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Resumo Geral

O presente trabalho constitui parte de um projeto mais amplo que visa a
obtengao de ingredientes funcionais a partir do leite bovino. Nesta pesquisa os
principais objetivos foram: a) produzir derivados proté€icos do leite nas formas de
concentrado protéico de soro doce liofilizado (CSD), coagulo de caseina (Co-Cas),
caseinato de sédio (CasNa); b) caracterizagdo fisica e quimica das fragbes
protéicas obtidas; c) determinacdo de indices de avaliagdo protéica (PER, NPR,
EQ, Dv, PDCAAS) para os trés concentrados protéicos obtidos em planta piloto,
comparativamente a uma caseina comercial (CC); d) estudo comparativo entre
CSD e CasNa, da digestibilidade e absor¢cdo de aminoacidos, utilizando ratos
Wistar adultos e a técnica de gavagem estomacal e retirada do sangue da veia
porta para analise nos tempos de 10, 20, 40 e 60 minutos (T10, T20, T40, T60)
apos gavagem. O intestino delgado também foi removido para determinacao de
proteinas totais no conteudo intestinal.

A composicédo centesimal em base seca, dos trés concentrados protéicos
revelou o seguinte: para CSD, proteina 83,84%, cinza 2,77%, lactose 8,88%,
lipidios totais 4,48% e 96,37% de sdlidos totais; Co-Cas, proteina 80,78%, cinza
5,08%, lactose 12,51%, lipidios totais 1,61% e sdlidos totais 92,71%; CasNa,
proteina 76,82%, cinza 9,01%, lactose 19,91%, lipidios totais 1,66% e sodlidos
totais 93,85%. A porcentagem de solubilidade foi de 93,09% para o CSD (tampao
citrato-fosfato 0,01M, pH 4,6), para Co-Cas e para o CasNa foi de 3512% e
98,02%, respectivamente, determinadas em agua destilada a temperatura
ambiente e com o pH ajustado para 7,0.

Os valores dos indices de avaliagdo protéica foram os seguintes: escore
quimico de aminoéacidos essenciais (EQ) 1,02, 0,79, 0,84 e 0,87, respectivamente
para o CSD, Co-Cas, CasNa e CC, sendo estatisticamente inferior para o Co-Cas
em relacdo aos outros trés concentrados, que nao difeririam estatisticamente entre
si. O PDCAAS (EQ x Dv%) foi de 96,8, 72,4, 79,6 e 81,4, respectivamente para o
CSD, Co-Cas, CasNa e CC. O PER variou entre 3,65 para o Co-Cas e 3,15 para o
CasNa, sendo estatisticamente inferior (p< 0,05) para o CasNa, nao apresentando
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diferenga estatistica para os demais concentrados. O indice NPR apresentou
valores de 3,82 a 3,62, sem diferenca estatistica entre os tratamentos.

O estudo da digestibilidade e absor¢do de aminoacidos entre o CSD e
CasNa mostrou os seguintes resultados: aos 10 minutos apés gavagem (T10), os
aminoacidos prolina, alanina, cisteina, metionina, valina, isoleucina, leucina,
tirosina, fenilalanina e lisina apareceram em concentragdes significativamente
mais elevadas (p< 0,05) para a intubagdo com CSD do que com CasNa. Aos 20
minutos da intubagao (T20) passaram a predominar de maneira significativa varios
aminogcidos no tratamento com CasNa. O tratamento com CSD promoveu maior
concentracéo de proteina sérica aos 10, 20 e 40 minutos apds gavagem, tendo
alcangado um pico de concentragdo apos 20 minutos (T20).

Pode-se concluir que, embora o CSD né&o tenha diferido dos demais
concentrados e da caseina comercial quanto aos indices relacionados ao
crescimento (PER, NPR), apresentou-se superior quanto ao EQ, Dv e PDCAAS.
Quanto a digestao da proteina e absorcao de aminoacidos, o CSD apresentou
mais alta digestibilidade e absor¢do de aminoacidos que se refletiu em uma maior

concentragao de proteina no soro sanglineo.
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General Summary

The present work represent a part of a larger project aiming at the
production of functional ingredients from bovine milk. For this particular research
the main objectives were: a) production of milk derivatives in the forms of
lyophilized sweet whey protein concentrate (WPC), casein coagulum in a
dehidrated form (Cas-Co) and sodium caseinate (NaCas); b) physical and
chemical characterization of the concentrates obtained; c) determination of the
protein nutritive values by the PER, NPR, CS, Dv, PDCAAS indices for all three
protein concentrates obtained at pilot plant, comparatively to a commercial casein
(CC), by the use of weanling rats of the Wistar strain; d) a comparative study
between WPC and NaCas as to degree of protein digestibility and amino acid
absorption, using adult rats of the Wistar strain and the stomach intubation
technique with subsequent withdrawn of blood from portal vein after 10, 20, 40 and
60 minutes of intubation (T10, T20, T40, T60). The small intestine was also
removed and the content was used for total protein.

The percent composition (on a dry basis) of the three protein concentrates
was as follow: WPC, protein 83,84%, ash 2,77%, lactose 8,88%, total lipids 4,48%
and total solids 96,37%; Cas-Co, protein 80,78%, ash 5,08%, lactose 12,51%, total
lipids 1,61% and total solids 92,71%; NaCas, protein 76,88%, ash 9,01%, lactose
19,91%, total lipids 1,66% and total solids 93,82%. Solubility (%) was 93,09 for
WPC (citrate phosphate buffer 0,01M, pH 4,6, room temperature), for Cas-Co and
NaCas solubility (%) was 35,12 and 98,20, respectively (in water, pH 7,0, room
temperature).

The protein nutritive value indices were as follow: essential amino acid
chemical scores (CS) 1,02, 0,79, 0,84 and 0,87, respectively, for WPC, Cas-Co,
NaCas and CC (commercial casein). The true digestibility (Dv %) was 94,92,
91,97, 94.81 and 93,57, respectively for WPC, Cas-Co, NaCas and CC, being the
value for the Cas-Co statistically inferior (p< 0,05) to the other three concentrates
which were statistically identical among themselves. The PDCAAS (CS x Dv %)
was 96,8, 72,4, 79,6 and 81,4, respectively for WPC, Cas-Co, NaCas and CC. The
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PER values were in the range 3.65 to 3.15 for the Cas-Co and NaCas,
respectively, being statistically inferior (p< 0,05) for NaCas, with no statisctical
diferences among the other three concentrates. The NPR presented values in the
range 3.83 and 3.62 with no statistical diferences among the treatments.

The protein digestibility and amino acid absorption study for WPC and
NaCas showed the following resuits: after 10 minutes of intubation (T10) the amino
acid proline, alanine, cysteine, methionine, valine, isoleucine, leucine, tyrosine,
phenylalanine and lysine were at significantly higher concentrations (p< 0,05) for
the intubation with WPC compared with NaCas. After 20 minutes of intubation
(T20), several amino acids predominated in the NaCas treatment. The WPC
treatment promoted higher serum protein concentrations at 10, 20 and 40 minutes
of the intubation, reaching a peak of concentration at T20.

The results permit to conclude that, although WPC had not differed from the
other protein concentrates as to the growth promoting indices (PER, NPR), it was
superior as to the CS, Dv and PDCAAS. Regarding protein digestion and amino
acid absorption, the WPC revealed higher digestibility and absorption of amino

acids leading to higher blood serum protein concentration.



CAPITULO 1

“PROTEINAS DO LEITE BOVINO: ESTADO ATUAL DO CONHECIMENTO”

1. Introducgao

Soro de leite € um subproduto do leite obtido durante a producgéo de queijo
ou de caseina. Com o surgimento de novas tecnologias, o soro e suas fracdes se
tornaram ingredientes alimentares muito versateis e valorizados hoje em dia. O
soro € uma fonte econdmica de proteinas que oferece uma série de beneficios
funcionais em suas aplicagdes alimenticias. Produtos de soro incluindo a lactose,
melhoram a textura, realcam sabor e cor, emulsificam e estabilizam os sistemas
emulsificados, melhoram a dispersabilidade em misturas secas, ampliam a vida de
prateleira € possuem uma série de outras propriedades que aumentam a
qualidade final dos produtos alimenticios (Smithers et al., 1996).

Proteinas de soro podem se tornar ingredientes chave para o
desenvolvimento de produtos inovativos, como: bebidas para esportistas,
contendo alto teor protéico e baixas quantidades de lipidios e lactose; substitutos
de dietas enterais, produtos médicos nutricionais, também com baixa
concentragao lipidica e de lactose (efeito indesejado em alimentos pela possivel
ocorréncia da reacdo de Maillard e pela intolerancia de certos individuos a
lactose); podem ainda ser utilizados na elaboragéo de filmes protéicos ou agentes
flavorizantes, entre outras propriedades funcionais de interesse para a industria

alimenticia em geral (Huffman, 1996).

Com a urbanizacédo acelerada e a globalizacdo da economia, os alimentos
processados e os formulados adquirem importancia cada vez maior na vida das
populacdes, pela sua conservabilidade e maior conveniéncia. Além destas
caracteristicas, existe uma preocupagdo mundial em se oferecer a populagao,
alimentos que contenham em sua COmMPOSiGA0 um Ou mais componentes



classificados como fisiologico-funcionais, isto € compostos que atuam no
organismo, no sentido de prevenir e/ou retardar determinadas doencas ou estados
patolégicos (Huffman et al., 1996).

Algumas patologias tendem a se estabelecer na vida de uma pessoa e, por
se agravarem a partir da meia idade, séo conhecidas como doencas cronicas e/ou
degenerativas, como a aterosclerose, o diabetes, a hipertenséo, a osteoporose,
alergias, além dos males de Alzheimer e Parkinson (Brink, 1996).

Na década de 90, muitos paises se mobilizaram para desenvolver alimentos
que além de promoverem efeitos especiais sobre a saude, fornecem nutrientes
especiais e calorias que o organismo humano necessita. Estes alimentos
receberam a denominagdo de nutracéuticos ou alimentos funcionais pelos

pesquisadores (Frokjaer, 1994).

2. Propriedades tecnologicas

O leite e seus componentes protéicos apresentam importantes
propriedades funcionais, tanto sob o aspecto tecnolégico como sob o fisioldgico.
As propriedades funcionais das proteinas de interesse tecnolégico, dependem
fundamentalmente de sua composi¢cdo, estrutura e suas propriedades fisico-

quimicas.

As propriedades funcionais importantes sao aquelas que melhoram o
comportamento tecnolégico da proteina, melhorando as caracteristicas de
aparéncia e sensoriais do produto que as contém e, portanto, aumentando sua
aceitacao pelo consumidor. Dentre essas propriedades as de maior interesse sao:
propriedades emulsificantes, formagcdo de biofimes e de microparticulas,
solubilidade, capacidade de geleificacdo e capacidade de formac&o de espuma
(Morr & Foegedind, 1990).



A solubilidade € uma propriedade funcional importante das proteinas de
soro, sendo soluvel a varias faixas de pH, quando nao sofreram desnaturacdo
durante sua obtencdo. No entanto, aquecimento a temperaturas acima de 70°C,
causam perda da solubilidade no pH de 3,0 a 5,0, devido a precipitagdo de
algumas das proteinas do soro no seu ponto isoelétrico (pI 4,5 - 5,3). Sob
condigbes apropriadas de aquecimento, as proteinas do soro formam geéis
ireversiveis quando dissolvidas em agua na concentracao de 7% e aquecidas em
torno de 65°C, formando uma rede tridimensional, capaz de reter agua, formando
géis (Huffman, 1996).

As proteinas do soro apresentam diferentes sensibilidades para
temperaturas acima de 50°C. O grau de desnatura¢do da proteina durante o
processamento depende da concentragdo total de sélidos e de proteina, tempo de

exposicao, pH e forga idbnica (Marshall & Harper, 1988).

Existem diferencas estruturais e funcionais entre os varios tipos de
caseinas e as proteinas do soro. As caseinas sdo organizadas em micelas (0,1-
0,2 um de diametro), formadas principalmente por o, e k-caseinas e fosfato de
calcio coloidal. As caseinas apresentam estruturas mais abertas e flexiveis, e
portanto exibem alta estabilidade térmica e elevada capacidade emulsificante, e
de formacao de filmes. Ja as proteinas do soro apresentam estrutura tipicamente
globular, as quais séo estabilizadas pelo elevado numero de pontes dissulfeto.
Essas proteinas s&o mais susceptiveis a desnaturag&o térmica e com isso podem

ter suas propriedades funcionais alteradas (Sgarbieri, 1996).

As caseinas e as proteinas de soro tém sido utilizadas como substitutos de
gordura em produtos de baixa caloria, pelas suas propriedades geleificantes e
emulsificantes e também pela possibilidade de sua transformagédo em
microparticulas. Proteinas microparticuladas funcionam como goticulas de gordura
em emulsdes do tipo oleo/agua, conferindo estabilidade ao sistema, além da

sensac3o gustativa muito semelhante a gordura (Yost & Kinsella, 1992).



As principais proteinas do leite de vaca sao as caseinas, representando
aproximadamente 80% das proteinas totais, e as proteinas do soro, compondo
aproximadamente 20%. As caseinas podem ser separadas das proteinas do soro
por dois processos principais: precipitacado no pH isoelétrico (pH 4,6 a 20°C) e
através da coagulagdo pela agdo da enzima quimosina (renina), utilizada no

processo industrial de fabricag&o de queijos (Sgarbieri, 1996).

Quando a caseina do leite € removida, seja durante o processamento do
queijo , ou a simples precipitagdo da caseina pela adigao de acido, até o ponto
isoelétrico (pH 4,6) permanecem no soro do leite, as proteinas e os peptidios
resultantes da acdo enzimatica ou da precipitagéo acida da caseina e ainda uma

pequena e variavel quantidade de B-caseina (Marshall & Harper, 1988).

As proteinas do soro incluem B-lactoglobulina (B-Lg), a-lactoalbumina (o-
La), imunoglobulinas (lg), albumina de soro bovino (BSA), lactoferrina,
lactoperoxidase e polipeptidios de baixo peso molecular, derivados da protedlise
de algumas caseinas. A B-Lg e a a-La representam as principais proteinas do
soro, contando com 80%, sendo que 55% é representado pela B-Lg e 25% pela a-
La (Horne, 1990).

A B-Lg é a proteina que se encontra em maior quantidade,
aproximadamente 50% das proteinas do soro de leite bovino. A estrutura desta
proteina depende do pH. Em pHs entre 5,2 e 7,5, a B-Lg se encontra na forma de
um dimero; a pHs abaixo de 3,5 e acima de 7,5, se encontra sob a forma de
mondmero; e entre os pHs de 3,5 e 5,2, sob a forma de um octamero. A B-Lg
apresenta em sua cadeia protéica 5 residuos de cistina, dispostos como ligacoes
dissulfidicas intramoleculares e um grupamento SH, nao reativo. A presenca
destes residuos de aminoacidos sulfurados na molécula, com grupos —SH livre,
facilita a polimerizacéo, pela formacdo de ligagbes dissulfidicas covalentes
intermoleculares durante processamento a altas temperaturas e estocagem da

proteina. Por apresentar em sua estrutura 15% de a-hélice, 43% de folhas- e



43% de estrutura desordenada, é sensivel ao pH e a temperatura, dependendo do
tempo de exposicdo & temperaturas acima de 65°C. E resistente a digestdo
enzimatica devido a sua conformagéo estavel. Por ser uma proteina termolabil, &
temperaturas utilizadas durante os processamentos pode ter sua digestibilidade

alterada, com reflexo na disponibilidade biolégica (Morr & Ha, 1993).

A a-La é a segunda proteina presente em maior quantidade, representando
20% do total das proteinas do soro. Possui estrutura globular compacta contendo
4 ligagGes dissulfidicas intramoleculares. Morr & Ha (1993), mostraram que a a-La
foi desnaturada a 65,2°C e pH 6,7, e que 80 a 90% da desnaturagdo se reverteu
com o congelamento. Morr & Ha (1993), reportaram também que a a-La
desnaturou a 62-63°C e que 90% da estrutura original foi recuperada no pH 6,5.
Este alto grau de renaturacédo € provavelmente responsavel pela aparente
resisténcia desta proteina ao calor. A presenga de ions Ca*2, fortemente
interligados nos residuos de acido aspartico da a-La, garante sua estabilidade

conformacional.
3. Caracteristicas nutricionais das proteinas de leite

As proteinas de soro de leite possuem propriedades nutritivas e funcionais
bem superiores as outras proteinas de origem animal e as de origem vegetal.
Essas proteinas tém sido utilizadas cada vez mais em nutricdo humana pelo seu
elevado valor nutritivo, superior as do ovo integral e as do leite humano, além de
apresentarem varias propriedades fisiolégicas especiais (Renner, 1988). O perfil
de aminoacidos das proteinas do soro de leite de vaca & muito semelhante ao das
proteinas do leite humano, prestando-se muito bem para formulagdo de produtos
que substituam, com vantagens, o leite de vaca na alimentagdo infantil
(Hambraeus, 1982).

As atividades biolégicas e nutricionais das proteinas de soro parecem estar

relacionadas com seu perfil aminoacidico e com o tipo de processamento



envolvido para sua obtencdo. Estudos realizados por Bounous & Gold (1991),
demonstraram que a atividade biolégica das proteinas de soro sé foram mantidas,
quando estas ndo sofreram qualquer tipo de desnaturacdo, seja durante o
processamento ou por adigdo de substancias ou agentes desnaturantes.

As caseinas e as proteinas do soro contém quantidades variaveis e
propor¢cao correta de aminoacidos que o organismo necessita. As proteinas do
soro se destacam, também pela sua excelente digestibilidade e por serem
completamente biodisponiveis. Muitos produtos do soro vém sendo desenvolvidos
e utilizados devido as suas vantagens nutricionais, uma vez que constituem uma
fonte de proteinas, carboidratos e minerais tais como o célcio, com uma relagéo
custo-beneficio extremamente eficiénte. Avaliada segundo o método Protein
Digestibility-Corrected Amino Acid Scoring, descrito por Henley & Kuster (1994),
as proteinas do soro alcangam o valor igual ou superior a 1,0, em fungdo de sua
excelente digestibilidade e pelo fato de fornecer ou superar a quantidade
recomendada de cada aminoacido essencial. Também quando sdo usados outros
métodos de determinacdo de qualidade protéica, como o PER (quociente de
eficiéncia protéica), o soro de leite obtém excelente pontuacéo na escala, uma vez
que a caseina, considerada proteina de referéncia apresenta valores proximos de
2,5 para o PER, enquanto as proteinas de soro alcancam valores acima de 3,0,

demonstrando seu alto valor nutritivo (U.S. Dairy Export Council, 1997).

Um ensaio biolégico com ratos, descrito por Guzman (1995), comparou o
valor biologico, PER e NPU (utilizagao liquida da proteina) entre as proteinas de
soro e a caseina. Como resultado deste experimento, as proteinas do soro foram
consideradas nutricionalmente superiores em relagdo a caseina, para os indices
determinados.

Em uma avaliacdo realizada segundo o método de PDCAAS (Henley &
Kuster (1994), as proteinas de soro alcangaram valores igual ou superiores a 1,0
em funcdo de sua excelente digestibilidade e também pel;o fato de superar a
quantidade recomendada de cada aminoacido essencial.
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Varias caracteristicas da composi¢éo de aminoacidos das proteinas do soro
sao altamente desejadas, especialmente para produtos destinados a alimentagao
infantil, como por exemplo, a relagao ideal igual a 1,0 para cisteina/metionina,
baixos teores de aminoacidos aromaticos, particularmente fenilalanina e tirosina,
favorecendo criangas com fenilcetonuria (Hambraeus, 1982).

Heine et al (1991), estudaram a substituicdo de leite materno por férmulas
infantis & base de leite bovino e demonstraram o cuidado que se deve ter com
este tipo de formulagdo. Apesar da concentragdo protéica do leite humano ser
inferior @ concentracéo protéica do leite bovino, no leite humano, encontram-se
quantidades adequadas de aminoacidos essenciais e outros fatores para a

maturagéo dos érgaos do bebé e n&o apenas para o crescimento.

Em relagao as deficiéncias de aminoacidos, a mais surpreendente diferenca
entre o leite bovino e o0 humano séo as concentragdes mais baixas de triptofano e
cisteina, presentes no leite bovino. Ambos aminoacidos s&o vitais para o
desempenho de importantes vias fisiologicas. O triptofano, por exemplo € um
precursor da serotonina (responsavel pela regulagédo do sono); a cisteina € um
componente da glutationa, a qual esta envolvida com a protecdo do organismo
contra a peroxidagéo lipidica e estimulos a produgéo de linfécitos (Heine et al,
1991).

A a-La é uma das proteinas presentes no soro de leite, tanto bovino, quanto
humano. Em ambas as espécies, essa proteina apresenta fungdo importante na
sintese da lactose. Suas propriedades estruturais ajudam a minimizar efeitos
antigénicos indesejaveis do leite bovino, quando este for utilizado para
alimentacdo infantil. A «-La apresenta um significado nutricional marcante. Em
relacdo a composigdo aminoacidica, é considerada singular, apresenta escore
quimico elevado e os aminoacidos essenciais estdo em elevada proporgao, 63,2%



dos aminoacidos totais. Sao eles: triptofano, fenilalanina+tirosina, leucina,
isoleucina, treonina, metionina+cisteina, lisina e valina (Heine et al., 1991).

Além das diferengas na concentragao de proteinas totais e de caseinas, por
serem bem menores no leite humano em relagao ao leite bovino, outra diferenca é
a auséncia de B-Lg no leite humano. Por esse motivo, ha uma tendéncia de certas
criancas apresentarem reagoes alérgicas ao leite de vaca. Nestes casos, o leite de

vaca devera ser substituido por outro produto isento ou com baixo teor de B-Lg.

4. Propriedades funcionais fisiolégicas

4.1 Proteinas do soro

As proteinas do soro apresentam propriedades fisiolégicas importantes.
Segundo Brink (1996), as proteinas do soro parecem ser as unicas capazes de
aumentar a resposta imune, os niveis de glutationa celular e prolongar a vida de
animais de experimentagdo. A glutationa € um tripeptidio composto por 3
aminoacidos: cisteina, acido glutamico e glicina, e é encontrada em quase todas
as células animais. Possui agdo antioxidante, neutralizando radicais livres; protege
contra clivagem do DNA causada por raios X e radiagdes ultravioleta do sol
ajudando a manter a capacidade carreadora de oxigénio celular e sanguineo.
Bounous & Gold (1991), demonstraram que uma resposta imune deficiente pode
estar associada a baixos niveis de glutationa, uma vez que a glutationa tecidual
esta relacionada com a capacidade dos linfocitos em responder a um estimulo

mitogénico.

A resposta imune humoral, envolvendo a rapida produgao de anticorpos
também estd associada com a capacidade do organismo em sintetizar
rapidamente as proteinas e com o tipo de dieta envolvida para esta sintese. As
proteinas de soro de leite bovino parecem possuir os aminoacidos essenciais
ideais para uma rapida producdo de anticorpos (Bounous & Gold, 1991). As

proteinas de soro tem sido apontadas como importantes moduladores do sistema



imunoldgico, tanto o sistema celular como o humoral, estimulando particularmente
a formagao de células plaquetarias no bago (Bounous et al., 1983), o que parece
causar o aumento da longevidade em animais de laboratdério (Bounous et al.,
1985).

Trabalhos desenvolvidos por Birt ef al. (1982) mostraram que a mistura de
proteinas de soro e de proteina de soja , na proporcdo de 50%, aumentou a

resposta imune em quatro vezes, em relagéo a dieta com proteina de soja apenas.

Dietas contendo 20% de proteina de soro inibiu e/ou retardou a incidéncia
de cancer de coélon induzido pela dimetilhidrazina (DMH) em camundongos,
quando comparado com animais em dieta ndo purificada de formula fechada da
Purina e dieta de caseina, todas contendo 20% de proteina (Constantino ef al.,
1989).

Funcéo biologica e estrutura relacionada as proteinas refletem uma
importante fonte de informagdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas e
propriedades funcionais fisiolégicas das proteinas de soro. Muito ja se sabe a
respeito do tamanho e forma das principais proteinas do soro, sendo interessante
avaliar sua relagdo com as fungbes bioldgicas. A composi¢cdo e as principais
funcdes biolégicas das fragbes protéicas de soro no leite estdo descritas na
Tabela 1 (de Wit, 1998).
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Tabela 1. Composigéo e fungdes biologicas das proteinas de soro de leite bovino

Proteinas de soro Quantidade (g/L de soro) Fungédo Biolégica
B-Lactoglobulina (B-Lg) 3,2 Transporte de pro-
vitamina A
a-Lactalbumina (a-La) 1,2 Sintese de lactose nas

glandulas mamarias

Albumina de Soro Bovino 0,4 Transporte de acidos
(BSA) graxos
Imunoglobulina G (IgG) 0,8 Imunidade passiva no

recém-nascido

Lactoferrina 0,2 Agente bacteriostatico
Lactoperoxidase 0,03 Agente bactericida
Enzimas 0,03 Indicador de saude
Proteose-peptonas >1 Atividade opidide

A estrutura globular da B-Lg € estavel contra a agéo de acidos e enzimas
proteoliticas presentes no estdmago. A B-Lg & fonte importante de cisteina,
aminoacido que, na forma de peptidilcistina, parece estimular a sintese de
glutationa, um importante tripeptidio para o metabolismo (de Wit, 1998).

A funcgéo bioldgica da a-La é atuar como um cofator na sintese da lactose,
considerada importante fonte de energia para o recém-nascido. Em pH < 4,0 essa
proteina se desnatura, ficando susceptivel a digestdo estomacal pela pepsina (de
Wit, 1998).

A BSA (albumina de soro bovino) liga-se a acidos graxos livres,
transportando-os através do sangue e € provavelmente uma importante fonte de
producdo de glutationa no figado, que também estad associado a atividade de
imunoregulacdo, determinada em testes individuais com humanos portadores de
HIV (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) (Bounous ef al., 1993).
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Bounous e colaboradores (1993), demonstraram em seus estudos que a
atividade imunomoduladora das proteinas de soro estdo relacionadas a
ocorréncia de grupos gama-glutamilcistina, presentes nas proteinas do soro e
responsaveis pela promogdo da sintese de glutationa celular. Os grupos
glutamilcistina s&o encontrados na fragdo de albumina sérica (6 grupos/molécula)
e em algumas proteinas do soro de leite, como a B-Lg, a lactoferrina e a albumina

sérica, que também se encontra no soro de leite.

A 1gG é conhecida como um carreador de imunidade passiva para o recém-
nascido. As imunoglobulinas presentes no sangue bovino sdo idénticas as

encontradas no sangue humano.

A lactoferrina, conhecida como proteina bioativa, apresenta algumas
importantes fungbes biolégicas, entre elas a atividade bacteriostatica, a qual
parece influenciar o crescimento de microorganismos por dois mecanismos. O
primeiro, envolve a capacidade da lactoferrina em se ligar a ions ferro, e entao
impedir o crescimento bacteriano por sua privacdo. O segundo, parece estar
relacionado com a interagdo da proteina a parede celular do microorganismo,
comprometendo a sua integridade, afetando a permeabilidade e estrutura (Ellison,
1990). A lactoferrina pode ser secretada no leite (protegendo os recém-nascidos),
saliva, lagrimas, secre¢des nasais e intestinais, suco pancreatico e fluido seminal.
Possui também, atividade nutricional, facilitando a absor¢do de minerais, entre

eles o ferro, tornando-o mais disponivel no organismo (de Wit, 1998).

As condicbes de processamento das proteinas do soro parecem influenciar
sua funcionalidade fisiologica. Alguns estudos realizados por Smithers ef al.
(1996), revelaram que a porcentagem de solubilidade e a atividade da enzima
lactoperoxidase e a presenca de lactoferrina estao relacionadas com as atividades
biolégicas das proteinas do soro. Chegou-se a conclusdo que um produto com
baixa atividade biolégica havia recebido tratamento térmico drastico com

consequente desnaturagéo de suas proteinas e perda da fun¢éo bioldgica.
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4.2 Peptidios bioativos

Nos dltimos anos, tem-se estudado o papel fisiolégico de um grupo de
substancias chamadas de peptidios bioativos, derivados das proteinas do leite.
Estes peptidios sdo produzidos através da protedlise da caseina ou proteinas de
soro, tanto humana como bovina (Tirelli et al., 1997).

Os peptidios bioativos derivados do leite s&o inativos dentro da sequéncia
de aminoacidos da proteina, e podem ser liberados por protedlise enzimatica
durante a digestao gastrointestinal, ou durante o processamento do alimento. Uma
vez liberados no organismo, esses peptidios podem agir como compostos
reguladores, com atividade hormonal, ou ainda exercer duas ou mais atividades
biolégicas diferentes (Meisel, 1998).

Para se levar em consideragéo o valor protéico de determinado alimento, é
necessario considerar a relagdo entre a estrutura da proteina e a composi¢ao de
peptidios liberados durante digestao no trato gastrointestinal. A identificacdo de
algumas sequéncias bioativas em alimentos protéicos, introduzem um novo critério
de avaliacdo nutricional ou funcional da proteina: peptidios encontrados no estado
inativo dentro da sequéncia da proteina podem ser liberados por processo
proteolitico in vivo e podem agir, por exemplo, como moduladores fisiolégicos de
fungdes gastrointestinais durante digestdo dos precursores da sintese de proteina
(Meisel et al., 1989).

Para o recém-nascido, o colostro materno e o leite, ndo possuem apenas
fonte de nutrientes, mas também substancias bioloégicamente ativas, como:
agentes anti-inflamatérios, peptidios indutores do sono, fatores de crescimento,
fator de crescimento epidérmico, peptidios imunoestimuladores e hormonios
(Arioshi, 1993).
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As bioatividades do leite incluem: regulagdo da digestdo e das fungdes
gastrointestinais e hemodinamicas, hormonios e fatores de crescimento
potencialmente capazes de influenciar no desenvolvimento e crescimento do trato
gastrointestinal no recém-nascido, imunoregulacdo e regulacdo da microflora
intestinal (Schanbacher et a/., 1998).

Alguns peptidios derivados da digestdo da caseina apresentam efeito anti-
hipertensivo. Esses peptidios s@o chamados casocininas, comrespondentes a

fragmentos de o4 — caseinas e B - caseinas. As casocininas s&o inibidoras da

enzima conversora de angiotensina (ACE). Esta enzima hidrolisa a angiotensina 1
a angiotensina II, esta ultima com a propriedade de aumentar a presséo nos vasos
sanguineos. A liberacdo de angiotensina II, aumenta a producdo de aldosterona,
diminuindo assim a excrecdo renal de agua e sais e aumentando a retengao de
agua e o volume de fluidos extra celulares. Ha também a presenca de peptidios
anti-hipertensivo nas proteinas do soro, localizados na sequéncia primaria da -

lactoglobulina e liberados apos a digestdo da mesma (Tirelli et al., 1997).

Alguns dos maiores agentes bioativos do leite incluem os peptidios
opidides, compostos por uma cadeia de 5 a 10 aminoacidos. S&o chamados
casomorfinas ou exorfinas por sua capacidade de se ligar a receptores opidides no
epitélio intestinal ou em outras células. As casomorfinas afetam a fungdo
gastrointestinal, inibindo o grau de esvaziamento gastrico e a motilidade intestinal,
retardando a passagem da dieta pelo intestino e ao mesmo tempo interferindo na

absorcao de aminoacidos e eletrdlitos, pelo intestino (Schanbacher et al., 1998).

Os peptidios opidides endogenos também estdo envolvidos na regulagcéo
da ingestdo de certos tipos de alimentos, tanto em humanos, quanto em ratos.
Esses peptidios podem influenciar mediando a resposta no centro do prazer, em
relacdo a determinados alimentos. A preferéncia de paladar doce parece estar
associada ao controle opidide. Alguns estudos demonstraram que drogas
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antagonistas opidides diminuem a preferéncia a glicose ou sacarose em animais
de laboratério (Drewnowski, 1992).

5. Métodos de obtengdo de concentrado protéico de soro de leite

O soro de leite & considerado um subproduto na industria de laticinios. A
producé@o mundial de soro € estimada em 145 milhdes de toneladas por ano, onde
apenas 60% é recuperado (Perea et al,, 1993). A andlise do soro revela dois
aspectos que tornam importante o seu controle antes do descarte. Primeiro, no
soro se encontra quase 100% do carboidrato do leite, a lactose e segundo, o soro
contéem 20% do total das proteinas presentes no leite. Estes dois componentes
sao responsaveis pela alta putrescibilidade e alta demanda de oxigénio biolégico,
devendo o soro n&o ser descartado sem tratamento prévio. Deste modo, vem se
notando claramente uma expansao da utilizagéo das proteinas do soro como um
todo ou em suas fragoes (Perea et al., 1993).

A industria de laticinios tém investido em tecnologias para obtengéo de
métodos de concentracdo e fracionamento dos componentes do soro. Os
principais € os mais utilizados métodos sdo os baseados na tecnologia de
membranas. Dentre eles se destacam como principais, a osmose reversa, a
nanofiltragédo, a ultrafiliragéo e a microfiltragéo. A escolha de um sistema é ditado
principalmente pela sua aplicacdo, devendo sempre se levar em consideracéo a
porosidade da membrana e o coeficiente de rejeicao. A importancia da escolha do
diametro do poro deve ser analisada através do peso molecular da particula que

se deseja reter ou descartar (Bird, 1996).

Para se obter concentrados protéicos de soro de leite, s@o necessarios
processos especificos, de acordo com a concentragéo de proteina que se deseja
obter. Para obtengdo de um concentrado protéico de soro contendo 80% de
proteina, & necessario utilizar um processo a base de membranas, a ultrafiltragéo,
seguida de diafiltragdo. A ultrafiltragdo (UF), consiste na separagao fisica de
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macromoléculas, como proteinas e lipidios, de moléculas menores como lactose,
agua e minerais. A membrana que é feita de materiais diversos, é projetada para
reter moléculas de alto peso molecular, em geral acima de 10 KDa (chamado
retentado), e deixar escoar livremente, a agua, a lactose e os minerais (chamado
permeado). Porém, ha necessidade da diafiltragdo (DF), para aumentar a
concentragdo de proteinas de soro. A DF é feita com as mesmas membranas da
UF para aumentar a concentracdo de proteinas no soro, através da adigcédo
continua de agua ao retentado, retirando mais lactose e minerais e concentrando
ainda mais as proteinas. O processo de DF aumenta a pureza da proteina no
concentrado, aumentando sua utilizagédo como ingrediente nutritivo e funcional
(Huffman, 1996). A diafiltracdo pode ainda ser utilizada para melhorar vérias
tecnologias de membrana, como a osmose reversa, a nanofitragdo e a

microfiltracao.

A ultrafiltragcdo € o processo mais utilizado para fabricagéo de concentrado
protéico de soro com > 50% de proteina (Morr & Foegeding, 1990).

A ultrafiltracdo apresenta vantagens em relagdo a outros processos de
separagao, como 0 nao envolvimento de mudangas de fase; o processo pode ser
conduzido a baixas temperaturas e pressdo hidrostatica, evitando desnaturagao
de substancias termosensiveis e ndo necessita de agentes quimicos (Porter &
Michaels, 1970).

Pode-se ainda produzir um concentrado protéico de soro de leite com baixa
concentracdo de lipidios, utilizando um pré-tratamento com membranas de
microfiltracdo. Este processo retém glébulos de gordura e outras particulas como
microorganismos, deixando passar as proteinas e os constituintes de baixo peso

molecular do leite (Huffman, 1996).
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CAPITULO 2

“AVALIAGAO NUTRICIONAL DE CONCENTRADO PROTEICO DE SORO
DOCE, CASEINATO DE SODIO E COAGULO DE CASEINA, COMPARADOS
A CASEINA COMERCIAL.”

RESUMO

O soro representa a fracdo liquida do leite apds eliminacdo das
caseinas. Suas proteinas, embora em quantidades reduzidas (0,6 a 0,9%),
apresentam elevado valor nutritivo.

As fragbes protéicas, produzidas na planta piloto do TECNOLAT - ITAL,
Campinas, foram o concentrado protéico de soro doce (CSD), caseinato de
sodio (CasNa) e codgulo de caseina (Co-Cas). Suas propriedades nutricionais
foram avaliadas comparativamente a caseina comercial (CC). Paralelamente,
Oos produtos foram caracterizados quanto a composigdo centesimal,
solubilidade e perfil de aminoacidos. O CSD apresentou a seguinte composicdo
(em base seca): 83,84% de proteina, 4,48% de lipidios totais, 2,77% de cinzas,
8,88% de lactose e 96,37% de sdlidos totais; o Co-Cas continha 80,78% de
proteina, 1,61% de lipidios totais, 5,08% de cinzas, 12,51% de lactose e
92,71% de sdlidos totais; o CasNa, apresentou 76,88% de proteina, 1,66% de
lipidios, 9,01% de cinzas, 19,91% de lactose e 93,85% de sdlidos totais. A
porcentagem de solubilidade encontrada para o CSD foi de 93,09% em tampéao
citrato-fosfato, pH 4,6; para o Co-Cas e CasNa, a solubilidade em agua, pH
ajustado para 7, foi de 35,12% e 98,20%, respectivamente. No ensaio bioldgico
foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar com 21 dias de idade,
divididos em 5 grupos de 8 animais por tratamento. A dieta foi a preconizada
pelo AIN (American Institute of Nutrition) para ratos em crescimento, variando-
se apenas a fonte de proteina, concentracdo de 10% ao invés de 17% (p/p).
Foram determinados os seguintes indices no ensaio biolégico com ratos: PER,
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NPR e Dv. Os valores de PER variaram de 3,15 (CasNa) a 3,65 (Co-Cas) e os
de NPR de 3,62 (Co-Cas) a 3,82 (CSD), nao tendo havido diferenca estatistica
entre os tratamentos. A digestibilidade verdadeira (Dv) variou de 91,70% (Co-
Cas) a 94,92% (CSD), tendo sido estatisticamente inferior (p < 0,05) apenas
para o Co-Cas. O PDCAAS (Escore de aminoacidos corrigido pela
digestibilidade verdadeira - EQ x Dv) variou de 1,02 (CSD) a 0,72 (CAS). Os
aminogramas revelaram que o concentrado protéico de soro doce, possui
quantidades superiores dos aminodcidos sulfurados, lisina, histidina, leucina e

isoleucina em relagao ao padrao recomendado pela FAO/MHO/UNU.
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1. INTRODUGAO

O leite € um produto de secregéo das glandulas mamarias dos mamiferos e
constitui uma das principais fontes de proteina na alimentacdo de animais jovens e
humanos de todas as idades (Sgarbieri, 1996). O leite bovino, apesar de conter
todos os nutrientes necessarios para sustentar a vida dos individuos jovens de sua
espécie, ndo os contém em niveis ideais e balanceados para humanos e outros
mamiferos (Guzman, 1995).

As proteinas do leite bovino se dividem em dois grandes grupos: as
caseinas, que constituem aproximadamente 80% do total de proteina do leite e as
proteinas do soro, que correspondem a aproximadamente 20%. As caseinas
podem ser separadas das proteinas do soro por dois processos principais:
coagulagao através da agéo de enzimas proteoliticas - coalho (processo de
fabricagao de queijos) ou precipitagdo no pH isoelétrico da caseina (pH 4,6 a
20°C) (Wong et al., 1996). O soro € a porgédo liquida que permanece sollvel apés
a precipitagcdo da caseina, seja pela adicdo de coalho ou pela adicdo de &cido
(Guzman, 1995). Se a remogao da caseina € feita pela agdo do coalho, o soro
recebe a denominacéo de “soro doce”, se for feita pela adicdo de acido (pH 4,6),
recebe 0 nome de “soro &cido”. O soro derivado da agado do coalho apresenta
maior quantidade de peptidios e aminoacidos livres, pela agdo das proteases

sobre as caseinas (Wong et al., 1996).

As principais proteinas do soro de leite bovino sao a B-lactoglobulina (B-Lg)
e a a-lactoalbumina (a-La) e representam 70% a 80% do total das proteinas do
soro. As demais proteinas existentes, em menor quantidade, incluem os
glicomacropeptidios (fragmentos de caseina que se encontram soluveis apos a
hidrolise da caseina pelo coalho), albumina de soro bovino (com a fungéo idéntica
a proteina do sangue, atuando no transporte, principalmente de &acidos graxos
livres), lactoferrina (inibe atividade microbiolégica), imunoglobulinas (atuam como
agentes imunizantes), fosfolipoproteinas, alguns fatores bioativos como fator de
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crescimento, peptidios biolégicamente ativos e enzimas (Harper & Mangino,

1997). Também estao presentes vitaminas e minerais solGveis no soro de leite.

Tanto as proteinas quanto as vitaminas associadas as proteinas e outros
compostos de alto peso molecular, como os lipidios, podem ser concentrados no
processo de ultrafiltragdo, onde sdo retidos em membranas com determinada
porosidade (retentado), enquanto que a lactose e outros compostos de menor
peso molecular, como certos peptidios, passam pela membrana (permeado)
(Horton, 1996; Huffman, 1996). A ultrafiltragdo € um processo industrial de
fracionamento do soro, com o objetivo de se obter alta concentragéo de proteina,
onde uma solugdo € passada sob pressdo por uma membrana de porosidade
conhecida (Morr & Ha, 1993). Trata-se de um processo que permite a separacdo
seletiva de diversos componentes de uma mesma solugao através da retencdo de
particulas de alto peso molecular, chamado retentado (proteinas, glébulos de
gordura, microorganismos) e a permeagao de substancias de baixo peso

molecular, chamado permeado (agua, lactose e minerais).

A qualidade de uma proteina, também conhecida como valor nutritivo ou
nutricional, depende do conteudo de aminoacidos e da utilizacdo destes
aminoacidos apés digestao e absorgcao. A disponibilidade de aminoacidos varia de
acordo com a fonte protéica, o processamento para sua obtengdo e a interagao
com outros componentes da dieta. Qualquer fator que altere a digestibilidade das
proteinas pode afetar seu valor nutricional, pois acarreta em uma oferta menor de
aminoacidos, di e ftri-peptidios (Friedman, 1996). Dentre os fatores que
determinam a qualidade nutricional de uma proteina tém-se a digestibilidade,
composi¢cao de aminoacidos e sua biodisponibilidade.

As proteinas de soro sao excelentes fontes de aminoacidos essenciais de
facil digestao. Possuem altas quantidades de aminoacidos de cadeia ramificada,
como a leucina, isoleucina, valina, além de elevada concentragdo de lisina; podem
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ser utilizadas na produgéo de formulas infantis e para formulagéo de alimentos
com finalidade de ganho e/ou perda de peso (Huffman, 1996).

No presente trabalho objetivou-se realizar a caracterizacdo quimica e
avaliagao nutricional dos seguintes produtos obtidos em planta piloto: concentrado
protéico de soro de leite liofilizado, caseinato de sédio e coagulo de caseina
desidratados, em comparagédo a uma caseina comercial.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria - prima

Leite tipo B desnatado e pasteurizado (72°C, 15s) foi fornecido pela
Cooperativa dos Produtores de Leite de Campinas, municipio de Jaguariuna
(S.P.). O processamento foi realizado na planta piloto do Centro de Tecnologia de
Laticinios (TECNOLAT), do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL).

2.2 Obtencdo dos concentrados protéicos de soro e caseinas

O procedimento para obtengéo dos concentrados protéicos de soro e das
caseinas, apresentados nos Fluxogramas 1 e 2, foi semelhante ao proposto por
Bounous & Gold (1991), procurando preservar as propriedades biologicas e
nutricionais destas proteinas, através da minimizagdo do tratamento térmico,

durante o processamento da matéria-prima.

Os fluxogramas seguidos para a obtengdo de concentrado protéico de soro
doce (CSD), de coagulo de caseina desidratado (Co-Cas), de concentrado
protéico de soro &cido (CSA) e de caseinato de sodio (CasNa) s&o ilustrados nos

Fluxogramas 1 e 2.
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LEITE DESNATADO
(Pasteurizado a 72°C, 15s)

1. Coagulagao (renina - 34°C)
2. Dessoragem

l l

COAGULO DE SORO DOCE
CASEINA
1. Ultrafiltrag@o
Lavagens 2. Dlaﬁltrag:éo
(agua)
COAGULO l l
LAVADO
PERMEADO RETENTADO
(Descartado)
1. Congelacéao
2. Liofilizacao
SECADOR DE
BANDEJAS CONCENTRADO
PROTEICO DE SORO DOCE
DESIDRATADO

Moinho Granulador

COAGULO DE CASEINA
DESIDRATADO

Fluxograma 1. Processo de obtengdo do concentrado protéico de soro doce e do

coagulo de caseina.
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LEITE DESNATADO
(Pasteurizado a 72°C, 15s)

1. Acido latico/ajuste do pH para 4,6, 20°C

2. Repouso / Precipitagao

3. Sifonagao / Centrifugagao

l

CAS!EiNA
ISOELETRICA
(Precipitado)

Lavagens
(agua, pH 4,6)

CASEINA
ISOELETRICA
(Lavada)

Solugdo NaOH 4N
pH 75

SOLUGAO DE
CASEINATO DE SODIO

l “Spray Dryer”

CASEINATO DE SODIO
DESIDRATADO

l

SORO ACIDO
1. Ultrafiltracéo
2. Diafiltracao
PERMEADO RETENTADO
(Descartado)

1. Congelagéo
2. Liofilizacdo

CONCENTRADO PROTEICO
DE SORO ACIDO
DESIDRATADO

Fluxograma 2. Processo de obtencdo do concentrado protéico de soro acido e do

caseinato de sodio.



29

2.2.1 Obtencao do soro doce

Imediatamente apds recebimento, o leite foi colocado em tanques com

camisa de vapor e aquecido a 34°C para adigdo de solugdo de CaCl, 50% (25mL

de solugéo/ 100L de leite) e coalho - renina (30mL/ 100L de leite). Apds o repouso
de aproximadamente 40 minutos efetuou-se o corte da massa de caseina para a
dessoragem.

A pasteurizacao do leite foi aplicada a 72°C por 15 segundos (HTST) para
que fosse preservada a integridade das proteinas e a estabilizagao microbiolégica
do produto.

2.2.2 Obtenc¢do do concentrado protéico de soro doce

O soro foi coletado em tambores de 50L e transferidos para tanques de inox
(marca TQ-BIASINOX) com capacidade para 500L para concentragdo pelo
sistema de ultrafiltragcao e diafiltracdo, utilizando membrana de 10 KDa de corte de
peso molecular. O equipamento de ultrafitragdo utilizado foi da marca WGM
Equipamentos/KOCH Membrane Systems.

O permeado, contendo a lactose, sais minerais e vitaminas foi descartado e
o retentado foi desidratado pelo processo de liofilizacdo. O processo de secagem
foi realizado em S&o Paulo com a colaboracdo da empresa LIOTECNICA, Embu -

S.P. Obteve-se assim, o “Concentrado Protéico de Soro Doce” desidratado (CSD).
2.2.3 Obteng¢do do coagulo de caseina

O coagulo de caseina foi obtido apds a separagdo do soro e em seguida
submetido a diversas lavagens com agua, para que todo soro residual presente,
pudesse ser removido. O material lavado foi acondicionado em bandejas e

desidratado a 60°C por 4 horas, em secador de circulacao de ar quente (marca
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Proctor & Schwartz; INC, Philadelphia . PA. USA). O coagulo foi homogeneizado

em Moinho Granulador, (marca TREU). Obteve-se assim o “Coagulo de Caseina”
(Co-Cas) desidratado e moido.

2.2.4 Obtencao do concentrado protéico de soro acido

O leite desnatado e pasteurizado foi aquecido em tanque com camisa de
vapor até a temperatura de 20°C. Procedeu-se acidificacdo até o ponto isoelétrico
da caseina (pH4,6) pela adicdo de acido latico, e apds repouso de
aproximadamente 40 minutos, houve completa precipitacdo da caseina.

O soro foi coletado por sifonagao (parte superior) e a parte inferior
centrifugada em centrifuga de cesto para remogao de residuos de caseina. Apos a
centrifugacdo, o soro foi concentrado por processo de ultrafiliracdo seguido de
diafiliracdo em membrana de 10 KDa de corte. O permeado foi descartado e o
retentado foi desidratado por liofilizagao, obtendo o “Concentrado Protéico de Soro
Acido” desidratado (CSA).

2.2.5 Obtengao do caseinato de sodio

A caseina isoelétrica foi submetida a varias lavagens com agua em pH 4,6
e ressuspendida em agua destilada. O pH da disperséo foi elevado para 7,5 com
solucdo de NaOH 4N, seguido de homogeneizagao até solubilizacdo. Esta solugéo
foi desidratada em secador atomizador (spray dryer), com temperaturas de
entrada e saida de 180 e 95°C, respectivamente. Obteve-se assim o “Caseinato
de Sodio” desidratado (CasNa).
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2.3. Controle da qualidade dos produtos

Dois controles foram utilizados para avaliar a qualidade dos produtos

obtidos, a desnaturagéo da proteina por perda da solubilidade e a contaminacgao
microbiologica.

Para avaliar o efeito das condigbes operacionais na desnaturagdo protéica
dos concentrados e caseinas, foi feita analise da porcentagem de solubilidade
protéica, segundo a metodologia descrita por Morr et al. (1985). A percentagem de
solubilidade protéica foi um dos indices utilizados por pesquisadores canadenses

(Bounous et al., 1989) para controlar o grau de desnaturagéo da proteina.

2.4 Determinagao de solubilidade

Foi determinada pela metodologia descrita por Morr et al. (1985). Este
meétodo consiste em uma modificagdo do método de determinacéo do indice de
nitrogénio soluvel. As caseinas na concentragdo de 1% (p/v) de proteina foram
dispersas em agua destilada e os concentrados de soro doce 1% (p/v) em tampéao
citrato-fosfato pH 4,6. As suspensdes de caseinas tiveram seu pH ajustado para
7,0, com solugdes de NaOH 0,1N ou HCI 0,1N. As suspensdes foram agitadas em
agitador rotativo por uma hora & temperatura ambiente e em seguida,
centrifugadas a 13.000 rpm durante 30 minutos em centrifuga Beckman (modelo
Avanti TM J-25). Retirou-se uma aliquota do sobrenadante filtrado para
determinagé@o de proteina soluvel pelo método de Kjeldahl. A concentragdo de
proteina soluvel (PS) expressa em percentagem foi calculada pela expresséo:

concentragcao de proteina no sobrenadante (mg/mL) 50
%PS =

conteudo proteina amostra (%)
100

peso da amostra (mg) x
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2.5 Controle microbiolégico

O controle microbiolégico foi realizado em varias fases do processamento
segundo metodologia da American Public Health of Water and Wastewater,
traduzida por Silva ef al., (1997).

2.6 Métodos Analiticos

2.6.1 Composicgao centesimal

o Nitrogénio total. Foi determinado pelo método de semi-micro Kjeldahl,
descrito pela AOAC (1990). A proteina total foi obtida multiplicando-se o valor
de nitrogénio total pelo fator de corre¢cdo 6,38 (produtos lacteos).

e Umidade. Foi determinado pelo método descrito pela AOAC (1990), baseado

na técnica de secagem em estufa a 100-105°C, até peso constante.

e Cinza. Determinada pela metodologia descrita pela AOAC (1990). A
metodologia baseia-se na perda da matéria organica, quando a amostra é

incinerada em mufia em temperaturas de 500-550°C.

e Lipidios Totais. Foi determinado segundo metodologia descrita por Bligh &
Dyer (1959), empregando-se os solventes cloroformio, metanol e agua na
proporcao inicial de 1:2:0,8 respectivamente, para extracdo de todas as

classes de lipidios.

e Lactose. Foi determinada segundo a metodologia de Acton (1977), a qual
corresponde a modificacdo do método de determinacao de carboidratos totais
descrito por Dubois et al. (1956), utilizando o reagente fenol e acido sulfurico.
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2.6.2 Determinagao de aminoacidos

Para identificagdo e quantificagdo dos aminoacidos as amostras foram
hidrolisadas com HCI 6N na temperatura de 110°C por 22 horas. Apds a
incubagao, o acido cloridrico foi evaporado e as amostras recuperadas em tampao
citrato pH 2,2. Aliquotas de 25ul foram injetadas no analisador Dionex DX 300,
onde a separagdo dos aminoacidos ocorreu em coluna de troca catidnica e reagéo
pos-coluna com ninidrina (Spackman et al, 1958). Solugdo padréao de
aminoacidos da marca Pierce foi utilizado como referéncia. O triptofano (destruido

na hidrolise acida) foi quantificado pelo método de Spies (1967).

2.6.2 Escore Quimico

O escore quimico foi determinado, relacionando a concentragdo de cada
um dos aminoacidos essenciais das fragbes protéicas em estudo com os
aminoacidos do padrdo de referéncia da FAO/WHO (1990), de acordo com
metodologia de Henley & Kuster (1994).

mg de aminoacido / g N da proteina teste
EQ-= x 100

mg de aminodcido / g da proteina padrao ou referéncia

2.7 Ensaio biolégico

2.7.1 Avaliagao Nutricional in vivo

O valor nutritivo da proteina, de varios produtos do leite, foi determinado
comparativamente a caseina comercial (CC), variando somente a fonte de
proteina. Foram utilizadas as seguintes fontes protéicas: concentrado protéico de

soro doce (CSD), caseinato de sédio (CasNa) e o coagulo de caseina (Co-Cas).
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O ensaio biolégico foi realizado no Laboratério de Ensaios Bioldgicos do
Centro de Quimica de Alimentos e Nutricdo Aplicada do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL).

Foram utilizados para experimentagdo 40 ratos machos da linhagem
Wistar livres de patogenos (SPF), recém-desmamados, com 21 dias de idade,
provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP).

Apds a pesagem inicial, os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
contendo dieta e agua a vontade. Os ratos foram divididos em 5 grupos de 8
animais e foram mantidos nas dietas (ad /ibifum) durante todo o periodo de
experimentacao (28 dias). As condi¢cbes ambientais do biotério foram controladas
a fim de manter a temperatura em 22 + 2°C, com periodos alternados de claro e

escuro de 12 horas.

O critério para distribuicdo dos animais aos grupos foi feito de acordo com o
peso. Todos os animais foram pesados antes do inicio do experimento € uma
tabela com ordem crescente de peso foi elaborada. Os grupos mantidos em
dietas experimentais foram selecionados tomando-se um animal de menor peso e
um animal de maior peso até completar o grupo com 8 animais. A Tabela 1
demonstra a selegao dos animais aos grupos, de acordo com O peso.
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Tabela 1. Valores médios de peso inicial (média + desvio padréo) dos animais de

experimentagao.

ARG Grupos designados para as dietas

Grupos CSD Co-Cas CasNa cC Aprotéica
1 44 4 47,29 51.78 53,64 40,18
2 53,97 56,30 57,00 58,46 53,75
3 60,25 61,65 62,40 62,60 58,71
4 64,57 64,65 66,10 66,90 64,45
5 70,24 67,5 67,35 67,22 72,50
6 75,97 75,15 73,92 73,00 76,19
7 78,85 78,80 78,20 77,10 78,90
8 89,70 85,15 82,33 79,22 98,33
Média 67,24 67,06 67,37 67,26 67,88
Desvio 14,53 12,38 10,44 8,93 17,74

CSD = concentrado protéico de soro doce; Co-Cas = coagulo de caseina; CasNa = caseinato de
sédio; CC = caseina comercial.

Valores expressos como média de 8 animais por tratamento + desvio padrao.

2.7.2 Protocolo Experimental

e Composigao e preparo das dietas

Todas as dietas foram preparadas segundo as especificagées da AIN-93 G
(Reeves et al., 1993) exceto pela concentragéo de proteina, a qual foi mantida a
10%. As dietas preparadas foram isocaléricas e isoprotéicas. As misturas minerais
e vitaminicas (Roche) estéo descritas nas Tabelas 3 e 4 respectivamente.
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Tabela 2. Composi¢éo basica da dieta, segundo AIN-93 G (Reeves et al., 1993)
para ratos em crescimento.

Ingredientes %
Amido de milho 397,48
Fonte de Proteina 200,0
Amido Dextrinizado 132,0
Sacarose 100,0
Oleo de soja 70,0
Fibra 50,0
Mistura mineral 35,0
Mistura vitaminica 10,0
L-cistina 3,0
Bitartarato de colina 25
Tert-butil-hidroquinona 0,014

Fonte: Reeves ef al. (1993)

Para execugcdo dos ensaios, as seguintes dietas foram preparadas
utilizando diferentes fontes protéicas: 1. dieta padréo, de caseina comercial (CAS),
marca M. CASSAB; 2. dieta contendo proteinas de soro como Unica fonte protéica
(CSD); 3. dieta contendo coagulo de caseina como fonte protéica (Co-Cas); 4.
dieta contendo caseinato de sédio (CasNa) produzido em planta piloto e 5. dieta

isenta de proteina, aprotéica (AP).



Tabela 3. Mistura mineral AIN-93 G-MX

Componentes G/Kg

Elementos minerais essenciais
Carbonato de calcio anidro — 40,04% Ca 357,00
Fosfato de potassio monobasico — 22,76%P; 28,73% K 196,00
Citrato de potassio, tri-K, monohidratado — 36,16% K 70,78

Cloreto de sédio — 39,34% Na; 60,66% ClI 74,00
Sulfato de potassio —44,87% K: 18,39% S 46,60
Oxido de magnésio — 60,32% Mg 24,00
Citrato férrico — 16,5% Fe 6,06
Carbonato de zinco — 52,14% Zn 1,65
Carbonato de manganés — 47,79% Mn 0,63
Carbonato de cobre — 57,47% Cu 0,30
lodeto de potassio — 59,3% | 0,01
Selenito de sdédio anidro — 41,79% Se 0,01025
Paramolibdato de aménio — 4H20 — 54,34% Mo 0,00795
Elementos minerais potenciailmente benéficos
Meta-silicato de sédio — 9 HoO — 9,88% Si 1,45
Sulfato de potassio cromico - 12H20 — 10,42% Cr 0,275
Cloreto de litio — 16,38% Li 0,0174
Acido bérico — 17,5% B 0,0815
Fluoreto de sddio — 45,24% F 0,0635
Carbonato de niquel — 45% Ni 0,0318
Vanadato de amoénio — 43,55% V 0,0066
Sacarose 221,026

Fonte: Reeves ef al. (1993)
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Tabela 4. Formulagdo da mistura vitaminica AIN-93 VX

Componentes G/Kg
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de calcio 1,600
Piridoxina — HCI 0,700
Tiamina — HCI 0,600
Riboflavina 0,600
Acido félico 0,200
D-biotina 0,020
Cianocobalamina (B-12)( 0,1% em manitol) 2,500
Acetato de all-rac-a-tocoferol (E) (500 Ul/g) 15,00
Palmitato de all-trans-retinol (A) (500.000 Ul/g) 0,800
Colicalciferol (D3) (400.000 Ul/g) 0,250
Filoquinona (Vitamina K) 0,075
Sacarose 974,655

“Fonte: Reeves et al.(1993)

e Determinagao do valor nutritivo da proteina

O valor nutritivo da proteina foi estimado atraves dos seguintes indices
nutricionais: NPR (quociente de eficiéncia liquida da proteina), PER (quociente de
eficiéncia protéica) e Dv (digestibilidade verdadeira), segundo metodologia
descrita por Sgarbieri (1987).

O NPR (ganho de peso (g) do grupo em dieta experimental + perda de
peso do grupo em dieta aprotéica / proteina ingerida (g) pelo grupo em dieta
experimental) foi determinado apds 21 dias, sendo que 5 dias os animais
permaneceram em adaptagcdo. O PER (ganho de peso (g) / proteina ingerida (g))
foi calculado apds 28 dias de experimentacdo. As fezes dos animais foram
cuidadosamente coletadas para o calculo da digestibilidade (nitrogénio absorvido /

nitrogénio ingerido), expressa em %.
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O nitrogénio excretado pelos animais em dieta aprotéica serviu de corregdo
para o célculo da Dv, subtraindo-se esse valor do nitrogénio excretado pelos

grupos em dietas protéicas.

2.8 Escore quimico corrigido pela digestibilidade in vivo (PDCAAS)

Este indice foi descrito por Henley & Kuster (1994) e avalia a qualidade da
proteina em estudo através do produto entre o escore quimico do concentrado
protéico de soro (CSD), do coagulo de caseina (Co-Cas), do caseinato de sddio
(CasNa) e da caseina comercial (CC) , com a digestibilidade verdadeira (Dv),
através da seguinte férmula:

PDCAAS = EQ x Dv onde,

Dv= Digestibilidade verdadeira
EQ= Escore quimico

3. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
diferencas entre médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey, a 5%

de significancia (Gomes, 1982).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicdao quimica do concentrado protéico de soro doce (CSD),
caseinato de sédio (CasNa) e do coagulo de caseina (Co-Cas).

Os resultados da caracterizacdo quimica do CSD, CasNa e Co-Cas,
desidratados por liofilizag&o, spray dryer e secagem em bandejas com circulagéo

de ar quente, respectivamente, estdo apresentados na Tabela 5 (em base seca).

O teor de proteina da amostra CSD (83,84%) foi semelhante ao
encontrado por Bounous ef al. (1989), que obtiveram um concentrado protéico de
soro de leite com 80% de proteina. Esse resultado indica que o objetivo de
reproduzir a obteng&o de concentrado protéico com elevado teor de proteina do
autor acima citado, foi atingido.

Tabela 5. Composicao centesimal aproximada e valor de solubilidade encontrados
para: concentrado protéico de soro doce (CSD), coagulo de caseina

(Co-Cas) e caseinato de sédio (CasNa), em base seca.

Resultados 1 Amostras

(%) CSD Co-Cas CasNa
Sélidos totais 96,37 92,71 93,85
Proteina (N x 6,38) 83,84 80,78 76,82
Cinza 271 5,08 9,01
Lactose 8,88 12,51 19,91
Lipidios 4,48 1,61 1,66
Solubilidade 93,09 35,12 98,20

1 Média de determinagdes em triplicata.

Existem alguns pontos a serem melhorados no processamento do CSD,
como aumentar a concentragdo de proteina e reduzir a de lactose atraves do

aumento dos ciclos de diafiltracéo. O teor de lipidios poderia ser diminuido no soro
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por processo de microfiltragdo, antecedendo a ultrafiltragao e a diafiltragéo, ou por
um processo mais completo de desnate.

O teor de cinza também variou bastante entre os produtos. A elevada taxa
de material inorganico presente no CasNa (9,01%) seria devido a adicdo do
hidroxido de soédio a caseina isoelétrica, com o objetivo de elevar o pH para
valores proximos de 7,0 e assim torna-la soluvel para secagem em “spray dryer”.
A concentracdo de cinzas no Co-Cas (5,08%) poderia ser explicada pelo método
de obtencdo do mesmo. A formagdo do coagulo de caseina, provavelmente
permite algum tipo de ligagdo entre os minerais e o gel formado, aumentando
assim a concentragéo de minerais neste produto. Uma lavagem mais exaustiva do
coagulo, previamente a8 secagem poderia reduzir o teor de minerais. O CSD
obteve valores reduzidos de matéria inorganica (2,77%), possivelmente devido ao
tratamento recebido pelo processo de diafiltragéo, justamente com o objetivo de

eliminar agua, lactose e minerais.

Morr (1992) observou variabilidade entre concentrados protéicos de soro de
leite quanto aos compostos protéicos e ndo-protéicos, como concentragao de
lipidios, lactose e minerais em termos de propriedades funcionais. Estudou o efeito
destes componentes sobre a funcionalidade do CSD. Demonstrou também, que
concentrados protéicos de soro apresentando baixas concentragdes de lipidios
foram mais efetivos na formacdo de géis estaveis, com baixa concentracéo de
proteina. A presenca de ions resulta em géis mais firmes, porém como ja citado a

disponibilidade de CSD é grande no mercado e varia muito.

A andlise de solubilidade das dispersdes protéicas foi monitorada com o
objetivo de controlar o grau de desnaturagdo proteica sofrido durante ©
processamento e armazenagem do material, se encontra na Tabela 5. Segundo
Bounous & Gold (1991), a percentagem de solubilidade das proteinas do soro
pode refletir o grau de desnaturagdo e consequentemente influenciar as

propriedades nutricionais e fisiolégico- funcionais destas proteinas.
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Bounous & Gold (1991), demonstraram que a solubilidade das proteinas do
soro de leite em tampao citrato-fosfato, pH 4,6, deve ser superior a 95% para que
se tenha uma garantia da ndo desnaturagdo das principais proteinas do soro. A
solubilidade do caseinato de sddio, em agua, em pH 7,0 foi bastante elevada,
sugerindo que a secagem em “spray dryer” parece n&o promover desnaturacao da
caseina, mantendo a solubilidade préxima de 100%. Por outro lado, o coagulo de
caseina, obtido pela coagulagdo enzimatica (quimosina) e secado em secador
convencional de bandejas, com circulagdo de ar quente, apresentou solubilidade
muito baixa (35%), em pH 7,0, sugerindo que, do ponto de vista funcional e/ou

tecnolégico, essa fonte protéica teria que ser bastante melhorada.

Bounous & Gold (1991) estudou varios tipos de concentrados protéicos de
soro de leite e demonstrou que o material obtido com maior percentagem de
solubilidade, apresentou melhores resultados em estudos feitos com animais para
avaliar a capacidade destas proteinas em elevar os niveis de glutationa celular e
assim a proliferacdo de linfocitos e consequiente aumento da resposta imune. A
perda de solubilidade das proteinas pode estar diretamente associada ao grau de
desnaturagdo, que por sua vez pode estar relacionado com o tratamento térmico
utilizado durante pasteurizagdo e processamento, bem como com a desidratacao
e 0 armazenamento do material . Para se manter a integridade estrutural e
funcional das proteinas do soro, € necessario uma monitoracdo rigorosa do

processamento em geral.

4.2 Composigao em aminoacidos

Na Tabela 6 encontram-se os valores de composicdo aminoacidica do
concentrado protéico de soro doce (CSD), caseinato de sddio (CasNa), coagulo de
caseina (Co-Cas) e caseina comercial (CC). O CSD é excelente fonte de
amino4cidos essenciais, entre eles, a histidina (requerida por criangas de 2 a 5

anos de idade), a leucina, a lisina e os sulfurados como a metionina e cisteina. Na
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amostra CSD a concentragéo de todos os aminoacidos essenciais foi superior as
quantidades recomendadas pela FAO/WHO (1990), como mostra a Tabela 7.

O caseinato de sédio e o coagulo de caseina apresentaram deficiéncia no
teor de triptofano. Este aminoacido encontra-se em quantidade inferior nestas
amostras quando comparados com o padrdo de referéncia sugerido pela
FAO/WHO (1990).

4.3 Escore Quimico e PDCAAS

Dentre as amostras analisadas, 0 menor escore quimico encontrado foi
0,79 para o triptofano, presente no Co-Cas, e o maior foi de 1,02 em relacéo ao
CSD . Na Tabela 8 estéo apresentados o escore quimico do aminoacido limitante
primario (EALP) e o escore quimico corrigido pela digestibilidade in vivo
(PDCAAS) de todas as amostras estudadas (CSD, CasNa, Co-Cas e CC).
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Tabela 6. Perfil de aminoacidos dos produtos: concentrado protéico de soro doce
(CSD), caseinato de sédio (CasNa), coagulo de caseina (Co-Cas) e
caseina comercial (CC).

Aminoacidos CSD CasNa Co-Cas cct
(g/100g Prot.)

Ac. Aspartico 9,55 6,32 7,42 217
Treonina 6,40 3,61 375 415
Serina 5,14 5.17 6,11 5,93
Ac. Glutamico 16,56 19,72 23,87 21,87
Prolina 5,50 9,07 10,87 9,97
Glicina 1,66 1,62 1,88 1,80
Alanina 442 2:56 2,99 303
Valina 5,04 5,33 6,31 6,16
Metionina  + 5,44 3,94 3,71 2,17
Cistina

Isoleucina 5,29 4,00 4,61 462
Leucina 9,81 7,97 9,80 8,87
Fenilalanina + 7,24 11.51 11,38 6,3
Tirosina

Lisina 9,27 5,08 6,88 7,67
Histidina 5,15 5,95 6,37 2,84
Arginina 1,45 1,96 2,47 1,96
Triptofano 142 0,92 0,87 1,40

1 Valores da Literatura

3; PRIC. 8»
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Tabela 7. Valores obtidos para os aminoacidos essenciais dos produtos:
concentrado protéico de soro doce (CSD), caseinato de sodio
(CasNa), coagulo de caseina (Co-Cas) e caseina comercial (CC),

tendo por base o padrdo de referéncia da FAO/WHO 1.

Aminoacidos

essenciais Padrao — Col 5
asNa o-Cas
(g/100g prot.) FAO/WHO CSD
Treonina 3,4 7,63 469 375 415
Metionina +
o 25 5,44 3,94 3,71 2,17
Cistina
Valina 3.5 5,04 6,94 6,31 6,16
Leucina 6,6 11,70 10,37 9,80 8,87
Isoleucina 2,8 6,30 520 4,61 462
Fenilalanina +
o 6,3 7,24 11,51 11,38 9,92
Tirosina
Lisina 58 11,05 6,61 6,88 767
Histidina 1,9 515 5.95 6,37 2,84
Triptofano 19 1,12 0,92 0,87 1,40
1,02 0,84 0,79 0,87
Escore Quimico -
(Trp) (Trp) (Trp) (Met+Cys)
PDCAAS 1,0 0,8 0,7 0,8

1T FAOMHO (1990).

A disponibilidade de alguns aminoacidos pode ser alterada quando a
integridade quimica ef/ou estrutural da proteina é modificada. Esta modificacao
conformacional pode estar relacionada com a resisténcia ao calor durante o
processamento, altos valores de pH e reagdo de oxidagdo. Estes tratamentos
podem limitar a disponibilidade e a digestibilidade da proteina com relagdo a
certos aminoacidos essenciais como a lisina, treonina, metionina e triptofano, e

assim interferir no valor nutritivo da proteina em questao (Friedman, 1996).
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A andlise de aminoéacidos realizada nas diversas fontes de proteina
utilizadas neste estudo, demonstrou quantidades de aminoacidos essenciais
superiores as recomendadas pela FAO/MHO para quase todos os aminoacidos
essenciais, exceto pelo triptofano no CasNa e no Co-Cas e pelos aminoacidos
sulfurados na CC. Em especial, o CSD apresentou quantidades elevadas, maiores
que as recomendadas pela FAO/WHO para idade de 2 a 5 anos, para todos os
aminoacidos essenciais. O CSD também apresentou quantidades superiores a
caseina comercial para os aminoacidos treonina, leucina, metionina+cisteina,

isoleucina, lisina, histidina e triptofano.

A presenca de baixos teores de aminoacidos aromaticos como a
fenilalanina e a tirosina nas proteinas do soro do leite, podem favorecer o seu

consumo por criangas com fenilcetonuria (Hambraeus, 1982).

Outras caracteristicas de composicéo de aminoacidos da proteina de soro
de leite, como a relagdo cisteina/metionina aproximadamente igual a 1, sdo

altamente desejadas para elaboragéo de férmulas infantis.

Muita atencdo tem sido dada para o aspecto nutricional relacionado aos
aminoacidos essenciais em formulagdes para criangas que apresentem alergias
para proteinas intactas e dietas para pacientes com fungbes gastrointestinais
comprometidas. A composi¢gdo de aminoacidos das formulas infantis parece ser
um fator critico para a nutrigdo de bebés recém-nascidos quando sao utilizadas
proteinas intactas ou hidrolisado protéico. A baixa concentragédo de triptofano e
cisteina parece ser o maior problema para a produgao de formulas infantis, uma
vez que suas deficiéncias sdo notadas no metabolismo geral fisiologico da inducéo
do sono e na produgéo da glutationa, respectivamente. (de Wit, 1998). Apenas a
a-La bovina apresenta quantidades ideais e superiores ao leite humano de
cisteina e triptofano e s&o recomendadas para suplementagdo de formulas infantis
(Heine et al., 1991).
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As concentragdes de alguns aminoacidos essenciais, como a lisina e
treonina, sdo significativamente maiores em férmulas infantis do que no leite
humano. O aumento do contetido de treonina em formulagdes, pode dobrar a
concentragdo plasmatica de treonina, quando comparado com o leite humano (de
Wit, 1998).

No plasma dos bebés alimentados com férmula baseada em soro de leite
bovino foram identificadas altas concentragées de treonina, lisina, metionina e
isoleucina. No entanto, deve-se ter cuidado para manipulagéo de férmulas infantis,
quanto & composi¢cdo de aminoacidos, uma vez que, pré-termos e neonatos
podem ter capacidade limitada para metabolizar certos aminodcidos e isto pode
promover alteracdes nos aminoacidos plasmaticos em bebés que recebem

formulas substituindo o leite humano (Heine et al., 1991).

Heine et al. (1991), estudaram substituigdo de leite materno por formulas
infantis & base de leite bovino e demonstraram o cuidado que se deve ter com
este tipo de formulagdo. Apesar da concentragao protéica do leite humano ser
inferior a concentracdo protéica do leite bovino, no leite humano, encontram-se os
tipos e quantidades adequadas de aminoacidos. Ha uma preocupacdo com O
crescimento do neonato e esquece-se um pouco da importancia da maturagéo dos
6rgaos que somente o leite materno contendo seus fatores tréficos, promove de

forma ideal.

A FAO/WHO (1990) considera o escore quimico corrigido pela
digestibilidade (PDCAAS) um indice mais apropriado para avaliar a qualidade
protéica em alimentos e formulas infantis. Esse indice utiliza os requerimentos dos
aminoacidos essenciais para humanos, sendo mais apropriado quando
comparado com ensaios em animais utilizados para avaliar a qualidade da
proteina em alimentos. A FAO/WHO considerou trés parametros criticos para
avaliacdo da qualidade protéica: 1 — o perfil de aminoacidos essenciais presente
no alimento protéico; 2 — sua digestibilidade e 3 — a capacidade desses
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aminoacidos em suprir 0s requerimentos humanos, sendo que essas variaveis

devem ser consideradas de acordo com a idade.

O PDCAAS indica a proporcao em que determinada fonte protéica &
utilizada pelo organismo em relagéo ao padréo. Quando se calcula o PDCAAS, os
valores ideais sdo préximos de 1. Ndo ha vantagens em se ter valores superiores
a 1 para o PDCAAS.

Estudos realizados pela FDA (Food and Drug Administration)
demonstraram que o PDCAAS vem substituindo o PER com vantagens. (0]
quociente de eficiéncia protéica (PER) vem sendo o método de escolha para
determinar a capacidade da proteina em promover crescimento em ratos recém-
desmamados. Porém foi demonstrado que este indice superestima valores de

algumas proteinas de origem animal e subestima outras de origem vegetal.

O PDCAAS de um alimento protéico é determinado pela comparagao do
perfil de aminoacidos essenciais de um alimento protéico, corrigido pela sua
digestibilidade, em comparagédo com os requerimentos exigidos pela FAO/WHO

para criangas de 2 a 5 anos de idade (Henley & Kuster, 1994).

4.4 Avaliagao microbiolégica

Durante o processamento foram recolhidas amostras dos materiais em
diversas fases, desde a chegada do leite até o concentrado protéico final, para

controle microbiologico.

As analises microbiolégicas dos diversos materiais obtidos, foram
comparadas com o edital do Ministério da Agricultura e Secretaria Nacional de

Defesa Agropecudria, portaria n° 8, 26 de junho de 1984, para o leite em po.
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As contagens dos varios tipos de microorganismos, revelaram valores
abaixo do maximo permitido por esses 6rgéos oficiais.

4.5 Resultados obtidos no ensaio biolégico com ratos

A Tabela 8 mostra os dados de ingestdo de dieta (DI) e proteina (PI),
ganho de peso (GP) e o célculo do quociente de eficiéncia protéica (PER), para
grupos de 8 ratos, mantidos em dietas contendo concentrado protéico de soro
doce (CSD), caseinato de sédio (CasNa), coagulo de caseina (Co-Cas) e caseina
comercial (CC), como Unica fonte de proteina, na concentragéo de 10% p/p da
dieta.

Tabela 8. Valores obtidos (média + desvio padrdo) para dieta ingerida (D),
proteina ingerida (Pl), ganho de peso (GP) e quociente de eficiéncia
protéica (PER) para ratos Wistar recém-desmamados mantidos em

experimento por 28 dias.

Indices determinados

DI Pl GP PER

Tratamentos

CSD 209,861+ 3261" 3573+:636* 7745L1503%* 344+031%
CasNa 208,36 +28,93° 3534+437% 8157 +11,89° 315+0,38°"
Co-Cas 236,53 +26,10° 40,83 +4,03* 79,98+11,65% 365+040°

CC 233,42 +21,76° 39.98+465* 8564+7,48° 342+025%

Valores expressos como média de 8 animais por tratamento + desvio padréo.
a,b Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si, a nivel de 5% de probabilidade,
pelo teste de Tukey.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram n&o haver diferenca
significativa (p> 0,05) na ingestao de dieta, ingestdo de proteina e ganho de peso
corporal entre os grupos de animais, mantidos em diferentes fontes de proteina.
Quanto aos valores de PER, as dietas contendo o concentrado protéico de soro

doce, caseinato de sodio e caseina comercial, ndo diferiram, enquanto aquela cuja
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fonte protéica era o coagulo de caseina apresentou valor estatisticamente superior

(p< 0,05) ao da dieta contendo caseinato de sodio.

Renner (1988) realizou ensaio biolégico de avaliagdo nutricional e obteve
valores de PER de 3,6, 2,9 e 2,1 para concentrado protéico de soro de leite
bovino, caseina e proteina de soja, respectivamente. Friedman (1996), considera

de alto valor nutritivo, proteinas com valor de PER acima de 2,0.

Existem alguns fatores que podem influenciar os valores de PER, dentre
eles, a concentrac@o lipidica da dieta e a concentracdo protéica. Elevadas
concentracdes de proteinas acrescentadas na dieta, como 12 a 15% elevam os
gastos energéticos, diminuindo a eficiéncia da proteina para a sintese de novas
proteinas corporeas. Segundo Sgarbieri (1996), a concentracao de proteina ideal
para andlise do indice PER esta no intervalo de 9 a 10%, para proteina de alto
valor nutritivo, onde esta proteina sera mais utilizada por estar limitante e assim

deve ser preferenciaimente utilizada para sintese de proteinas corporais.

A Figura 1 mostra a evolugdo ponderal dos ratos. Nao houve diferenca

estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os tratamentos.
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Figura 3. Evolugcédo Ponderal de ratos Wistar alimentados com dietas de
concentrado protéico de soro doce (CSD), coagulo de caseina (Co-

Cas), caseinato de sédio (CasNa) e caseina comercial (CC).

Embora a composicdo em aminoacidos e a solubilidade tenham sido
diferentes para os concentrados protéicos que compunham as dietas, seus efeitos

em promover crescimento foram estatisticamente iguais.

Na Tabela 9 estdo representados os valores obtidos para digestibilidade
verdadeira (Dv) e NPR. A digestibilidade verdadeira do coagulo de caseina foi
significativamente menor em relacdo as outras fontes protéicas. Essa baixa
digestibilidade encontrada para o coagulo pode estar associado ao processo de
preparacao por desidratacdo. Apesar de apresentar escore quimico menor que um
apenas para o aminoacido triptofano, a concentragcdo de aminoacidos essenciais
se apresentou menor em relagéo as outras fontes de proteinas. Pode ainda estar

relacionado com a desnaturacgao protéica.

Estudos realizados por Boirie ef al. (1997), demonstraram que tanto o
concentrado protéico de soro quanto a caseina possuem alta digestibilidade e
adequado escore quimico, porém as proteinas de soro sdo absorvidas mais

rapidamente, exercendo um estimulo a sintese de proteinas nos tecidos.
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O indice determinado NPR néo diferiu estatisticamente (p>0,05) entre os
tratamentos. Apesar disso, resultado obtido para o concentrado protéico de soro

doce foi maior em relagéo aos outros tratamentos e em relacao a caseina.

Tabela 9. Valores obtidos para NPR (quociente de eficiéncia liquida da proteina)
e Dv (digestibilidade verdadeira) encontrados para ratos Wistar recém-
desmamados, pelos diferentes tratamentos.

Tratamento NPR Dv
CSD 382+0,15" 94,92 £ 1,25°
CasNa 3,78 +0,34° 94,81 +1,37°
Co-Cas 3,62+0,12° 91,70 + 1,44°
CC 3,78+0,16"% 93,57 +£0,97°

Valores expressos como média de 8 animais por tratamento + desvio padrdo

a.b pmedias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si, a nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.



33

5. Conclusoes

Os dados referentes a este capitulo permitem concluir:

a)

d)

o perfil aminoacidico do concentrado protéico de soro doce (CSD) é
superior ao do caseinato de sodio (CasNa), coagulo de caseina (Co-Cas)
e caseina comercial (CC), sendo o CSD a unica fonte protéica que
atendeu integralmente a recomendagdo da FAO/WHO para criangas de 1
a 5 anos (EQ= 1,02);

0 coagulo de caseina apresentou digestibilidade verdadeira
significativamente inferior (p<0,05) as demais fontes protéicas, que néo

diferiram entre si;

o PDCAAS (EQ x Dv) foi significativamente superior (96,8%) para o CSD

que para as demais fontes protéicas estudadas;

nao houve diferenga significativa no ganho de peso, no PER e no NPR,

para as quatro fontes protéicas estudadas.
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CAPITULO 3

“ESTUDO COMPARATIVO DA DIGESTAO E ABSORGAO DE AMINOACIDOS
DO CONCENTRADO PROTEICO DE SORO DE LEITE BOVINO E DO
CASEINATO DE SODIO.”

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi o estudo comparativo da digestdo e absorgéo
dos amino&cidos das proteinas do concentrado protéico de soro doce (CSD) e do
caseinato de soédio (CasNa), produzidos experimentalmente no ITAL, Campinas
S.P. Foram utilizados 32 ratos machos adultos da linhagem Wistar (pesando
aproximadamente 300,0 gramas), divididos em 4 grupos de 16 animais por
tratamento, mantidos até entdo em dieta comercial. Os ratos foram submetidos ao
jejum por 24 horas e em seguida intubados diretamente no estdbmago, com
proteina de soro de leite ou caseinato de sédio. Nos tempos 10, 20, 40 e 60
minutos, apds intubacdo, 4 animais de cada tratamento foram submetidos a
retirada de sangue da veia porta e a remog¢ado do intestino delgado. No soro
sanguineo (veia porta) foram determinadas proteinas totais e aminoacidos. No
conteudo do intestino delgado determinou-se proteinas totais. Apés 10 minutos de
gavagem, e tratamento com o CSD apresentou maior concentragdo sérica (p<
0,05) dos aminoacidos prolina, alanina, cistina, metionina, valina, isoleucina,
leucina, tirosina, fenilalanina e lisina, além de maior concentragado de proteinas
séricas comparado com o CasNa. Apds 20 minutos (T20), apenas a cistina
permanecia elevada no soro dos animais intubados com CSD. Alanina, valina e
arginina apareceram em concentracéo mais alta (p< 0,05) para o tratamento de
CasNa. Neste mesmo tempo (T20) aparecia um pico de concentracéo de proteina
sérica no tratamento com CSD. Apenas valina e fenilalanina (T40), cistina e
metionina (T60) mostraram-se mais elevadas (p< 0,05) apds estes intervalos da
intubac&o. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos para proteinas
totais no conteudo intestinal dos varios tempos apds a intubagdo. Os resultados

deste experimento sugerem que a digestdo protéica e a absorcdo dos
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aminoacidos do CSD ocorreu a uma maior velocidade e que a utilizacdo desses
aminoacidos para a sintese protéica também foi muito rapida, permitindo o
aparecimento de um pico de proteina no soro sanguineo aos vinte minutos apds a
intubacao gastrica.
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1. INTRODUGAO

O efeito do metabolismo protéico pds-prandial corporal, foi estudado por
Boirie et al. (1997), para dois tipos de proteinas do Ieite bovino, as caseinas e as
proteinas do soro. Usando técnica de gavagem estomacal em humanos, os
autores observaram que a elevacdo do perfil plasmatico de aminoacidos da
caseina foi mais lento e mais reduzido comparado ao do soro, quando as
respectivas proteinas foram administradas em humanos adultos. Houve também
uma inibicdo no catabolismo protéico dos individuos que receberam a caseina,
enquanto que os que receberam proteina de soro nao tiveram alteragdo de
catabolismo proté€ico. Boirie et al.(1997) classificaram as proteinas de leite em
“fast” e “slow”’, de acordo com o tempo que demoram para serem digeridas,
absorvidas e metabolizadas.

A alteracdo na concentracdo seérica de aminoacidos depende
principalmente da ingesta e da composi¢cao de aminoacidos da proteina ingerida.
Como os animais foram alimentados com quantidade equivalente dos dois tipos de
proteina, os perfis séricos estdo relacionados as composi¢cdes diferentes de
aminoacidos das respectivas fontes protéicas (Bard et al., 1995). Neste estudo,
foram encontradas diferencas significantes nas concentragdes séricas de ratos
adultos alimentados com proteina de soro de leite e caseina, independente de sua
forma molecular (intacta ou hidrolisada). Os animais que receberam a proteina de
soro de leite apresentaram, de um modo geral, maior concentracao de

aminoacidos séricos quando comparados aos que receberam caseina.

As proteinas do soro de leite e as caseinas, diferem em composi¢cao de
aminoacidos e em propriedades estruturais e fisico-quimicas, principalmente nos
aminoacidos de cadeias ramificadas e os sulfurados. O metabolismo das proteinas
€& um processo finamente controlado, no qual o ganho ou perda de proteina
corporal € ajustado de acordo com as necessidades biologicas. A limitagdo de um

aminoacido pode interferir no metabolismo protéico no momento da sintese de



61

uma proteina. O soro por apresentar elevada concentracdo de aminoacidos de
cadeias ramificadas, exerce efeito sinérgico com a insulina no metabolismo
protéico. Desse modo, o efeito catabdlico do glicagdnio &€ menor apds a ingestio
de dieta contendo proteinas de soro (Baré et al., 1995).

A demora da elevagdo do nivel aminoacidico no sangue em dieta de
caseina € atribuido ao atraso no esvaziamento gastrico, pois a caseina coagula no
estdomago (pH &cido), enquanto que o soro possui um esvaziamento gastrico
rapido, passando para o duodeno (Boirie et al., 1997).

Os peptidios com atividade opiéde que se formam na digestdo das
caseinas podem ser em parte, responsaveis pela lenta motilidade gastrica. Sao
geralmente derivados da B-caseina e em alguns estudos com porcos, foi possivel
demonstrar uma redugdo da contratilidade muscular do ileo. Os peptidios opidides
das B-caseinas ocorrem na sequéncia de aminodcidos nas posi¢cdes 60 a 66.
Devido ao alto conteudo de prolina, esses peptidios sdo aparentemente
resistentes a protedlise. Algumas evidéncias sugerem que estes peptidios sejam
liberados no trato gastrointestinal de humanos e porcos durante a digestdo da
caseina do leite bovino (Daniel et al., 1990). As diferencas na secrecéo de insulina
e glicagonio podem ser estimuladas pela composicdo de aminodcidos. Ao
contrario, a secregcao de glicagonio € estimulada em menor intensidade pelos
aminoacidos do soro quando comparados com os da caseina. Desse modo, 0
efeito catabdlico do glicagonio € menor apos a ingestao de dieta de soro (Boirie et
al., 1997).

Diferencas de esvaziamento gastrico entre caseina e soro podem ocorrer
também devido a presenca de peptidios opidides liberados durante a digestdo da
caseina. Eles diminuem a motilidade intestinal, retardando o esvaziamento
gastrico por interagdo direta com receptores de opidides no intestino delgado
(Meisel, 1998).
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A digestao de uma dieta de proteina ¢ iniciada no estdmago, com a acao da
protease pepsina, a qual € secretada como pepsinogénio, uma pré-enzima inativa.
A ativagdo ocorre automaticamente quando pequenos fragmentos de peptidios
s&o liberados do precursor inativo. A contribuicdo da fase géstrica para a digestao
protéica € desnaturar e fragmentar parcialmente a proteina da dieta em
polipeptidios que passam para o intestino delgado onde se completa a digestéo
protéica. No intestino delgado, as proteinas ou polipeptidios sdo hidrolisados a
pequenos peptidios e aminoacidos livres. As proteases pancreaticas também sdo
secretadas pelo pancreas na forma de pré-enzimas, as quais vao sendo ativadas
de acordo com a liberagdo de produtos digeridos (Steele & Harper, 1990). A
proteina da dieta pode ser hidrolisada & aminoacidos livres em trés fases da
digestao: no lumen intestinal, na borda dentada do enterdcito e no citoplasma do
enterocito (Siemensma et al., 1993). O grau de hidrdlise de ligagbes peptidicas
individuais depende de algumas varidveis, como: a natureza do aminoacido, o
grau de desnaturacdo da proteina que esta sofrendo a digestdo, o acumulo de
aminoacidos e peptidios e 0 grau em que suas ligagbes sdo expostas as acdes

das proteases (Siemensma ef al., 1993).

Os di e tripeptidios sao transportados intactos através da borda em escova
dos enterécitos por carreadores e por processo distinto de qualquer outro
transporte de aminoacidos. O principal destino dos produtos da digestéo protéica
a liberacao de aminoacidos dentro da veia porta para subsequente utilizagao por
outros tecidos (Steele & Harper, 1990). A absor¢éo de di e tripeptidios € mais
rapida do que a absor¢ao de quantidade equivalente de aminoacidos livres. Isto
porque peptidios de cadeia curta sdo transportados dentro das células intestinais

por mecanismos carreadores especificos (Siemensma et al., 1993).

Cabe salientar que as condicbes de processamento para obtencdo do
concentrado de soro de leite foram cuidadosamente monitoradas, para evitar que

ocorresse a desnaturacao das proteinas.
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No presente trabalho objetivou-se comparar a velocidade de absorcao de
aminoacidos das proteinas de um concentrado protéico de soro doce (CSD) e de

um caseinato de sodio (CasNa) obtidos a partir de leite bovino desnatado e
pasteurizado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria - prima

Leite bovino tipo B desnatado e pasteurizado (72°C, 15s) foi fornecido pela
Cooperativa dos Produtores de Leite de Campinas, Jaguariina — S.P. O leite foi
transportado até o Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Campinas — S.P. e
em seguida processado em planta piloto do Centro de Tecnologia de Laticinios
(TECNOLAT).

2.2 Obtengao dos concentrados protéicos de soro e caseinas.

O procedimento para obteng@o dos concentrados proteicos de soro e das
caseinas foram apresentados nos fluxogramas 1 e 2 (Capitulo 1), e se assemelha

ao proposto por Bounous & Gold (1991). Procurou-se preservar as propriedades
biolégicas e nutricionais destas proteinas, através da minimiza¢éo do tratamento

térmico, durante o processamento da matéria-prima.
2.3 Metodologia
2.3.1 Estudo comparativo da digestao e absorgdao do concentrado protéico
de soro doce (CSD) e do caseinato de sodio (CasNa), em experimentos
com ratos.
e Protocolo experimental
Os animais utilizados foram ratos machos da linhagem Wistar, livres de

patdégenos (SPF) com aproximadamente 35 dias de idade fornecidos pelo Centro
de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.
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No laboratério os animais foram colocados em gaiolas, dois a dois e
mantidos em dieta comercial e 4gua a vontade por 60 dias até atingirem peso
ideal (cerca de 400g) para retirada de aproximadamente 5 mL de sangue da veia
porta. As condicées ambientais do biotério foram controladas para manter a

temperatura de 22 + 2°C, com periodos alternados claro / escuro de 12 horas.

Para realizagdo do experimento, os animais foram submetidos ao jejum
durante 24 horas e separados em grupos de 16 ratos por tratamento. Os 16
animais de cada tratamento foram subdivididos em grupos de 4, submetidos a
intubacao gastrica com solugéo de caseinato de sodio ou de concentrado protéico
de soro doce e sacrificados apds varios tempos da intubacéo. Sangue foi retirado
da veia porta apos anestesia profunda com éter etilico, decorridos tempos:

T 10 = sangue retirado 10 minutos apés a intubagao;
T 20 = sangue retirado 20 minutos apds a intubagao;
T 40 = sangue retirado 40 minutos apds a intubagéo;
T 60 = sangue retirado 60 minutos apoés a intubacéo.

O fluxograma da Figura 1 ilustra o protocolo experimental utilizado.

Estudou-se comparativamente a velocidade da digestdo e absorgcdo de
aminoacidos do concentrado protéico de soro doce (CSD) e do caseinato de sédio
(CasNa), atraves da determinacdo de aminodacidos séricos no sangue obtido da

veia porta.

As proteinas foram previamente pesadas (0,042g) e suspensas em 2 mL de
agua destilada, e entdo transferidas para uma seringa ajustada em uma canula e
entao administrada diretamente no estdmago do animal.
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INTUBAGAO GASTRICA

v

(SUSPENSAO CONTENDO PROTEINA - 0,042g

EM 2 mL DE AGUA DESTILADA)
Tempo (minutos)

Voo

i

i

T10 T20 T 40 T 60
ANESTESICO
{éter etilico)
[ |
COLETA DO INTESTINO COLETA DE SANGUE

DELGADO DA VEIA PORTA

LAVAGEM DO CONTEUDO SEPARAGAO DO SORO
S 1 0,
INTESTINAL (solucado salina 0,9%) POR CENTRIFUGAGAO
Centnfuga(;ao- 1. Ac. tricloroacético 30%
4000 rpm:. 13 ‘min. 2. Eter etilico
| ANALSEDE
 DETERMINAGAO _ AMINOAGIDOS
DE PROTEINAS I
s TOTAIS

Figura 1. Procedimento experimental para intubagéo gastrica da suspenséo de proteina,

coleta de sangue (veia porta) e preparo do soro para determinagdo de

aminoécidos, e coleta de material do intestino delgado.
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2.3.2 Avaliagao da absorgao de aminoacidos pela determinag¢ao no soro

sangliineo (veia porta) de animais previamente intubados.

e Dosagem de proteina no soro sangiiineo

As proteinas do soro sanguineo foram analisadas e quantificadas segundo
metodologia descrita por Bradford (1976). O método permite quantificar a proteina
através da intensidade do croméforo formado pela ligagdo da proteina ao
comassie brilliant blue, através da comparagéo com curva padréo de albumina de
soro bovino (BSA). E um método sensivel e indicado para amostras de pouco
volume e quantidades reduzidas de proteina.

e Determinagdo de aminoacidos livres no soro sanguineo

Para andlise de aminoacidos livres, uma aliquota equivalente a 2 volumes
da amostra foi misturada com 1 volume de solugdo de acido tricloroacético (TCA)
30%, seguida de centrifugagdo, para retirada do sobrenadante. O sobrenadante foi
lavado com éter etilico para remogao do excesso de TCA e filtrado em membrana
de 0,45um de porosidade (grau HPLC). Aliquotas de 25ul do filtrado foram
injetadas no analisador Dionex DX 300 para separagédo dos aminoacidos em
coluna de troca idnica e reacédo pds-coluna com ninidrina (Spackman et al., 1958).
Como referéncia para quantificagdo usou-se solugdo padrdo de aminoacidos da

marca Pierce.

e Preparagdo da amostra para determinacdo de proteinas totais no

contetdo intestinal de animais previamente intubados

Foi retirado o intestino delgado dos animais para determinagido de
proteinas totais no contetdo intestinal. Os animais, depois de sacrificados, tiveram
dois pontos do sistema digestivo amarrados com linha, o final do estbmago e o
inicio do intestino grosso, para impedir a saida do conteudo intestinal. O intestino
foi lavado com 3 mL de solucdo salina 0,9% (solugéo fisiolégica), e o material
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removido foi acondicionado em placa de Petri. Em seguida o contetdo intestinal
foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos (centrifuga REVAN - ciclo Ci/ Rotor

3.200 rpm max.) ; o sobrenadante foi mantido e o precipitado descartado.
¢ Determinacado de proteinas totais
Foram realizadas determinagdes de proteinas totais nos sobrenadantes
obtidos apds centrifugagdo do conteldo intestinal dos ratos, utilizando o método
descrito por Bradford (1976).
3. Analise Estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as

diferengas entre médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de significancia (Gomes, 1982).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 2 est4 representada a concentragdo de proteinas séricas
presentes no soro do sangue dos animais que receberam concentrado protéico de
soro de leite (CSD) ou caseinato de sodio (CasNa), via intubagéo gastrica, nos dife

rentes tempos.

Conc. Sérica Proteina
(g/100mL)

T10 T 20 T 40 T 60

Tempos (minutos)

Figura 2. Concentragdo de proteina no soro sanguineo para duas fontes
protéicas, em fungdo do tempo apds intubagdo: concentrado protéico
de soro doce (CSD) ou caseinato de sodio (CasNa).

Letras diferentes sobre as colunas (a, b), indicam diferenca estatistica

(p < 0,05) entre tratamentos.

No T10, os animais que receberam a proteina de soro apresentaram maior
concentragéo de proteinas séricas (7,10 g/100mL) a nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey, em relagao aos animais que receberam o caseinato de so6dio
(4,54 g/100mL). Aos 20 minutos de intubacdo a diferenga tornou-se ainda mais
significativa entre o CSD (17,43 g/100mL) e o CasNa (5,31 g/100mL). No T40
essa diferenga ainda prevaleceu significativamente maior para o CSD (10,31
g/100mL) que para o CasNa (5,02 g/100mL). No T60 nZo houve diferenca
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estatistica entre os tratamentos a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

Através da Figura 2 pode-se observar que a caseina € muito menos
eficiente em elevar a concentragdo de proteina do sangue do que o CSD. Esse
fato pode ser atribuido ao atraso no esvaziamento gastrico, pois a caseina sofre
coagulagdo no estomago devido ao pH acido (pH= 1,5 a 2,0). O soro possui um
esvaziamento gastrico rapido, passando para o duodeno, devido a sua maior
solubilidade nesta faixa de pH. Pode-se deduzir que a maior concentracdo
protéica no soro dos animais que receberam o concentrado protéico de soro de
leite deva refletir uma maior velocidade de absor¢do de aminoacidos e uma maior
capacidade de estimular a sintese protéica, no tratamento com CSD. Por outro
lado, observa-se uma diminuig&o rapida das proteinas do soro no tratamento com
CSD que se iguala ao tratamento com caseinato apés 60 minutos (T60).

Os ratos intubados que receberam proteina de soro de leite bovino,
mostraram concentracdes maiores de aminoacidos livres no soro sanguineo, tanto
essenciais quanto nao essenciais, quando comparados com os que receberam

caseinato de sodio.

Nas Tabelas 1 e 2 estao ilustrados valores encontrados para os diferentes
aminoacidos séricos de animais previamente intubados com quantidade idéntica
das duas fontes protéicas estudadas, concentrado protéico de soro doce (CSD) e

caseinato de sédio (CasNa).

O efeito das duas fontes protéicas sobre o perfil de aminoacidos no soro
sangiineo de ratos (retirado da veia porta), mostrou diferencas significativas entre
os grupos de animais previamente intubados com proteina de soro de leite e com

caseinato de sodio.
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Alteracbes na concentragdo de aminoacidos do soro foram
significativamente maior (p< 0,05), logo apods intubacdo (T10) de animais que
receberam concentrado protéico de soro, principalmente para aminoacidos de
cadeia ramificada como a valina, leucina e isoleucina, os aromaticos, como a
tirosina e fenilalanina, e os sulfurados como a metionina e a cistina. De um modo
geral, a concentragcdo de aminoacidos essenciais nos animais que receberam

proteina de soro foi maior em relagéo ao caseinato de sodio.

Apds 20 minutos da intubacdo, as alteragcdes aminoacidicas detectadas
foram invertidas. Embora o resultado obtido para a maioria dos aminoacidos tenha
sido estatisticamente igual entre o CSD e o CasNa, concentragbes maiores do
acido aspartico, treonina + serina, alanina, valina e arginina foram detectadas para
o CasNa. Somente a concentracdo de cistina permaneceu mais elevada para os
animais que receberam CSD, demonstrando que a proteina de soro apresenta

maior concentracdo de aminoacidos sulfurados, comparado com a caseina.

Apods 40 minutos (T40), a concentracao de valina e fenilalanina continuaram
mais elevadas para o CSD, diferindo estatisticamente a nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey. Em relagéo aos outros aminoacidos nao houve
diferenca estatistica entre os tratamentos no tempo T40.

Apos 60 minutos (T60), a presenga de metionina e arginina foi maior para
o tratamento com CasNa, enquanto que para o CSD, a cistina continuou
prevalecendo em maior concentragdo. Os demais aminoacidos n&o diferiram

estatisticamente a nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Bard et al. (1995) em estudos realizados com ratos recem-desmamados,
encontraram perfis séricos de aminoacidos diferentes para fontes protéicas
distintas independente de sua forma molecular. Foi também observado pelos
autores a baixa quantidade de aminoéacidos sulfurados no soro dos animais que
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receberam dieta de caseina, confirmando a hipétese de que a caseina possuli
quantidades limitantes de aminoacidos sulfurados.

Um estudo relatado por Boirie et al. (1997), sugeriu que diferencas de
tempo no esvaziamento gastrico entre caseina e proteinas do soro, podem existir,
uma vez que a caseina coagula em meio &cido e portanto coagula no estdémago;
ao contrario da proteina de soro, que é liberada mais rapidamente para digestao e
absorgao no duodeno. Esses autores mostraram diferencas fundamentais entre a
caseina e as proteinas de soro no metabolismo humano. Enquanto as proteinas
de soro ao serem ingeridas passam rapidamente ao intestino delgado, sdo
rapidamente digeridas e absorvidas, as caseinas sofrem coagulagéo no estdbmago
onde permanece por um tempo bem maior, retardando assim os processos da
digestédo e a absorcdo de aminoacidos. Por outro lado as proteinas do soro
parecem favorecer e estimular a sintese protéica no organismo, enquanto que as
caseinas parecem favorecer a conservagdo das proteinas no organismo,

retardando o catabolismo.

Boirie et al. (1997), classificaram as proteinas do soro como ‘fast’ e as
caseinas como “slow’ no que tange a digestdo, absorcdo de aminoacidos e
metabolismo protéico no organismo. Comentando as pesquisas de Boirie e
colaboradores (1997), Fruhbeck (1998) chama a atengéo da importancia que as
proteinas do soro de leite possam ter em condices de estresses metabodlicos
como em queimaduras, desnutricdo protéica aguda, prematuros, Sindrome da
Imunodeficiencia Adquirida, entre outros, como fonte protéica restauradora das

deficiéncias protéicas no organismo.

Pode-se concluir que a concentragdo sérica de aminoacidos depende
principalmente da proteina ingerida e do perfil aminoacidico desta proteina.
Também é importante citar que a velocidade da sintese pds-prandial de proteinas
€ dependente do tipo de determinados aminoacidos existentes na fonte protéica
ingerida. Neste estudo pdde-se observar que o CSD é digerido e absorvido mais
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rapidamente que o CasNa, sugerindo uma maior eficiéncia do CSD como agente
de sintese protéica, em fungcdo nao somente da velocidade de digestao e

absorgdo, mas tambéem do excelente equilibrio de aminoacidos destas proteinas.
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Tabela 1. Valores encontrados para analise de aminoacidos no soro de animais

previamente intubados com concentrado protéico de soro doce

(CSD) ou caseinato de sédio (CasNa).

Tempos (minutos)

Aminoacidos
(mg/100mL soro) T10CasNa | T10CSD | T20CasNa | T20CSD
Ac. Aspartico 0,47 £0,046 0,49+0,043 | 0,56+0,052 0,23+£0,03°P
Treonina + Serina 13,77 +151 13,50+0,27 | 10,16 +£0,762 856+0,97°
Ac. Glutamico 440+049 459+035 | 368+022 3,05+0,56
Prolina 1,89+0,15> 232+0,032 | 1,72+0,15 1,61 +£0,22
Glicina 3,24 +0,46 3,50+0,18 2,35+0,33 1,86 + 0,68
Alanina 58+091b 875+0232] 598+0,702 3,82+0,53°
Cistina 0,028 +0,05¢ 513+0,102 ] 0,16+0,01> 3,84+0,073
Metionina 0,32+0,04 0,70+0,082 | 0,14 +0,06 0,21 + 0,04
Valina 236+025p 381+0,182 | 228+0342 1,14+005°"
Isoleucina 1,567 +0,19> 230+0,042 | 1,27 £0,17 1,32 £ 0,24
Leucina 256 +0398 3730119 1,89+0,29 1,80 + 0,61
Tirosina 1,61 £026% 2142+01% 1,56 +0,19 1,39 £0,25
Fenilalanina 1,31 +021* 1.77+077" 1,02 + 0,21 1,04 +0,18
Lisina 467+067> 865+0,142 | 545+0,71 5,01 +0,59
Histidina 2,46 + 0,14 2,12+0,53 2,13+0,68 1,40 + 0,21
Arginina 0,25+0,0292 0,069+0,02°] 1,36+0,052 0,23+0,08°
Somatoéria dos
aminoécidos totais el RS il ot

Médias seguidas por letras diferentes b (linhas) indicam diferenca estatistica, a nivel de 5% pelo
teste de Tukey, entre os tratamentos com CSD e CasNa, nos tempos T10 e T20.
Valores expressos como média de 4 animais por tratamento + desvio padréo.



Tabela 2. Valores encontrados para analise de aminoacidos no soro de animais

previamente intubados com concentrado protéico de soro doce

(CSD) ou caseinato de sédio (CasNa).

Tempos (minutos)

Aminoacidos
(mg/100mL soro) T 40 CasNa T40CSD |T60CasNa | T60CSD
'Ac. Aspartico 0,44 + 0,02 0,45+0,07 | 0,51+087 0,43+0,01
Treonina + Serina 8,90 £+ 0,69 9,73+1,57 |10,33+0,77 9,81+1,68
Ac. Glutamico 2,80+0,17 267+035 | 3,03+0,14 305+06
Prolina 1,68 +0,17 171+024 | 166+007 1,38+0,3
Glicina 2184036  2,29+0,32 | 2,43+0,08 2,14+0,33
Alanina 424+049  479+063 | 438+043 3,57+0,54
Cistina 2,39+0,26 1,97 +0,24 |0,11+0,01° 2,05+0,042
Metionina 0,05 + 0,02 0,07 +0,02 |0,29+0,032 0,14+0,08"
Valina 144+006° 230+0392 | 212+028 1,84+0,29
Isoleucina 1,06 +0,18 136+019 | 1,23+0,16 1,21+0,15
Leucina 1,61 +0,27 2,07 +0,27 1,74+014 1,85+0,26
Tirosina 1,23 +0,14 136+0,15 | 1,36+0,11 1,28 +0,04
Fenilalanina 075+0,13> 1,04+0,172] 0,90+0,10 0,90+0,12
Lisina 450+063  533+092 | 509+035 5,74+0,48
Histidina 230+003 242+021 | 237+0,23 1,97+0,77
Arginina 049+006  050+0,07 |0,38+0,072 0,26+0,04"
i 36,06 40,06 37,93 37,62

aminoacidos totais

Médias seguidas por letras diferentes # b (linhas), indicam diferenca estatistica a nivel de 5% pelo
teste de Tukey, entre os tratamentos, nos tempos T40 e T60.
Valores expressos como média de 4 animais por tratamento + desvio padréo.

As Figuras 3a e 3b mostram o esquema grafico dos diversos aminoacidos

encontrados no soro de animais que receberam proteina de soro de leite bovino e

de caseinato de sodio, via intubagéo gastrica.
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* Valores estatisticamente significativos (p< 0,05) entre os tratamentos.
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Figura 3a. Acumulo, seguido de desaparecimento de aminoacidos no Ssoro

sanguineo da veia porta de ratos intubados com quantidade idéntica de proteinas

CSD ou CasNa (mg de aminoacido/100mL de soro, nos tempos de T10 e T20 min

apo6s gavagem).
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*Valores estatisticamente significativos (p< 0,05) entre os tratamentos.
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Figura 3b. Acumulo, seguido de desaparecimento de aminoacidos no soro
sangiiineo da veia porta de ratos intubados com quantidade idéntica de proteinas
CSD ou CasNa (mg de aminoacido/100mL de soro, nos tempos de T40 e T60 min

apos gavagem).

O desaparecimento rapido dos aminoacidos séricos (entre 10 e 40 minutos)
ap6s intubagéo, no tratamento com CSD (Figura 3a e 3b ), coincidindo com a
formacdo de um pico de proteina no soro sanglineo aos 20 minutos apos
intubagdo, sugere que, ndo somente houve digestdo e absor¢éo rapida para as
proteinas do soro, mas também, que seus aminoacidos entram rapidamente no
processo de sintese a nivel de varios tecidos. Isto também sugere que esta fonte
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de proteina podera ser muito eficiente para reabastecer as células e o organismo
de proteina em condigbes de estresses metabdlicos como em prematuros,
gueimaduras e outros tipos de traumas bem como cancer e AIDS, em sua fase

avancgada.

Essas observacdes, embora ainda preliminares, parecem concordar com a
de outros pesquisadores (Boirie ef al., 1997, Fruhbeck, 1998) de que a proteina de
soro de leite induziu um aumento dramatico mas efémero dos aminoacidos
plasmaticos. Por outro lado, a sintese protéica, imediatamente apés a ingestao foi
estimulada em 68% no caso das proteinas de soro de leite e apenas 31% pela

ingestao da caseina (Boirie et al., 1997).
A Figura 4 mostra a concentragdo de proteina no conteudo intestinal nos

varios tempos apos intubagdo gastrica, em ratos que receberam concentrado

protéico de soro de leite bovino ou de caseinato de sodio.

’ ECasNa
a a
- i b mCSD _

Prot. Recuperada
(g/intestino delgado)

T20 T 40 T 60

Tempo (minutos)

Figura 4. Concentragdo de proteina solivel no conteudo intestinal de ratos
intubados com duas fontes protéicas: concentrado protéico de soro
doce (CSD) ou caseinato de sodio (CasNa), apds varios tempos de
intubacéo.

Letras diferentes sobre as colunas, indicam diferenca estatistica (p<

0,05) entre tratamentos.
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Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos nos tempos 10, 20 e
40 minutos, para o conteudo de proteina soluvel recuperada do intestino dos
animais nos dois tratamentos. Apdés 60 minutos de intubag&o, houve diferenca
estatistica em relagdo ao conteudo intestinal de proteina soluvel dos animais que
receberam o caseinato de sodio que foi superior ao tratamento com concentrado

protéico de soro doce (p< 0,05).

Este fato demonstra o retardamento da digestdo e absor¢ao do caseinato
de sodio em relagdo ao concentrado protéico de soro de leite. A velocidade de
digestéao do CSD é maior por ser uma proteina soluvel, nas condi¢des acidas do
estdbmago, enquanto que as caseinas coagulam no estdmago retardando, deste
modo, o esvaziamento gastrico e consequentemente, o transito intestinal e
liberagdo de aminodcidos para sintese organica de novas proteinas (Boirie et al.,
1997).

As casomorfinas, liberadas durante a digestao das caseinas, podem afetar
a funcéo gastrointestinal, inibindo o grau de esvaziamento gastrico e a motilidade
intestinal, retardando a passagem da dieta ndao somente do estdmago para o
intestino, mas também através de todo tubo digestivo (Schanbacher et al., 1998,;
Daniel et al., 1990).
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4. Conclusoes

a)

O concentrado protéico de soro doce (CSD), promoveu no tempo T10 (10
minutos apos intubagdo gastrica) maior concentragdo sérica (p< 0,05) dos
aminoacidos prolina, alanina, cistina, metionina, valina, isoleucina, leucina,
tirosina, fenilalanina e lisina, bem como concentragéo significativamente mais
elevada de proteina sérica do que o tratamento com idéntica quantidade de

caseinato de sadio (CasNa).

No T20 (20 minutos apds intubagdo gastrica), apenas o aminoacido cistina
permaneceu significativamente mais elevado no soro dos animais que
receberam CSD em comparagdo aos que receberam o caseinato de sddio
tendo, entretanto, sido atingido o pico maximo de proteinas séricas para o

tratamento de CSD, exatamente 20 minutos apos intubacéo gastrica.

A proteina soltvel recuperada do intestino delgado, nos varios tempos ap6s
intubacdo, ndo diferiu estatisticamente para os dois tratamentos, até os 40
minutos: aos 60 minutos apds intubagdo, a proteina recuperada foi mais

elevada no tratamento com caseina (p< 0,05) que para o tratamento com CSD.
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Anexos

Trabalhos preparados para publicagdo com dados parciais desta tese:

1. Produgéo piloto de concentrados de proteinas de leite bovino: composigao e

s

valor nutritivo.
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