calculado com
digesta ileal e contetdo fecal para as dietas elaboradas com a proteina animal
(Tabela 19). Para os grupos alimentados com dietas com a proteina da soja, o
valor do PDCAAS calculado com a digesta ileal foi sempre maior que o calculado
com o conteudo fecal.

Os resultados permitem afirmar que a absorgao ileal é eficiente para
caseinas e proteina de soja. Quanto ao célon, os fenémenos de digestao
microbiana e/ou a entrada de células colénicas descamadas para as fezes foram
muito pequenas. O balango destas pequenas intervencdes favorece a hipotese
aqui defendida, isto é: para proteina de alto valor biolégico a absorgio e, portanto
digestibilidade ileal é perfeita. Todavia ndo ha necessidade de mudar o método de
coleta de fezes, porque demonstraram-se valores equivalentes para proteina
animal.

Discusséo
62



Quanto a proteina vegetal a digestibilidade ileal é também perfeita, a média,
89% € equivalente aquela obtida para proteina animal, isto & 92%. A
digestibilidade fecal € menor sob dieta protéica vegetal, o que permite inferir um
estado de fisiologia col6nica diferente sob dieta vegetal.

Na Tabela 19, os calculos dos PDCAAS demonstraram similaridades com
aqueles encontrados por Sarwar & Peace, 1994. Estes, com um modelo
experimental semelhante determinaram valores do PDCAAS entre 86 — 93% para
dietas a base de caseina e caseinatos. Para a dieta elaborada com a proteina
vegetal, o valor de PDCAAS 77 — 89% se enquadra na faixa relatada por Sarwar &
McDonough, 1990.
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Os trés grupos de ratos sob as dietas controles a base de caseina e
derivados obtiveram o mesmo consumo, evolugdo ponderal e Cociente de
Eficiencia Alimentar, o que nao era esperado, visto que para caseinatos poderia

ocorrer desempenho superior em relagao a caseina comercial.

Quanto as dietas contendo Produto de Soja e Extrato de Soja, os consumos
foram respectivamente 35% e 59% menores em relagdo ao controles. Estes
consumos foram adequados para Produto de Soja, mas para Extrato de Soja a
baixa ingesta interferiu nos indices de qualidade protéica.

Os valores de Cociente de Eficiéncia Liquida da Proteina foram relacionados
a fonte protéica, ou seja, nas trés dietas controles (Caseina, Caseinato de Calcio e
Caseinato de Sodio) os valores estio entre 3,6 a 4,0. Para o grupo sob dieta do
Produto de Soja, o NPR é 3,1. Entretanto quando efetuada a Analise de
Regressao Linear entre as varidveis ganho ponderal e proteina ingerida, o grupo
Produto de Soja alcanga r = 0,80, comparavel ao grupo & base de caseina
comercial e proximo do grupo Caseinato de Calcio que obteve r =0,93. O bom
resultado do Cociente de Eficiéncia Liquida da Proteina (3,1) para o grupo Produto
de Soja sugere que a menor ingesta (35%) abaixo do grupo controle ndo afetou a

avaliagao desta analise nutricional.

A Digestibilidade Verdadeira para os trés grupos controles (Caseina,
Caseinato de Calcio, Caseinato de Sédio) foram semelhantes para ileo e reto, o
que permite concluir que ndo ha necessidade de acessar o ileo para proteinas
animais de alta digestibilidade. Quanto ao grupo Produto de Soja os resultados
indicam que no ileo e no reto as digestibilidades sao em média proximas as
digestibilidades das dietas a base de caseina. Todavia a Digestibilidade
Verdadeira determinada com o contetdo fecal € menor sob dieta protéica vegetal,
confirmando que existe um estado de fisiologia coldnica diferente sob dieta
vegetal.

A fortificacdo de produtos de soja com 45% de proteina em aminoacidos
sulfurados aumenta sua qualidade nutricional, e apenas sob esta condicao,

aproxima o seu desempenho ao da dieta & base de caseina.
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Desta forma, pode-se afirmar que dentro de consumos adequados, a
proteina de soja é nutricionalmente correta, quando devidamente fortificada em
aminoacidos sulfurados e proveniente de um produto de soja com 45% de
proteina, valor usualmente atingido na presente década para produto protéico de
soja.

Fica evidenciada a superioridade da composi¢do aminoacidica dos
caseinatos em relagéo a proteina de soja.
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The evaluation of the protein “s quality requires a constant improvement of the
used methods for a more accurate determination of their real use. For this reason,
the Protein Digestibility-Corrected Amino Acid Score (PDCAAS), through the study
with rats is employed for this evaluation, for it counts not only for the chemical
score of the amino acid, but also for their digestibility, what makes possible to find
the first limiting amino acid. The present study, products containing soy protein was
evaluated by the PDCAAS, on two takes of the digestive flow to estimate the
amount of nom absorbed amino acid: fecal contents and digested ileal. This
evaluation is done by determining the quantity of essential amino acids of the
protein being studied, referred to as FAO/WHO hypothetical standard (1990). The
hypothesis of the work is that it may be bioavialability similarities between essential
amino acids of vegetable and animal sources. The ﬁroducts containing soy protein
were tested, where only one (product PS) was fortified with 0,3% of methionine
and compared to a diet based on casein (commercial, sodium caseinate, calcium
caseinate) the diets were administered to five groups made up of 10 Wistar male
Weaning rats. A sixth group was feed with a protein diet to estimate endogenous
losses of nitrogen. The group under the casein and caseinates diet presented
accented similarities: ingest, pondered gains, fecal nitrogen providing similar
values to the true digestibility (Dv) estimate, and amino acids score 21,0, that is
PDCAAS = Dv for these groups. As for the two groups under soy diet, called PS
and ES, the ingest were 65% and 41%, respectively in relation to the control even
though the diets were equally balanced and flavored. The Dv fecal and ileal for the
three control groups were statistically similar and on interval of 90 to 93%. As for
the PS groups was significantly similar to the control, as for the Dv fecal, and 3%
below the control in relation to the Dv lleal. This first result shows that the soy
protein in small scale does not get at the Dv obtained for casein and derived. As for
the chemical score of essential amino acids was > 1,0 to the PS group and to the
ES group 0,56 was obtained from the methionine/cysteine score, what resulted in a
PDCAAS 84% to PS, and 39% to ES, what indicates that a soy product (45%
protein concentration) fortified by amino acids sulfurs reaches a expressive value
and close to the performance of the casein based diet. It shows on the ileo the
bioavailability of the essential amino acid of the caseins diet are similar to the
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bioavailability of the amino acid on a soy protein diet. Considering that up to the
ileo the digestion of amino acid are satisfactory, it can be said that with in a
adequate consumption, the soy protein is nutritially correct, when properly fortified
in amino acid sulfurs and coming from a soy product with a 45% protein, a value
usually aquired on the present decade to soy protein product.
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9. ANEXOS
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ANEXO 1 - Composicao centesimal aproximada da caseina, caseinato de
sodio e caseinato de calcio.

Componentes Caseina’ Caseinato de sédio' Caseinato de calcio’
(%) (M.Cassab) (NZMP) (NZMP)
Proteina bruta 84.0 927 921
Carboidratos 5.6 - -
Cinzas 2.1 3.6 3.9
Umidade 8.3 4.2 4.0

1 - Composigao fornecida pelos fabricantes.
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ANEXO 2 - Composic¢ao centesimal aproximada do EHS e Produto de Soja.

Componentes EHS' EHS? Produto de Soja’
(%) (Padrao) (Olvebra) (Olvebra)
Proteina bruta > 415 446 25.2
Carboidratos <346 21.0 43.3
Lipidios totais >13.8 26.0 23.3
Fibra NR** 1.3 0.0
Cinzas <7.0 4.5 55
Umidade >3.0 3.5 25

1- Compéndio de Normas e Padroes para Alimentos da Associagao Brasileira das Indistrias de Alimentagzo.
2 - Composigao fornecida pela Olvebra Indl. S.A. * NR- Ndo reportado.
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ANEXO 3 - Média dos pesos iniciais dos animais para os seis Grupos de

Ensaio.
Grupos AP CA cC Cs PS ES
Peso (g) 57.6 57.0° 62.6" 58.5° 61.1% 58.9°
Desvio padrio 5.4 8.0 8.6 10.2 6.8 6,8
N 10 10 10 10 10 10

AP - Aprotéico CA - Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de sodio PS - Produto de soja ES -

Extrato de soja.
ANOVA: p = 0.581 para as linhas (p< 0,05): as mesmas letras representam igualdade estatistica entre grupos.
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ANEXO 4 - Evolucgdo do peso médio em ratos dos seis Grupos de Ensaio.

140 -

120

100 ~

Peso médio (g)

80 -

40 SO s e e PR T RS ST AN VRO B T e e e e S o 2
AQ A3 EO E2 E4 ES E8 ETOUE1Z S E14

Tempo do experimento (dias)

A - Periodo de adaptagdo (5 dias) E - Periodo de experimentagio (14dias).
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ANEXO 5 - Valor do Cociente de Eficiéncia Alimentar (CEA) dos cinco
Grupos de Ensaio

Grupos CA CcC Ccs PS ES
CEA 0432 0.48 2 0.46 2 0.39 3¢ 0.35°°
Desvio padrio 0.02 0.12 0.04 0.06 0.05
N 10 10 10 10 10

CA - Caseina CC - Caseinato de caicio CS - Caseinato de sodio PS - Produto de soja ES - Extrato de soja.
ANOVA: para as linhas (p< 0,05): as mesmas letras representam igualdade estatistica entre grupos.
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ANEXO 6 - Valores do NPR para as cinco Dietas Experimentais.

5,5 . :
5.0- : . : - NPR
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4,5 -

4,0

3,5

Valores médios do NPR
'Nt.h
1

0,0+
] ab -

B C

cs o ped
Grupos

CA - Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de sédio PS - Produto de soja ES - Extrato de soja.
ANOVA: para as linhas (p< 0,05): as mesmas letras representam igualdade estatistica entre grupos.
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ANEXO 7 — Valores do RNPR para as cinco Dietas Experimentais.

‘oo ]

_ | - RNPR |
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Valores médios do RNPR

cady
. Grupos

Valor de RNPR para os cinco Grupos de Dietas. CA - Caseina CC - Caseinato de calcio CS - Caseinato de
sodio PS - Produto de soja ES - Extrato de soja.

s

Anexps
95



ANEXO 8 - Protocolo da Comissao Etica na Experimentagdo Animal.
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