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RESUMO

Foram desenvolvidos e caracterizados dois produtos proteicos s0
luveis em bebidas acidas, tipo refrigerante.

Lactoalbuminas de soro de queijo, tipo Minas, com baixo teor de
sais e lactose, foram recuperadas por ultrafiltragao ate obtengao de
58 a 63% de proteina na base seca. Parte das fragdes protéicas de bai
xo peso molecular foi perdida com o permeado, bem como fragdes de pe
sos moleculares mais elevados foram desnaturadas durante o processo
de pasteurizagao.

O "PER" do produto final variou de 2,91 a 3,50 conforme seu pH
final fosse 3,50 ou 6,50 respectivamente. A solubilidade das protel
nas foi mantida durante o processo e o poder tamponante foi reduzido
> vezes, possibilitando a elaboragdo de uma bebida de baixa acidez =4
tulavel com um baixo pH. O aminograma do produto recuperado apresen
tou-se bastante equilibrado e bem superior ao da protelna referéncia
FAO/OMS-1973.

As proteinas de soja foram hidrolisadas por enzima proteolitica
acida (Denapsin) a baixa temperatura e moderada acidez total titula
vel, o que possibilitou a obtengao de um produto protéico de dtimo
valor nutritivo semelhante ao das proteinas originais. O teste de ai
gestibilidade "in vitro", demonstrou um aumento significativo apos
a hidrolise enzimatica.

O fator antitriptico foi destruido pela agao da protease acida,
bem como lipoxigenases, o que resultou num hidrolisado estdvel e de

melhor valor nutricional que a materia prima.



Os sabores de soja crua foram eliminados e os sabores amargos e
adstringentes que normalmente ocorrem em hidrolises enzimaticas, nao
apareceram. Os pesos moleculares das protelnas originais, que varia
vam de 20.000 a 300.000, foram reduzidos para uma faixa de 75 a
15.000 em quase sua totalidade. O aminograma do hidrolisado mostrou-
se semelhante ao aminograma das protelnas originais.

Tomando-se por base a proteina referéncia FAO/OMS-1973, e os
aminogramas das protelnas recuperadas do soro e dos hidrolisados de
soja, calculou-se uma mistura que utilizando o maximo de hidrolisado
de soja satisfizesse a mencionada referéncia. Esta mistura consti
tuiu-se de 31,4% de lactoalbuminas e 68,6% de hidrolisado protéico de
soja.

Foi calculado o custo do produto protéico hidrolisado, que re
sultou em Cr$ 11,00 a 11,50 por quilo.

Uma merenda escolar foi calculada para satisfazer 15% das neces
sidades proteicas de uma crianga de 7 a 14 anos, utilizando a mistu
ra desenvolvida. Os resultados mostraram que a merenda formulada com
4,2 g de proteina, 36 g de aqﬁcares, mistura de vitaminas e sais mi
nerais, corantes, sabores e antioxidante teria um custo em torno de

Cr$ 0,226.
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SUMMARY

Two protein products soluble in acid soft drinks were developed
and characterized.

Lactalbumins from cheese whey (Minas type) with a low content
of mineral salts and lactose, were recovered by ultrafiltration
amounting to 58-63% of proteins on dry basis. A part of protein frac
tions with low molecular weight were lost in the filtrate whereas
fractions with a higher molecular weight were partially denatured
during pasteurization.

The "PER" of the final product varied from 2.91 to 3.50 according
to its final pH of 3.50 and 6.50, respectively. The solubility of
proteins was maintained during the process and their buffering power
‘was reduced 5 times, making possible the obtaining of a beverage with
a low titratable acidity and low pH. The aminogram of the recuperated
product was well balanced and superior to the reference protein of
FAO/OMS-1973.

The soya proteins were hydrolysed by an acid proteolytic enzyme
(Denapsin) at a low temperature and moderate total titratable acidity,
thus making possible the obtention of a protein product with an excel
lent nutritional value, similar to that of the original proteins. Di
gestibility test "in vitro" showed a significant increase after enzyma
tic hydrolysis.

The anti-tripsin factor as well as lipoxigenases were destroyed
by the action of the acid protease, which resulted in a stable hydro

lysate with higher nutritional value than that of the starting material.
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The flavors of crude soya were eliminated and bitter amd adstrin
gent flavors associated usually with enzymatic hydrolysis did not
appear. The molecular weights of the original proteins, which varied
from 20.000 to 300.000, were reduced almost completely to a value .of
75 to 15.000. The aminogram of the hydrolysate resembled that of the
original proteins. |

Taking as basis the reference protein of FAO/OMS-1973 and the
aminograms of proteins recovered from whey and of soya hydrolysate,
there was calculated a mixture which employing a maximum quantity of
soya hydrolysate would be equivalent to the above mentioned reference
protein. This mixture consisted of 31.4% of lactalbumins and 68.6% of
protein hydrolysate of soya.

The cost of the protein hydrolysate was assessed and was fouﬁdtn
be 11.00-11.50 cruzeiros per 1 kg.

A school luncheon was calculated, using the above described mix
ture, which would satisfy 15% of the protein requirements of a child
7-14 years old. It was found that the school luncheon containing 4.2 g
of protein, 36 g of sugars, mixture of vitamins and mineral salts,
coloring matter, flavors and antioxidant would cost about 0,226 cru

Zeiros.
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1. INTRODUCAO

O objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de
uma bebida nutritiva Séida, com proteinas solliveis em pH 3.2 3,5, que
preenchesse os seguintes requisitos: 1) alto valor nutritivo, dentro
dos padrdes estabelecidos pela FAO/OMS-1973, 2) adequado as condi
Goes brasileiras, 3) baixo custo, 4) possibilidade de atender a um
mercado de 10 a 15 milhOes de criangas em idade escolar e pré-esco
lar, suprindo em 15 a 20% as necessidades proteicas diarias dessa
populagao em uma Gnica merenda, 5) sabor e aroma neutros, possibili
tando a adigdo de sabores artificiais ou a mistura com sucos natu
rais de frutas acidas. Essas protelnas devem permanecer em solugao
estavel, mesmo quando carbonatadas, para produzir refrigerantes e fi
nalmente, nao devem apresentar viscosidade muito dife:ente da usual
em refrigerantes e sucos de frutas.

Um grande problema da atualidade, que tende a se agravar num
futuro préximo é o da eliminagao de efluentes industriais, que vém
contaminando as aguas dos rios, consumindo seu oxigénio, poluindo a
atmosfera, além de causar outros danos a natureza.

A indlstria de laticinios &, dentre as do setor alimenticio, das
que mais poluem os rios, visto que na elaboragao de queijos,77% do
leite utilizado no processo & eliminado sob a forma de soro, que en
cerra cerca de 0,6% de protelnas, de alto valor nutritivo, e 4,7% de
lactose.

Nos Estados Unidos, cerca de 3 bilhOes de litros de soro sao

perdidos ou eliminados anualmente, somente no estado de Wisconsin,
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que é grande produtor de leite e derivados. Isto representa uma per
da anual de 18.000 toneladas de protelnas.

No Brasil, o volume de soro resultante da fabricagao de queijo
@ de 370 milhGes de litros, o que corresponde a uma perda anual de
aproximadamente 2,000 toneladas de proteilnas.

£ do conhecimento geral que as razdes do nd3o aproveitamento des
sas protelnas sao a sua baixa concentragd@o, o custo elevado do trang
porte, as fabricas de pequeno porte e, principalmente, a falta de
tecnologia econdmica e de uso adequado para o produto resultante.

Este trabalho visa contribuir para a resolugao do problema, de
senvolvendo, por meio de uma tecnologia adequada, produto de relevan
te importancia politica, econdmica e social.

Devido 3 impossibilidade do aproveitamento total do soro produ
zido no pals, e a insuficiéncia desse produto para um planoc mais ar
rojado, desenvolvemos um outro produto que, juntamente com o soro,
poderia ampliar a recuperagao de suas proteinas.

Este produto utiliza como matéria-prima a soja, cuja produgao
anual no Brasil chega a 1l milhoes de toneladas, tendendo esta cifra
a aumentar ainda mais.

A proteina de soja, de alto valor nutritivo e baixo custo, jun
tamente com as proteinas do soro de queijo possibilitam uma mistura
protéica de valor nutritivo semelhante ao do leite de vaca. A maio
ria das protelnas da soja sao insoliiveis em pH baixo e apresentam um
sabor de soja crua; além disso, hd os fatores antinutricionais conhe
cidos, dos quais o principal @& o fator anti-tripsina.

Um produto ja existente no mercado, a proteina isolada de soja,

ainda apresenta atividade antitriptica, nao é sollivel em pH baixo,
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seu custo & elevado e seu valor nutritivo & baixo, devido 3 baixa con
centragao de aminodcidos sulfurados, razdes pelas quais nao satisfaz
as nossas exigencias.

A necessidade diaria de proteinas de uma crianga com éeso médio
de 35 kg, atendendo ds especificagdes da protelna referéncia da FAO/
QMS-1973, € de 28 gramas, aproximadamente, o que resultaria numa de
manda didria de 63 toneladas de protelna para atender a 15% da carén
cia protéica de 15.000.000 de criancgas.

Para alcangar os objetivos expostos, propusemo-nos a desenvol
ver uma tecnologia que torne as proteinas de soja solaveis, a um
custo reduzido. Esperamos com este trabalho contribuir para o encami
nhamento da solugao deste problema brasileiro, que tem implicagoes

econdmicas, politicas e sociais.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. VALOR NUTRITIVO DAS LACTOALBUMINAS

As lactoalbuminas, proteinas encontradas no leite, s3o uma mis
tura de protelnas coagulaveis que precipitam quando acidificadas‘ e
aquecidas. Sao compostas principalmente por a~-lactoglobulinas e 8-
lactoalbuminas, com pequenas quantidades de outras proteinas que com
poem o soro (Jenness et al., 1956). Elas perfazem aproximadamente
18% do total de proteinas do leite de vaca.

As lactoalbuminas tém sido reconhecidas como proteinas altamen
te nutritivas (Block et al., 1953; Chow et al., 1948; DeBaun e Con
nors, 1954; Edelstein et al., 1919; Kirk, 1938; Mitchell e Block,
1946; Osborne e Mendel, 1916; Osborne et al., 1919; Osborne e Mendel,
1924; Ruegamer et al., 1950; Riggs et al., 1955; Supplee e Clark,
194¢6).

O colostro e o primeiro leite das vacas sao particularmente ri
cos em lactoalbuminas. O leite humano contém maior teor de lactoalbu
mina do que de caseina. Estes fatos impressionaram muitos dos primei
ros n?tricionistas e pediatras,’ levando-os a reconheéer importantes
propriedades nutricionais das lactoalbuminas. Portanto Jolt, em 1916,
observou:"... no leite humano a quantidade de lactoalbumina & duas
vezes maior que a de caseina, enquanto que no leite de vaca ela re
presenta somente um sexto da caseina. Seguramente, n3o & mero aciden
te que o leite humano contenha, relativamente, doze vezes mais lac

toalbuminas que o leite de vaca" (Holt, 1916).
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Ainda em 1941, Marriot e Jeans mostraram que, enquanto o leite
humano contém menos protelnas que o leite de vaca, quase 60% sao lac
toalbuminas (18% no leite de vaca), e estabeleceram: "Apesar das pro
teinas desses dois leites terem alto valor nutritivo, o leite de va
ca tem menor valor que o leite humano, possivelmente 20% a menos" .
(Marriot e Jeans, 1941).

Relatdrios tipicos, encontrados na literatura cientifica, ates
tam a exceléncia das lactoalbuminas como alimento protéico:

O trabalho classico de Osborne e Mendel, comparando o crescimen
to de ratos machos jovens em dietas nas quais a proteina foi forneci
da por lactoalbuminas, caseina, ou edestina (proteina vegetal), com
a2 mesma quantidade de alimento ingerido, mostrou que "os alimentos
com lactoalbuminas produziram os maiores ganhos em todos os casos'.
(Osborne e Mendel, 1916).

Em outro trabalho, os mesmos autores reportam: "A maior eficiéen
cia relativa das lactoalbuminas em promover crescimento & alarman
te;... com a mesma porcentagem das seguintes proteinas-lactoalbumi
nas, edestina, caselna, globulinas de semente de abdbora e glicina
- as lactoalbuminas deram os melhores resultados de crescimento”. (Os
borne e Mendel, 1917),

Supplee e Clark afirmam: "A evidéncia mostra claramente a supe
rioridade das lactoalbuminas sobre a caselna”. (Supplee e Clark, 1946)

O valor dietético das lactoalbuminas foi também demonstrado na
formagao do sangue. Nutricionistas tém demonstrado claramente que o
fornecimento de uma proteina incompleta ou de quantidade insuficien

te de uma protelna completa resulta no desenvolvimento de uma anemia



moderada. Investigando o valor comparativo de varias dietas protéi
cas para formagao de sangue, Orten encontrou: "... dos animais machos
alimentados com o baixo nivel de proteina -2,8%- aqueles que recebe
ram lactoalbuminas foram definitivamente mais favorecidos do que os
que receberam caseina ou proteinas de outras fontes;... todos os ra
tos alimentados com lactoalbuminas sobreviveram a um periodo experi
mental de 180 dias, enquaﬁto que a quase totalidade dos animais, re
cebendo caselna ou as outras fontes de proteinas, sucumbiram"”.

Foi ainda comprovado que, "parecia haver um paralelismo entre o
valor hematopoiético (formagdo do sangue) das proteinas e sua habili
dade para manter o crescimento". (Orten e Orten, 1946).

Apesar de a mistura de proteinas encontrada no ovo ter sido re
latada como sendo comparavel as lactoalbuminas em qualidade, quando
a disponibilidade, a uniformidade de qualidade e o custo sao conside
rados, & dificil deixar de concluir gue as lactoalbuminas s3o as es
colhidas. Como disse um ex-Diretor do Comité de Alimentos protéicos
do Conselho Nacional de Pesquisas dos E.U.A. (NRC), "Nossa proteina-
padrao durante os trabalhos de guerra, foi a lactoalbumina, porque
tinhamos uma razdo para acreditar que ndo havia proteina disponivel
tao boa e que pudesse ser obtida constantemente”. (Cannon, 1950).

A exceléncia das lactoalbuminas observada nesta lista de estu
dos biologicos &, por certo, prontamente explicada pelo aminograma
que apresentam. Comparagées de lactoalbuminas com o aminograma pa
drao do quadro 1 (Allison, 1958; Allison, 1958) mostram serem elas

proteinas completas (Howard et al., 1958; Howard et al., 1960).



Quadro 1. Comparagaoc de Amino3cidos em Lactoalbuminas com Protelnas

Referéncia.
Protelna Referéncia Lactoalbumina

(FAO/OMS-73) (Block e Bolling, 1956)

g/l6 g N g/l6g N $ da Ref.
Isoleucina 3,7 7,5 202,7
Leucina 5,6 12,1 216,0
Lisina 7,5 10,5 140,0
Metionina + Cistina 3,4 6,6 194,1
Fenilalanina + Tirosina 3,4 10,3 302,9
Treonina 4,4 6,0 136,4
Triptofano 0,46 2,5 543,5
Valina 4,1 6,6 161,0

O Comité de Aminodcidos do "Food and Nutrition Board” & "National
Research Council”, afirmou que 17,4 g de proteina de ovo integral,ou
28,4g de proteina de leite de vaca, fornecem a média da quantidade
minima requerida por adultos de 70 kg (Food and Nutrition Board Report,
1959). Somente 14,5 g de lactoalbuminas entretanto, seriam neces
sarios para prover essas quantidades de aminoacidos, como mostra o
Quadro 2. Na forma de caseina, aproximadamente 68% a mais de proteina

seriam requeridos.



Quadro 2. Necessidades de Aminoacidos

Necessidade minima Aminoacido fornecido
(FAO/OMS=-73) por 14,5 g de protel
nas lactoalbuminas

dia ramas
Triptofano 0,245 0,37
Treonina 0,490 0,90
Isoleucina 0,700 1,12
Leucina 0,98 1,80
Lisina 0,840 1,57
Metionina + Cistina 0,91 1,01
Valina 0,70 1,01
Fenilalanina + Tirosina 0,98 1,54

SUPLEMENTACAO PROTEICA

Os resultados de um aminograma revelam que as lactoalbuminas sao
uma fonte protéica completa. Além do mais, sua riqueza relativa em
aminoacidos essenciais, tais como lisina, triptofano e treonina,
torna-as um excelente suplemento para protelnas que saoc deficientes
ém um ou mais desses importantes nutrientes. Sua eficicia nesse sen
tido tem sido confirmada por extensivos trabalhos experimentais, co

megando com o de Osborne e Mendel (1914). Em testes de crescimento
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com ratos alimentados com ragao protéica incompleta, concluiram que
"... as lactoalbuminas forneceram todos os (aminoacidos) fatores re
queridos para um crescimento normal” (Osborne e Mendel, 1914).

"Com galinhas, bem como com ratos, lactoalbuminas, ricas em trip
tofano e lisina, sdc um eficiente coadjuvante para proteinas do gla
ten de milho" (Osborne e Mendel, 1916).

"...Entre as proteinas estudadas (15 preparados proteéicos entre
todos), uma pequena adigdo de lactoalbumina ultrapassa, em muito, a
eficiéncia suplementar de outras proteinas ou de preparados protéi
cos testados... Crescimento satisfatdrio & obtido com menores quanti
dades desta proteina (lactoalbumina), do que quaisquer outras repor
tadas". (Osborne e Mendel, 1917).

Por muitos anos, estas descobertas tém sido menosprezadas, pois
Os nutricionistas, num esforgo para elucidar a causa de deficiéncias
de protelnas especificas, desviaram sua atengao para a tentativa de
suplementar as proteinas com principal aminoacido limitante - tal co
mo a lisina no caso de farinhas.

Entretanto, em algumas proteinas a suplementagcao com um {inico
aminoacido & inadequada. Como Osborne e Mendel assinalaram, “Apesar
da adigao de lisina a gliadina promover o crescimento em experimen
tos com ratos, outras proteinas, como a zeina, revelaram-se pobres
em mais de um aminoacido essencial. A suplementagao dessas protelnas
com lactoalbumina foi determinada como sendo o mais eficiente método
de promover o crescimento de animais". (Osborne e Mendel, 1914).

Investigagoes recentes nio cobrem outras limitagoes na suplemen
tagao com um tnico aminoacido-condigdes em que a adigao de um dnico

aminodcido em uma dieta pode causar um efeito adverso ao inves de
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benéfico. (Allison, 1958).

Block afirma: "Deveriamos sempre relembrar que nenhuma proteina
pode ser formada a menos que todos os aminoacidos dos quais ela seja
composta estejam disponiveis para a sua sintetizagao. Ainda mais, a
quantidade de protelna que pode ser formada estd limitada pelo ami
noacido que esta relativamente disponivel em menor quantidade. A sin
tese de proteinas &€ governada pela lei do minimo. Mesmo que uma pro
telna seja marcadamente deficiente em um Gnico aminoacido, como por
exemplo a deficiéncia de lisina em trigo, a nutricdo ideal nunca &
atingida, mesmo que grandes quantidades de proteina de trigo sejam
fornecidas a um determinado animal..." (Block, 1956).

Allison destaca: "... Na quantidade de nitrogénio (proteina) ne
cessaria para satisfazer as necessidades do crescimento, a repressao
ou manutengio Qariaré de acordo com a habilidade da proteina dietéti
ca de prover o mais eficiente padrao para as necessidades metaboli
cas". (Allison, 1958).

Howe observa: "As portelnas vegetais... tém, via de regra, um
baixo teor de aminodcidos essenciais; ainda mais, sdo pobres em ba
ianceamento com respeito aos varios aminoacidos que as compoem. O po
tencial para a suplementagdao de aminoacidos na alimentagao do homem
e dos animais & enorme". (Howe, 1958).

"Desde que as simples protelinas vegetais sao relativamente po
bres em valor bioldgico, devido ao fato do seu conteudo em aminoéci
dos nao satisfazer as necessidades dos mamiferos, elas devem ser su
plementadas com proteinas animais ou ser misturadas com outras pro
telnas vegetais que possuam um conteiido complementar de aminoacidos.

A primeira possibilidade mencionada, combinar proteinas vegetais com
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animais, e a base das misturas dietéticas bem feitas". (Scrimshaw e

Bressani, 1960).

2.2. TECNOLOGIA DA RECUPERAGAO DAS LACTOALBUMINAS

A utilizagao das proteinas de soro de queijo foi dificultada até
© presente pela falta de um processo tecnoldgico econdmico, que tor
nasse a sua recuperagao, e pela alta perecibilidade dessa matéria-
prima apos a separagao da massa coagulada (McDonough, 1971).

A otimizagao das membranas ultrafiltrantes e dos aparelhos de
ultrafiltragao nos dltimos anos tornou o seu uso exequivel e economi
co, mesmo em laticinios pequenos, para a recuperagaoc das proteinas
soliveis do soro de queijo (McDonough, 1971; McDonough et al., 1971;
Forbes, 1972; Fenton May, 1971; Morrison, 1970; Abcor, 1969).

Existem dois tipos de soros de queijos: os acidos, que apresen
tam pH em torno de 4,6 a 5,4 (McDonough, 1968), e os de pH 6,0 a 6,5,
que sao denominados "doces" (Forbes, 1972). Ambos podem ser wutiliza
dos como matéria-prima na recuperagao de suas protelnas soldveis. Os
soros acidos apresentam maiores dificuldades devido 3 proximidade do
ponto isoelétrico das lactoalbuminas, girando em torno de 5,2,0 que
causa entupimentos frequentes das membranas e, por consequinte, a
diminuigao do fluxo do permeado (Forbes, 1972).

A pasteurizagao do soro de queijo aumenta o tempo de vida Gtil
dessa matéria-prima; porém, no caso de soros acidos, a desnaturagio
de proteinas & maior (Guy, et al. 1967).

A utilizagao do processo de ultrafiltragdo no Brasil foi viabi

lizado em 1973, por Moretti, que estudou a recuperagao das proteinas
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de soro de queijo tipo Minas, o qual apresentava as seguintes carac

teristicas: (Moretti, 1973)

pH - 6,40-6,60
Acidez - 16-199 Dornic
Brix refratametrico - 6,0-6,79 Brix
Gordura - 0,05-0,25%

Contagem microbioldgica - 10f - 107

Proteina soluvel - 0,56-0,68%

Atualmente, o desenvolvimento de membranas ultrafiltrantes poli
viniticas yplanas, com suporte de poliolefinas, tornou o processo ul
trafiltrante ainda mais econdmico, devido 3 maior vida Gtil dessas
membranas plasticas, bem como a sua maior resisténcia a tratamentos
de limpeza e sanitizagdo (Wang, 1972).

O soro de queijo pode ser concentrado por ultrafiltragao ate
teores de 6,5 a 9,0% de protelnas com sdlidos totais de 12 a 15%. Is
to resulta numa diminuigao de até 20 vezes do volume original de so
ro, o que possibilita o armazenamento e o transporte para indiistrias
centrais a fim de se processar a sua secagem (Moretti - 1973 - Malas
pina et al., 1972).

Nos E.U.A. existem varias companhias produzindo protelnas soli
veis de soro por diferentes processos, entre os quais a wultrafiltra
Gao, a eletrodiilise e a concentragao (Purity, 1972 - Foremost, 1970),
a pregos econdémicos e com o beneficio da diminuic3o do problema de
poluigao (Forbes, 1972).

As proteinas de soro de queijo sdo soliiveis no seu ponto isoelé
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trico e, portanto, podem ser utilizadas na formulagao de bebidas aci
das carbonatadas, tipo refrigerantes (Moretti, 1975). Esta caracte
ristica & importantissima, principalmente quando aliada ac seu alto
valor nutritivo, que permite suplementar proteinas deficientes em
aminodcidos essenciais, nas quais até 60% do valor nutritivo poten
cial como proteina ndo & utilizado na auséncia de uma suplementagao
adequada. Isto & verdade nao somente nas partes do mundo onde a su
pPlementagac da dieta com alimentos animais nio & pratica, mas também
nas areas altamente desenvolvidas, onde a suplentagao & inadequada

por motivos de hdbitos alimentares errados (Altschul, 1965) .

2.3. VALOR NUTRITIVO DAS PROTEINAS DE SOJA

Numa publicagao das Nagdes Unidas (1968) intitulada "Agao Inter
nacional para Evitar a Ameaga da Crise de Protelnas", uma proposta
especifica foi feita no sentido de aumentar o uso de sementes oleagi
nosas e proteinas de sementes oleaginosas concentradas como fontes
diretas de proteina na dieta humana, desde que "nenhuma outra fonte
inica de proteina ndo convencional poderia contribuir tio eficaz e
prontamente para eliminar a deficiéncia protéica existente”.

Experimentos de nutrigdo com o ser humano apresentam como resul
tado problemas especiais, entre os quais o mais dificil de ser solu
cionado € o da "aceitabilidade". O ser humano nio consumiri certos
alimentos "simplesmente porque eles s3o nutritivos e bons para a sal
de". (Liener, 1972).

Importantes trabalhos tém sido publicados a respeito do papel

das proteinas vegetais na nutrigao humana (Swaminathan, 1967 —Bressani
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et al., 1967). O uso especifico de produtos de soja como fonte pro
téica para o ser humano foi o tema de duas conferéncias patrocinadas
pelo USDA (1961, 1966).

Um dos métodos utilizados para avaliar proteinas & o da relagio.
entre os aminodcidos essenciais totais e o nitrogénio total da  pro
telna (FAO/OMS-1965). Em geral, as proteinas de origem animal sao
as de maior Indice, enquanto que as de origem vegetal tém Indices in
feriores. As protelnas de soja ocupam uma posigdo intermedidria, con

forme podemos observar no Quadro 3. (FAO, 1965),

Quadro 3. Relagao entre Aminodcidos Essenciais Totais e Nitrogénio

Total em Alimentos Selecionados e na Protelna Referéncia
da FAO-1957.

Fonte Protéica E/T_
g/g nitrogenio total

Proteina de ovos inteiros 3,22
Leite de vaca 3,20
Carne de vaca 2,79
Peixe 2,66
Farinha de soja 2,58
Semente de gergelim 2,47
Semente de algodao 2,15
Farinha de amendoim 2,08
Farinha de trigo 2,02
Referéncia FA0-1957 2,02
Gluten de trigo 1,99
Mandioca 1,31
Gelatina 1,05
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2.4. FATORES QUE AFETAM O VALOR NUTRITIVO DAS PROTEINAS DE soJa

Entre os fatores que influem no valor nutritivo das proteinas de

soja destacam-se os segquintes:

a) Fatores antinutricionais (antitripsina)
b) Fracionamento das protelnas
L

Logo apds a introdugdo da soja como cultura comercial nos E.U.A.,
Osborne e Mendel (1917), num estudo do seu valor potencial como fon
te de proteinas para animais, notaram que a soja nio promovia o cres
cimento de ratos a nao ser que fosse aquecida num banho de vapor.Apds
esse trabalho, muitos outros se sucederam e confirmaram os resulta
dos de Osborne e Mendel, conforme revisido feita por Liener (1958).

Uma explanagao do efeito benéfico do tratamento da soja a quen
te sobre seu valor nutritivo tem sido objeto de inumeros estudos; a
vasta literatura que trata deste assunto foi revista por Liener (1958,
1969) chegando-se a conclusdo que a melhoria do valor nutritivo de
soja pelo tratamento a quente parece estar relacionada com a destrui
¢ao dos inibidores de tripsina e, possivelmente, de outros componen
tes biologicamente ativos (Sgarbieri e Antunes, 1975 - Liener, 1969).

Um tratamento térmico muito severo podera acarretar uma diminui
g¢ao do valor nutritivo das proteinas da soja (Fritz et al., 1947;
McGinnis e Evans, 1947; Klose et al., 1948; Iriarte e Barnes, 1966;
Taira et al., 1969). Essas deficiéncias em soja superaquecida podem
ser explicadas pela vulnerabilidade da cistina e da lisina 3 destrui

Gao e/ou 3 inativagdo pelo calor (Evans et al., 1951; Taira, 1966;
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Liener, 1958).

Sendo as proteinas de soja uma fonte importante de lisina, sua
inibigao parcial pela interagdc entre os grupos c-amino da lisina e
agicares redutores, referida como Reagdo de Maillard (Liener, 1958),
torna-a um suplemento menos efetivo que seu valor potencial (Iriarte
e Barnes, 1966).

Outro fator mencionado anteriormente é o fracionamento das pro
telnas da soja.

A solubilidade das protelnas da soja varia com o PH do meio sol

vente, conforme se pode observar na Fig. 1. (Smith e Circle, 1938).
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Fig. 1: SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS DE SOJA NOS DIFERENTES pH.

-16-



No processamento de isolado protéico de soja, essa curva é a ba
se do processo (Meyer, 1967; Smith, 1958). Como resultado, na preci
pitagao das globulinas uma fragio de proteinas soliiveis no ponto isoe
létrico ndo precipita nessa fase, e ocorre um fracionamento das pro
telnas originais. As protelnas que precipitam e sio separadas do so
ro saoc mais pobres em aminoacidos sulfurados do que o total das pro
telnas da soja (Meyer, 1967; Berry et al., 1966; Hackler et al., 1963
1967). Portanto as: proteinas isoladas de soja apresentam um valor nu
tritivo inferior ao de suas proteinas totais. Nesse fracionamento,
parte dos inibidores de tripsina precipitam juntamente com as globu
linas da soja, resultando num isolado com atividade antitriptica re
sidual. Por esta razao, o aquecimento dos isolados protéicos de soja
melhora o seu valor nutritivo, devido & inativagao desse fator anti-
nutricional (Bressani e Elias, 1967; Longenecker et al., 1964).

Foram feitos estudos mostrando a utilidade do tratamento de pro
telnas de soja com enzimas proteoliticas acidas, isoladas de microor

ganismos da espécie Aspergillus saitoi (Yoshida, 1972), que eliminam

o sabor de soja crua. Foi também demonstrado o efeito benéfico de
tratamentos enzimaticos sobre os fatores antitripsina, valor nutri
cional e propriedades bioguimicas (Birk e Gertler, 1962).

A redugac do peso molecular de proteinas hidrolisadas por enzi
ma proteolitica dcida foi demonstrada por Pezoa (1975), que obteve
hidrolisado de proteina isolada de soja por meio de um reator enzima
tico ultrafiltrante, com pesos moleculares inferiores a 10.000.

Os rendimentos na produgao de proteina de soja isolada sao rela
tivamente baixos, visto gue somente as proteinas insoliiveis no seu

ponto isocelétrico sao recuperadas; boa parte das protelnas originais
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sac eliminadas juntamente com as fibras na primeira centrifugagao
(Alderks, 1941). Esses rendimentos s3o considerados bons quando es
t3o em torno de 42% em escala de laboratdrio, e de 30% quando em es
cala industrial (Smith, 1954). OQutro fator bastante importante, gque
contribui para o custo elevado do isolado protéico de soja, & a ne
cessidade de secagem por secador atomizador, que consome 3 kg de va
por por quilo de agua evaporada, no produto isolado com cerca de 87%
de agua (Johnson, 1969), sem mencionar os elevados consumos de ener
gia eletrica.

Em 1967, a produgao de isolado protéico de soja nos E.U.A. foi
calculada em 10 a 16 milhoes de quilos por ano (Eley, 1968). No Bra

sil, essa produgao estd em torno de 1.000 toneladas anuais e seu pre

¢0 no mercado & de aproximadamente Cr$ 16,00 ¥g(Udvari e Rohlmann, 1976).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Materiais Protéicos

Farinha de Soja Desengordurada (F.S.D.), fornecida por SAMRIG -
Sociedade Andnima Moinho Riograndense-RGS e COMOVE - Companhia Mogia
na de Oleos Vegetais-SP.

Proteina isolada, - Proteimax-90, fornecida por SAMRIG - Socie
dade Anonima Moinho Riograndense-RGS.

Soro de queijo - fornecido por CCPL-Cooperativa Central de Pro

dutores de Leite-RJ.
3.1.2. Enzimas

Denapsin - Enzima proteolitica acida produzida por Rhizopus chi

nensis - Nagase Enzymes - Japao. Atividade 642 UE/mg. (whitaker, 1971).

Molsin-Enzima proteolitica acida produzida por Aspergillus  sai

toi - Seishin Seiyaky Co. - Japao. Atividade 595 UE/mg.

Enzima flingica - proteolitica neutra produzida por Aspergillus

oryzae - Sankyo Co. - Japao. Atividade 350 UE/mg.

3.1.3. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram puros prd andlise, obtidos
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das firmaé:

Sigma Chemical Co.

Distillation Products Industries, Eastman KODAK
Baker

Carlo Erba

Merck

Ecibra, etc...

3.1.4. Equipamentos utilizados

Potencidometros-Metrohm - Modelos 500 e 516

Bureta~-Metrohm - Modelo Dosimat

Agitador magnético-Metrohm

Vibrador para peneiragem-PRODUTEST

Jogo de peneiras-PRODUTEST

Reator enzimatico ultrafiltrante (Moretti et al., 1975)

Centrifuga-International Equipment - Modelo B-20A

Agitador-estufa - New Brunswick Sci. Co. (Controlled Environment

Incubator Shaker)

Banho-maria - Soc. FABBE Ltda - Modelo L69

Analisador de Aminoacidos-Beckman - Modelo 119~C

Espectrofotometro - Rausch & Lomb - Modelo Spectronic-20
 EspectrofotOmetro - Perkin-Elmer - Modelo 402

Destilador de Nitrogénio - (Analytical Chem, 1951)

Aparelho p/ eletroforese de disco em gel de poliacrilamida

(Ornstein, 1962)



Tacho Basculante com camisa de vapor - ICMA - Maquinas Alimenti
cias s.A.

Centrifuga Super decantadora - SHARPLES

Evaporador Centrifugo - Centriterm CT-IB =2, Alfa-Laval
Cromatdgrafo de gas - Perkin-Elmer - Modelo 990

Ultrafiltro piloto - Havens - 215 com 5 modulos e 1 estagio
Gaiolas individuais para ratos construidas em tela e chapas gal
valinadas

Balanga analitica - SAUTER - Modelo 414

Estufa a vacuo - Fanem Ltda. Mod. Retilinea

Estufa - Fanem Ltda. Mod. Retilinea

Liofilizador de laboratdrio - Virtis - Modelo 10-146 MR-BA.

Evaporador rotativo de vidro - Buchler Instruments, Inc.
3.2. METODOS
3.2.1. Umidade

A determinagao de umidade foi feita segundo o método descrito

no AOAC, procedimento 14.004, 11%P ed., 1970,

3.2.2. Nitrogénio total

A determinagdo do teor de nitrogénio total nas amostras foi rea
lizada segundo o método micro~Kjeldahl descrito no AOAC, procedimen
to 2.051(1970). O valor obtido nas determinagdes em produtos de soja

foi multiplicado pelo fator 6.25, e nos produtos de soro de gueijo
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pelo fator 6.38, para a obtengao do teor de proteina bruta.

3.2.3. Acidez Total Titulivel

Utilizou-se NaOH-0,1N para titular 0,173g de proteina de cada
amostra até a neutralizagdo a pH 7,0 com auxIlio de um potencidmetro.

Os resultados foram expressos em ml de NaOH~1N por 100 ml de be
bida.

3.2.4., Sdlidos Totais

Tanto para os soros de queijo como para os hidrolisados enzimati-
cos de portelna de soja, os seus sdlidos totais foram determinados
pesando~se 20,000 g da amostra em uma capsula de porcelana, evaporan
do-se em banho-maria a 979C até a secagem gquase completa. Em seguida,
a capsula foi levada 3 estufa a 1109C e apos duas horas iniciou-se o
procedimento de pesagens intermitentes até a obtengao de peso  cons
tante.

Os resultados foram expressos em porcentagem, peso por peso.
3.2.5, Lactose
A determinagao de lactose em soro de queijo e produtos de soro

de queijo foi feita segundo o método de Munson e Walker (1906). Os

resultados foram expressos em porcentagem, peso por peso.
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3.2.6. Gordura em soro de ggeijo

Em um funil de separagao foram colocados 100 ml de amostra, com
duas gotas de laranja de metilo. A esta amostra foram adicionados
100 ml de mistura l:1 de &ter sulfirico e petrdleo, além de HCl sufi
ciente para virar a cor do indicador. Apds a separagao das fases por
agitagao, a fase agquosa foi esgotada num segundo funil, no qual mais
100 ml da mesma mistura de solvente foram adicionados, repetindo-seo
processo de agitagao para o esgotamento da fase aquosa. As fases eté
reas dos dois funis foram juntadas e agitadas. Depois da separagao,
0 restante da fase aquosa foi eliminado. Em seguida foi adicionado
sulfato de sddio anidro, removendo-se os Ultimos vestigios de agqua
através de leve agitacgao.

A agua residual da fase aquosa foi totalmente eliminada através
de um filtro de papel contendo sulfato de sddio anidro, e o filtrado
recolhido num balao de fundo chato, previamente tarado.

O processo de evaporagao consistiu de um banho-maria a aproxima

damente 709C.

3.2.7. Contagem microbioldgica

1

Foram feitas diluigdes de 10 ~ a 107

e a incubagao foi conduzji
da a 359C em caixa de "Petri" com "Orange Serum Agar” como meio de
cultura (Florida State Hort. Soc., 1951). As contagens foram realiza

das apds 48 e 72 horas de incubagao.
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3.2.8. Recuperacao das proteinas do soro de queijo

Para a recuperagao das proteinas do soro de queijo tipo Minas,
utilizou-se o processoc patenteado por Malaspina e Moretti (1974). O
fluxograma seguido & dado na Figura 2. O ultrafiltro foi utilizado
com a configuragao descrita por Moretti (1973) no esquema 4.

O teor de sOlidos totais no concentrado apresentou uma leitura
de 15,39 Brix com uma relagao de sdlidos totais para proteina igual
a 1,61. A quantidade de agua utilizada, para permitir uma maior eli
minagao de lactose e sais, correspondeu a 27% do volume inicial de
soro. Sem a adigao desta gquantidade de agua nao é possivel atingir a

concentragao final de aproximadamente 65% de proteina na base seca.

3.2.9. Teste de estabilidade das proteinas do soro de queiijo

Um volume de 100 ml de concentrado com 6 a 8% de (N x 6,38) foi
dissolvido com agua destilada até se obter 200 ml de solugao, ajus
tando-se o pH com NaOH até 7,3-7,5. A solugao foi agitada e centrifu
gada a 10.000 x g. Eliminado o sobrenadante, o precipitado foi redis
solvido com &gua a pH 7,3-7,5. Repetidos o processos dé centrifuga
Gao e eliminagao do sobrenadante, o precipitado foi resuspenso em
5 ml de agua a pH 7,3-7,5. Verificou-se entiao que, com a absorbancia
a 600 nm menor que 0,10, a protelna era estavel e, com a absorbancia
maior gque 0,15, instavel ou parcialmente desnaturada. Para testar a
‘egtabilidade das proteinas recuperadas de soro em pd, procedeu-se da
mesma maneira, dissolvendo previamente o soro a uma concentragao de

6 a 8% de proteina com agua a pH 7,3.
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FLUXOGRAMA DO SISTEMA PARA RECUPERAGAO DE
LACTOALBUMINA DE SORC DE QUEIJO

. TANQUE DE RECEPGAO DO SORC

BOMBA CENTRIFUGA

INTERCAMBIADOR DE CALOR DE PLACAS - AQUECIMENTO POR VAPOR
CLARIFICADORA ‘

DESNATADEIRA

INTERCAMBIADOR DE CALOR DE PLACAS - RESFRIAMENTO POR AGUA GELADA
TANQUE ISOTERMICO COM AGITADOR

BOMBA CENTRIFUGA

. TANQUE PARA “PRE CAPA" DO FILTRO

. FILTRO

. TANQUE ISOTERMICO C/ AGITADOR

. BOMBA CENTRIFUGA

. INTERCAMBIADOR DE CALOR DE PLACAS - AQUECIMENTO POR AGUA QUENTE
. UNIDADE DE ULTRAFILTRAGAO "HAVENS®

. INTERCAMBIADOR DE CALOR DE PLACAS - RESFRIAMENTO POR AGUA GELADA
. TANQUE ISOTERMICO COM RESFRIAMENTO POR AGUA GELADA.
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3.2.10. Fracionamento das proteinas em gel de poliacrilamida

Utilizou-se o método de eletroforese de disco em gel de polia

crilamida, de acordo com Davis (1964).

3.2.11. Determinacao dos pesos moleculares das fracdes protéi

cas do soro de gueijo ultrafiltrado por dodecilsulfato

de sdodio~gel de poliacrilamida.

Foi utilizado o método proposto por Weber e Osborn (1969), se
guindo-se o procedimento de Shapiro et al. (1967). Como protelnas-pa
drao para a elaboragao da curva foram utilizadas a albumina de ovo,

a albumina bovina, a tripsina e 3 lisosima.

3.2.12. Ensaio Biologico

Para a determinagao do valor bioldgico das proteinas recupera
das do soro de queijo pelo processo da ultrafiltragao, utilizou-se o
quociente de eficiéncia protéica (PER) em testes com ratos da raga
"Whistar" recém desmamados, alimentados com a proteina em questao co
mo fonte protéica em uma das ragdes, utilizando-se a caselina como pa
drao referéncia na outra ragdo. Os animais, em nimero de 6 para ca
da teste, foram mantidos em gaiolas individuais com agua e ragao "ad
libitum”.

A composigao centesimal das dietas utilizadas para o teste estd

especificada no Quadro 4.
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Quadro 4. Composigao Centesimal das Dietas Utilizadas nos Ensaios

Bioldgicos.

Componentes Porcentagem

Protelna (Proveniente da lactoalbumina recupera

da por ultrafiltracao) 10
Oleo de Soja Comercial (Primor) 8
Mistura de sais minerais (Rogers et al., 1965) 5
Mistura de vitaminas ((Werner, 1962) x 2) 2
Sacarose (Unido) 25
Amido de milho (Refinagdes de Milho Brasil Ltda) _50

100

Da porcentagem de agucar e gordura da dieta foram descontadas

as existentes na proteina do soro de queijo ultrafiltrado.

3.2.13. Classificagao por malha e teor protéico de fracdes de

farinha de soja desengordurada

A farinha de soja desengordurada foi separada em fragoes, atra

vés de peneiragem em vibrador tipo PRODUTEST, utilizando-se peneiras
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de 35, 48, 65, 100 e 200 mesh. As fragoes assim separadas foram ana
lisadas quanto aoc teor em proteinas e foram também pesadas para cal
culo da porcentagem retida em cada malha. As condigoes da peneiragem

foram as seguintes:
quantia da amostra: 100 gramas
Vibragao: 100 por segundo

tempo: 10 minutos

3.2.14. Extracao de proteinas de farinha de soja desengordurada

a pH 8,5

As fragdes obtidas por peneiragem foram suspensas em agua, com
o pH final ajustado a 8,5 com NaOH, na proporgao de 10 partes de fa
rinha para 90 partes de agua.

As temperaturas das suspensces variaram de 60 a 909C e o tempo
de agitagdo lenta foi de 15 minutos. Apds essa agitagdo, a suspensao
foi centrifugada a 5.000 x g por 5 minutos, o sobrenadante foi pesa

do e determinou-se o teor de nitrogénio total.

3.2.15. Determinacao da atividade das enzimas proteoliticas

A determinagao da atividade das enzimas proteoliticas foi reali
zada segundo o método de Whitaker (1971).

A unidade de atividade enzimatica foi definida como sendo a quan
tidade de enzima (em mg) que, por hidrdOlise, provoca a formagao ou

liberagido do equivalente a um micrograma de albumina de bovino a 40%C
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e pH 3,0 em um minuto de incubagado.

Ao definir a unidade enzimatica, tomando por base a liberagao de
microgramas de albumina de bovino, tornou-se necessirio © uso de uma
curva padrao desta proteina a 750 nm, para assim expressar os valo
res de absorbancia obtidos em microgramas de albumina de bovino libe

rados.

3.2.16. Processo da digestd3o enzimidtica da farinha de soja de

sengordurada, para prova sensorial

Uma suspensao de 4 g de farinha de soja desengordurada em 180g
de agua destilada, com pH final ajustado a 3,0 com HCl, foi inicial
mente mantida em banho-maria a 429C, durante 30 minutos, para em se
guida ser adicionada das enzimas a serem estudadas.

Foram preparadas suspensGes de 2% de enzimas em relagdo i pro
telna da amostra, em 3 ml de Agua destilada.

As amostras de farinha de soja em suspensdo eram colocadas em
Erlenmeyers de 500 ml, que, por sua vez, eram colocados num agitador
-estufa regulado para 409C. Cada amostra era entao adicionada da sus
pensao de enzima previamente preparada, com o agitador-estufa regula
do para 125 rpm.

As enzimas utilizadas neste experimento foram Denapsin, Molsin
e Fingica. A digestao foi conduzida por 6 horas e amostras foram re
tiradas a 0, 10, 30, 60, 120, 240 e 360 min.

Durante a digestao ocorreu uma mudanga do pH em torno de 0,2;
esta variagao foi desprezada por apresentar influencia insignifican

te na atividade das enzimas. SolugGes-tampio nao foram utilizadas,
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pelo inconveniente de conferirem sabor is amostras.

As amostras retiradas eram acertadas a pH 5,0 com NaOH e coloca
das em banho de agua fervente por 15 minutos para inativar as enzji
mas; eram entao centrifugadas. Os sobrenadantes eram comparados com
© controle incubado sem enzima. As intensidades de sabor do feijao
cru, amargo e adstringente, foram descritos por um painel de seis
provadores, que deram notas de 0 a 3, com o sequinte critério (Schef

fee, 1952):

0 - sabor insignificante
l - " muito fraco
2 - " nao muito forte

3 - » forte

3.2.17. Processo de digestao enzimitica de farinha de soja de

sengordurada para determinacaoc da curva de hidrdlise e

curva de destruicao do fator antitripsina.

Uma suspensdao de 20 g de farinha de soja desengordurada em 180 g
de agua destilada com pPH ajustado a 3,0 com HCl, foi inicialmente man
tida em banho-maria a 429C por 30 minutos, para em seguida ser adi
cionada das enzimas a serem estudadas.

Foram preparadas suspensces de 2% de enzimas em relacao a pro
teina da amostra, em 3 ml de agua destilada.

As amostras a 429C foram colocadas em agitador-estufa, regulado
a 409C e 125 rpm. Adicionou-se a suspensao de enzima e a incubacgao

foi conduzida por quatro horas. As enzimas estudadas foram as seguin
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tes:
1 - Denapsin
2 - Molsin

3 - Flngica

Alem das enzimas separadas, foram feitos ensaios com a mistura

delas, nas seguintes proporgodes:
4 - 33% Denapsin, 33% Molsin, 33% Fungica
5 - 50% Denapsin, 50% Molsin
6 - 50% Denapsin, 50% Fungica

Amostras foram retiradas a 0, 30, 60, 90, 120, 180 e 240 min.

3.2.18. Determinacao do grau de hidrdlise durante a incubacao

com enzimas

As amostras retiradas das suspensoes de farinha em incubagido cam
as enzimas citadas no item 3.2.17 foram de 5 ml, sendo que 4 ml fo
ram adicionados de 6 ml de TCA-5%. Os 10 ml resultantes foram filtra
dos em papei de filtro Whatman n? 1. O filtrado foi diluido na pro
porgao de 3:97 em agua destilada e procedeu-se a leitura da absorban
cia a 280 nm.

Uma curva padrao foi estabelecida com um hidrolisado de quatro
horas, diluido duas, quatro, seis e oito vezes, apds a precipitagao
com Acido Tricloroacético (TCA)-5%, da maneira anteriormente descri

ta. A leitura da absorbancia foi feita também a 280 nm. Paralelamen
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te, determinou-se o nitrogénio total da mesma amostra pelo processo

Micro-Kjeldahl.

3.2.19. Determinacac do fator antitripsina residual durante a

incubacao com as enzimas.

A digestao de farinha de soja desengordurada foi conduzida de
acordo com o procedimento 3.2.17.

Apos 30, 60, 90, 120, 180 e 240 min foram retiradas amostras,
das quais 0,2 ml foram pipetados e diluidos em 25 ml de solugao tam
pac fosfato - 0,1 M com pH 7,6.

Em tubos de ensaio (1,2 x 15 cm), onde havia sido previamente
colocado 1 ml de solugao de tripsina (40 mg/l de tampio fosfato -
0,1 M - pH 7,6), foi adicionado 1 ml da amostra anteriormente dilui
da; ap0s um processo de agitagdo, adicionaram-se 2 ml de solugao de
caseina a 2%. A mistura foi incubada a 379C durante 30 minutos.

A reagao foi interrompida com 6 ml de TCA-5%, e procedeu-se &
filtragem em papel de filtro Whatman n? 1; fez-se entao a leitura a
280 nm contra um branco, no qual o TCA fora adicionado antes da amos

tra.

3.2.20. Avaliacao da distribuicdo dos pesos moleculares

A filtragem em Gel-Sephadex foi utilizada para determinar simul
taneamente os pesos moleculares das fragdes protéicas e os polipeptl
deos nas amostras de protelna original de farinha de soja desengordu

rada e do hidrolisado da mesma proteina apds 4 horas de digestio.

-33=



Porath e Bennich (1962), e Andrews (1964) estudaram essa aplicagdo
para determinar pesos moleculares de proteinas individuais, mas a de
terminagao de pesos moleculares de uma mistura de proteinas na mes
ma amostra aparentemente nao foi estudada. Presumivelmente, a distri
buigdo de pesos moleculares num hidrolisado enzimitico de proteinas
de soja apds 4 horas de incubagdo deve variar de 100 (aminoicidos 1i
vres) até mais de 100,000 (proteinas intactas). O seguinte método foi
desenvolvido: cinco colunas de vidro, cada uma com 1,2 cm de diame
tro interno e 30 cm de altura, com filtro de vidro poroso na parte
inferior, foram combinadas em série. Sephadex G-100, 75, 50, 25 e 10,
em solugao tampao fosfato, foram acmtﬁbnxwﬁos nessas colunas em ordem
decrescente. O tampao fosfato utilizado foi 0,0325 M K,HPO,- 0,0026M
KH,PO

2" 74
foi aplicado e elulido com o mesmo tampdo sob pressiao hidrostatica de

- 0,40M NaCl, pH 7,6 e forga ibnica 0,5. O hidrolisado (1 mg)

1l m. O fluxo foi ajustado a 0,2 ml/min e cada amostra de 3 ml era co
letada. Cada fragao era em seguida adicionada de 3 ml de HCl concen
trado, hidrolisada por trinta horas em agua em ebuligao e submetida

d reagao de ninhidrina.

3.2.21. Digestao peptica e triptica "in vitro"

Os hidrolisados enzimaticos de farinha de soja, desengordurada a
0 e a 4 horas, foram utilizados como substrato. As amostras foram
centrifugadas e filtradas para eliminagdo dos insoluveis da farinha.
O filtrado foi ajustado a 1% de proteina equivalente (N x 6,25) e
adicionado de pepsina ou tripsina, que constituiram 1% do substrato

(N x 6,25). Os pH foram ajustados a 1,6 com HCl para a digestdo pép
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tica e a 7,6 com NaOH para a digestdo triptica. A incubagao desenvol
veu-se a 379C com agitagdao vigorosa. Foram utilizadas enzimas pepsi
na de estdmago bovino e tripsina de pancreas bovino, com atividade
1:10000 (unidades BAEE/mg), obtidas da Sigma Chemical Co.

Em cada hidrolisado foi adicionado volume equivalente de TCA a
20%; a amostra solivel resultante foi analisada quanto a seu teor em
nitrogénio. O teor de nitrogénio na fragdo soliivel, em relagao ao
teor total de nitrogénio no hidrolisado original foi considerado o

grau de hidrolise.

3.2.22. Atividade de lipoxigenase

Amostras as 0 horas, 2, 4 e 8 foram retiradas da farinha de 1o}
Ja desengordurada, em digestao por Denapsin, e serviram como substra
to. A atividade de lipoxigenase foi medida de acordo com o nébmk:prg
posto por Surrey (1964). Paralelamente, uma amostra adicionada de 1li
poxigenase foi preparada, com 1 mg de lipoxigenase de soja comercial
(8000 unidades/mg de proteina) em 10 g de protelna da farinha incuba
da de maneira semelhante 3 Denapsin. A varios intervalos do tempo de
incubagdo, amostras de 2 ml foram retiradas e sua atividade de lipo

xigenase foi medida.

3.2.23. Determinacao da quantidade de Denapsin e tempo de diges

tao em relagcdo ao efeito de desodorizacao do extrato hi

drolizado de farinha de soja desengordurada

Foram tomados 20 g de farinha de soja desengordurada, tratadas
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com 900 ml de HCl diluido (pH 1,5) por duas horas a 309C e levados a
centrifugagdo. O extrato assim obtido teve seu volume acertado para
100 ml, com ajuste de pH para 3,0, com NaOH diluido e digerido com
quantidades variaveis de Denapsin a 409C (0, 50, 250, 500 e 1000 mg
de Denapsin por cada 100 g de farinha).

O extrato preparado, conforme descrito anteriormente, foi incu
bado com as diferentes quantidades de Denapsin num frasco de fundo
redondo (Fig.3 ) com duas aberturas. Nitrogénio foi admitido por um
das aberturas, borbulhando no extrato, arrastando as substancias vo
lateis liberadas. Esses volateis foram conduzidos através da  outra
abertura para uma série de garrafas imersas, respectivamente, em ba
nho de gelo, banho de gelo seco e acetona e nitrogénio liquido. 0]
produto condensado foi submetido a cromatografia de gas; o n-Hexanal
e o n-Hexanol foram identificados de acordo com o metodo que utiliza
10% de carbowax 6000, aocondicionado em uma coluna (0,3 x 200 cm), a
temperatura de 809C, usando nitrogénio a um fluxo de 30 ml/min. A de
tecgao foi feita por ionizagdo de chama de nitrogénio. A  determina
gao foi feita medindo-se as dreas sob os picos, calibrados por solu

goes-padraoc de n-Hexanal e n-Hexanol.

3.2.24. Comparacao das guantidades de substincias redutoras vo

léteis_liberadas, n-~Hexanal, n-Hexanol e do sabor duran

te a _incubacao de farinha de soja desengordurada (F.S.D.)

com e sem Denapsin.

Para cada teste foram usados 100 g de farinha de soja desengor

durada, preparada da mesma forma que no item 3.2.23 e incubada cam 1%
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de Denapsin na base da proteina contida na amostra.

O n-Hexanal e o n-Hexanol foram determinados a intervalos de 1
hora, durante 4 horas de incubagado, de acordo com o método descrito
no mesmo item.

O sabor foi avaliado conforme descrito em 3.2.16, também a in
tervalos de uma hora.

A quantidade total de substdncias redutoras volateis 1liberadas
durante a incubagao foi medida segundo o método de Farber et al. (1956)
e Mattick e Hand (1969); este, no entanto, sofreu algumas modifica
¢oes. Conforme o descrito no item 3.2.23, as substdncias voliteis re
dutoras, arrastadas pelo nitrogénio, foram conduzidas a uma série de

dois retentores contendo, respectivamente, 10 ml de KMnoO,-0,1N e

4
NaOH-1N. As substdncias volateis redutoras retidas foram contra=titu
ladas com solugdo padronizada de Na25203, para que se pudesse medir

a quantidade de KMnO4 consumido.

3.2.25. Hidrdolise enzimatica de farinha de soja desengordurada

em escala piloto

Oito quilos de farinha de soja desengordurada foram suspensos em
72 kg de agua com pH final ajustado para 3,0 com HCl. Essa suspensao
foi realizada num tacho basculante com camisa de vapor, com capacida
de para 120 litros e munido de agitador tipo ancora. A mistura foi
inicialmente aquecida a 419C; em sequida, adicionou-se uma suspensao
de Denapsin em quantidade equivalente a 1% do total de proteinas no
tacho.

Fez-se incubagao a 409C durante cinco horas com agitagdo cons
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tante. Decorrido o tempo predeterminado, aqueceu-se a mistura ate
959¢C durante dez minutos, para paralisar a reagdo enzimatica.

Centrifugou-se a mistura numa centrifuga horizontal super-decan
tadora "Sharples", concentrando-se o centrifugado num evaporador "Cen
tri-Term CT-1B-Alfa Laval" a 449C, até a concentracic final de 509
Brix.

O concentrado foi analisado quanto a:

a) concentragao de proteinas (N x 6,25)
b) pH

c) sdlidos sollveis totais

d) acidez total

e) viscosidade aparente

f) sabor (1,5% proteina - (N x 6,25)) a pH 3,5)

3.2.26. Viscosidade

A determinagao de viscosidade aparente foi realizada por meio
de um viscosimetro Ostwald, segundo método descrito por Cannon e

Fenske (1938); os resultados foram expressos em centistokes.

3.2.27. Avaliagao do rendimento de extracdo de proteinas de so

Ja das diferentes amostras hidrolisadas

O rendimento de extragao de proteinas de soja das diferentes
amostras hidrolisadas pelo processo "batch", ou pelo processo do rea

tor enzimatico ultrafiltrante, foi determinado da seguinte maneira:
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A quantidade inicial de proteina existente na matéria prima (N
X 6,25) utilizada foi considerada como 100%. Apds o processo de hi
drdlise, o liguido filtrado obtido foi pesado e seu teor de nitrogé
nio analisado; o resultado foi multiplicado pelo fator 6,25; este va
lor final foi entao relacionado com o valor inicial de proteina na
amostra, em base de porcentagem, o que constituiu o rendimento de ex

tragao.

1. Para o caso de hidrdlise enzimatica pelo processo "batch",
duas maneiras de recuperagao das protelnas hidrolisadas foram utili

zadas:

a) O produto hidrolisado foi centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos e o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro Whatman n?l,

sendo em seguida pesado e seu teor de nitrogénio determinado.

b) O produto hidrolisado foi tratado como em a, porém o precipi
tado resultante da centrifugacao foi lavado com agua na quantidade
equivalente a 33,3% do peso original do produto hidrolisado. Apds no
va centrifugagao a 10.000 rpm por dez minutos, o sobrenadante foi jun
tado ao da primeira centrifugagao e ambos foram filtrados em papel
de filtro Whatman n? 1. O filtrado final foi analisado quanto ao seu

teor de nitrogénio e pesado.

2. Para o caso de hidrdlise enzimitica no reator ultrafiltrante,
© rendimento foi calculado na base da relagao porcentual do total de
nitrogenio, multiplicado por 6,25, existente no permeado, e a quanti

dade total de nitrogénio existente na amostra colocada no reator.
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3. Quando o isolado protéico de soja foi usado como matéria pri
ma, considerou-se um rendimento de extragdo inicial para produgao do

isolado de 30% em relagao a farinha de soja desengordurada utilizada.

3.2.28. Determinacaoc dos aminoacidos nas amostras de protelnas

€ nos seus respectivos hidrolisados

1. Preparo das amostras

l.1. Isolado protéico de soja; foi utilizado o produto Proteimax
=90, descrito no item 3.1.1.

1.2. Farinha de soja desengordurada; foi utilizado o produto da
SAMRIG, descrito no item 3.1.1.

1.3. Proteina de soro de queijo; foi utilizado o produto obtido
por Moretti (1973), descrito no item 3.2.8,

1.4. Hidrolisado protéico de farinha de soja desengordurada; ob
tido pelo processo "batch", descrito no item 3.2.25, e liofilizado
até umidade final de 2,8%.

1.5. Hidrdlise de farinha de soja desengordurada em reator enzi
matico ultrafiltrante.

Duzentas e quarenta gramas de farinha desengordurada de soja fo
ram suspensos com 1.800 g de agua com o pH final ajustado a 8,50 com
NaOH. Apos agitagdo vigorosa, a suspensdo foi centrifugada a 1500 rpm,
durante dez minutos. O sobrenadante teve seu pH ajustado para 3,0 cm
HCl e sua temperatura para 409C. Adicionou-se 4% de enzima Denapsin
em relagao a proteina do sobrenadante, previamente determinada.

Incubou-se por quatro horas a 409C no reator enzimatico ultra
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filtrante, recolhendo-se o ultrafiltrado, que era eliminado por va
Cuo a uma pressao absoluta de 0,3 kg/cmz. A cada intervalc de trinta
minutos, repunha-se a quantidade equivalente aoc volume de permeado
que era recolhido.

A concentragao deste material de reposicidoc foi de 1,5% de pro
teina da mesma matéria prima, a pH 3,0.

Evaporou-se o permeado num evaporador rotativo até a concentra
¢ao de 30% de sOlidos. Efetuou-se entio a desidratacac, por meic de
um liofilizador, até a umidade final de 3,0%.

1.6. Hidrolisado protéico de proteina isolada de soja; obtido
pelo processo "batch", descrito por Pezoa, (1973) e liofilizado até
umidade final de 2,8%.

1.7. Hidrolisado protéico de proteina isolada de soja; obtido
pelo processo de reator enzimatico ultrafiltrante, descrito por Pezoa
(1975) e liofilizado até umidade final de 2,8%.

1.8. Soro de gqueijo em pd; obtido por concentragao de soro doce
de queijo tipo Minas em evaporador Centri-term CT-IB até 509 Brix, e
por secagem em secador "spray" Niro Atomyser - modelo "production mi

nor" - com umidade final do. po de 3%.

2. Hidrdlise das proteinas

Todas as amostras foram hidrolisadas na base de 12 mg de nitro
génio para 300 ml de HC1-6N (Mauron, 1973), sob atmosfera de nitrogé

nio (Dustin et al., 1953), durante vinte e quatro horas, a 110¢C.
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3. Determinacaoc do aminograma

A amostra hidrolisada pelo HCl foi evaporada sob vacuo a 40-455C
num evaporador rotativo até ficar quase seca e o excesso de acido
ter sido removido por trés reevaporagoes apds adigSes de agua. A
amostra foi finalmente diluida com tampao apropriado para um volume
conhecido, e aliquotas foram removidas para determinagao de nitroge
nio e do aminograma.

O analisador de aminoacidos utilizado foi o Beckman, modelo 1l19c

3.2.28. Determinacao do poder tamponante dos produtos protéicos

desenvolvidos

As proteinas recuperadas do soro de queijo, o proprio soro de
queijo em pd, e as proteinas de soja hidrolisadas pelos diferentes
procedimentos, foram analisadas quanto ao seu poder tamponante.

Conhecida a composigao centesimal dos produtos, tomou-se uma
cuantidade de cada amostra, equivalente a 0,173 g de proteina. Di
luiu-se com 20 ml de agua destilada, e procedeu-se 3 titulagao com
NaOH-0,1N, tragando-se uma curva de titulagao do pH original até o
pPH 6,5, anotando-se as variagaes de pH a cada 0,5 ml de NaOH-0, 1N

adicionado.

3.2.29. Formulacao da mistura de proteinas de soro de queiijo cam

proteinas de soja hidrolisadas

Tomou-se como base a proteina referéncia FAO/OMS-1973 para esco
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lares de dez a doze anos.

Com base nos aminogramas das respectivas amostras, verificou-se
qual foi o aminodcido limitante no hidrolisado enzimatico em relacgao
a proteina referéncia FAO/OMS-1973, uma vez que as proteinas de soro
de queijo sempre apresentaram um aminograma superior a essa referég
cia. |

Verificou~se qual a quantidade do aminoicido limitante que exis
tia em 10 g da amostra de proteina hidrolisada. A quantidade que fal
tava para completar a recomendada pela FAO/OMS-1973 foi suplementada
pela proteina recuperada de soro de queijo.

Em seguida foram calculadas as porcentagens em que cada uma das
proteinas deveria entrar na mistura para satisfazer as exigéncias da
proteina referéncia.

Uma vez conhecidas as porcentagens de cada proteina na mistura,
efetuou-se o cadlculo para determinacdo do total da mistura que deve
ria entrar numa porgao de 260-300 ml de refrigerante para satisfazer
a 15% das necessidades diarias de uma crianga de dez a doze anos com

peso médio de 35 kgq.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. RECUPERAGAO DE PROTEINAS DE SORO DE QUEIJO

4.1.1. Caracteristicas do soro de queijo e sua<pasteuri§ac§o

Os soros utilizados neste trabalho foram resultantes da fabrica

¢ao de queijo tipo Minas, apresentando a seguinte composigao média:

Protelna (N x 6,38) - 0,60 %
Cinzas - 0,70 %
Lactose - 4,70 ¢
Gordura - 0,20 ¢
Contagem Microbioldgica - 107/ml

Estes resultados aproximam~se bastante dos obtidos por Reyna et
al. (1975) para soro de massa mole, tipo queijo Minas.

Apds a recepgao do soro foram efetuados os tratamentos de pas
teurizagao a 709C, por sessenta segundos, e de resfriamento, a 29C.
Conseguiu-se com esta pasteurizagdo uma redugao na contagem total de

3 a 104. Os soros pasteurizados foremn

microrganismos de 107 para 10
aquecidos a 389C e assim mantidos durante vinte horas, efetuzndo-se
contagens totais a intervalos de uma hora. Os resultados sao apresen

tados no quadro 5.
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Quadro 5. Contagem Microbioldgica no Soro apds Pasteurizagao
a 709C por um minuto. (colonias/ml)

Horas Contagem Horas Contagem
1 2 x 10° 11 2 x 10°
2 2 x 10° 12 2 x 103
3 2 x 103 13 3 x 103
4 2 x 10° 14 3 x 103
5 2 x 10° 15 2 x 103
6 2 x 10° 16 5 x 10°
7 2 x 103 18 7 x 10°
8 2 x 10° 18 3 x 104
9 2 x 10° 19 6 x 10°

10 2 x 103 20 3 x 107

Conforme pode ser observado, o tratamento de pasteurizagdo efe
tuado nao destruiu os microrganismos totalmente, mas satisfez as ne
cessidades do processo, ou seja, preservar o soro a temperatura de
389C por tempo suficiente para operar posteriormente o equipamento
de ultrafiltragao, antes de interromper o processo para limpeza e
sanitizagao.

Desta forma conseguiu-se operar o sistema de ultrafiltracao du

rante 20 horas, sem necessidade de limpeza e sanitizaqu.
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4.1.2. Filtracao do soro

O soro refrigerado a 29C foi filtrado através de filtro de ago
inox (Laredo) com auxilio de terra diatomicea Dicalite (Hyflo Super
cel). Mediu-se o conteldo de gordura antes e depois da filtragao,cons
tatando-se que o processo de filtracdo reduzira o teor de gordura de
0,1 para 0,03%. A mesma filtragdo, efetuada i temperatura de 389C,re
sultou num filtrado com o mesmo teor inicial de gordura, o gue mos
trou a vantagem de se colocar o filtro logo apos a refrigeragao a
29C, e nao imediatamente antes da unidade de ultrafiltragdo, quando
0 soro ja estd aquecido a 389C. O menor teor de gordura no soro per
mite uma operagao do ultrafiltro com grandes fluxos de permeado por

tempo mais longo, sem ocorréncia de entupimentos.

4.1.3. Ultrafiltracao do soro

4.1.3.1. Influéncia da Temperatura

Foram realizados testes de ultrafiltragao a temperaturas de 5,
15 e 389C. Os resultados de fluxo de permeado na mesma area ultrafil
trante mostraram um aumento proporcional ao aumento de temperatura
do soro. O quadro 6 mostra os resultados de permeagao a diferentes
temperaturas.

Como pode ser observado, o fluxo de permeado aumenta significa
tivamente com o aumento da temperatura. O limite de 389C foi estabe
lecido em fungéo da resisténcia do acetado de celulose, que, em tem

peraturas superiores, tende a diminuir sya porosidade, o que resulta
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Quadro 6. Fluxo de permeado em funcao da temperatura do

soro
Temperatura do soro Fluxo de permeado
em 9C (t/m2 x hr)
5 6,75
15 9,82
38 17,88

numa diminuigdo de fluxo de permeado, tornando o processo antiecond
mico.
Estes resultados também foram obtidos por Fenton May et al., 1971,

trabalhando com soro de queijo tipo "Cheddar".
4.1.3.2. Influéncia do grau de diluigdo com agua

O soro previamente diluido com agua e ultrafiltrado até a con
centragac maxima de proteinas. As quantidades de agua usadas na di
luigao foram 7,8, 9,4, 13,8 e 27,0% em relagao aoc soro original. O
fator limitante da concentragdo foi a pressio mixima permitida pelo
ultrafiltro, que era de 20,0 kg/cmz. O quadro 7 mostra a influéncia
da quantidade de agua na porcentagem final de proteinas nc concentra
do.

Como se pode verificar, o aumento da diluigao com agua permite

uma maior eliminagéo de lactose e sais no permeado, centribuindo
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Quadro 7. Influéncia da quantidade de agua na diluigao
‘do soro, na concentragao maxima de protelna
conseguida no ultrafiltrado.

% de agua % de proteina no produto
desidratado
7,8 40,1
9,4 45,9
13,8 53,5
27,0 62,0

para uma maior concentragdc relativa de proteinas. Convém ressaltar
que o limite mdximo da concentragdo de proteinas no produto girou sem
pre em torno de 9%, independentemente da concentragdo dos outros com
ponentes. Isto & explicavel devido ao fato de a proteina conferir ao

soro a caracteristica de liquido ni3o newtoniano.

4.1.4. Secagem do Concentrado

O soro concentrado pelo ultrafiltro foi desidratado em "secador
spray" APV, ate umidade final de 3%. O secador foi alimentado por um
concentrado, que apresentou uma concentragao com 15 a 16% de sélé
dos soluveis. O produto desidratado nessas condigOes apresentou uma

densidade aparente de 0,18.
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4.2. CARACTERISTICAS DAS PROTEINAS RECUPERADAS

4.2.1. Composicao centesimal

O produto desidratado apresentou a seguinte composigao centesi

mal media:
%
Proteina (N x 6,38) 61,98
Lactose 27,78
Cinzas 3,35
Gordura 1,88
Umidade 3,25

A relagao entre sdlidos totais e protelnas foi de 1,53, enquan
to gque o soro original apresentou uma relagao igual a 10, o que sig
nificou um aumento na concentragdo relativa da proteina equivalente
a 6,66 vezes.

Um soro equivalente ao original, quando desidratado sem sofrer

a ultrafiltragao, apresentou a seguinte composigio:

%
Proteina (N x 6,38) 9,5
Lactose 75,2,
Sais 11,2
Gordura 0,8
Umidade 3,0

O processo de ultrafiltragao permitiu a obtengao de um produto
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desidratado bem mais concentrado em proteinas, com teores bem reduzi
dos de lactose e sais, que s3o geralmente indesejaveis na formulagae
de bebidas écidag;os sais, porque conferem ao produto um maior poder
tamponante, que serd discutido num préximo item, e a lactose porque
muitas vezes pode nao ser tolerada por certos grupos de consumidores,
que apresentam deficiéncia em lactase.

Outro fator bastante interessante & a diminuigdo de peso e volu
me do produto, para as mesmas quantidades de proteina, o que viabili
za a sua utilizagao na formulagdo de refrigerantes, sob a forma de
concentragao produzido numa indiistria central para posterior distri

buigdo em todo o pais.

4.2.2. Estabilidade das proteinas

O produto resultante do processo de ultrafiltragao foi testado
quanto a estabilidade em solugcao, tanto na forma de concentrado como
na forma ja desidratada.

O processo desenvolvido permitiu a obtengdo de produtos bastan
te estéveisrque, quando utilizados em bebidas refrigerantes Aacidas,
nao precipitavam apds o engarrafamento.

O teste de estabilidade desenvolvido, apresentado no item 3.2.9
mostrou os resultados do quadro 8.

Segundo Moretti (1973) estes sao produtos de otima estabi
lidade, visto que o limite da absorbancia a 660 nm, para produtos es
taveis, era de 0,10. Somente produtos com absorbancia de 0,15 a 660
nm foram considerados instaveis; quando utilizados em refrigerantes

com pH 3,0, precipitavam na garrafa.
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Quadro 8. Teste de Estabilidade das proteinas de soro de

queijo.
Produto Absorbancia a 660 nm
Concentrado 0,03
Desidratado 0,04

4.2.3. Fragoes protéicas obtidas por eletroforese de disco em

gel de poliacrilamida

Os produtos desidratados apds ultrafiltragao, bem como o soro
original, foram submetidos i eletroforese de disco segundo método de
Davis (1962).

Os resultados da eletroforese do soro de queijo original, compa
rados com os resultados da eletroforese do concentrado por wultrafil
tragao, mostraram uma maior concentragao de lactoglobulinas e a-lac
toalbuminas e menor concentragéo de a-lactoglobulinas, no Gltimo pro
duto. A distribuigdc das fragdes de protelnas do soro original coin
cidiu com a encontrada por Amundson et al. (1976) e Hidalgo et al.
(1971). A foto 1 mostra a distribuicio das fragoes protéicas do soro

de queijo, original, e do concentrado por ultrafiltragao.
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Foto 1 - Distribuicao das fragdes protéicas de
soro de gqueijo original e do concen
trado por ultrafiltragao.

A: Soro original

B: Soro ultrafiltrado
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4.2.4. Avaliagd3o dos pesos moleculares das fracoes de protelnas

do soro concentrado por ultrafiltracao.

'Foi empregado o método de Weber e Osborn (1969), utilizando-se
lisosima, albumina de ovo, albumina bovina e tripsina como padroes.
Foram obtidas cinco fragdes protéicas, com pesos moleculares diferen

tes:

Fracdes Peso molecular
Caselna hidrolisada 86.000
Albumina de soro sanguineo 62.000
a-lactoglobulina 31.000
B-lactvalbumina 17.000
Polipeptideos 14.300

Efetuou-se também o mesmo experimento com o soro de queijo ori
ginal liofilizado, encontrando-se onze fragoes com pesos moleculares
variando de 8.000 a 130.000. As fragoes de peso molecular inferior a
12.000 foram perdidas juntamente com o permeado, enquanto que as fra
¢oes de peso molecular mais elevado, provavelmente as a-lactoglobuli
nas, foram desnaturadas pelo processo de pasteurizagao.

Estes resultados estao de acordo com os obtidos por Amundson et
al. (1976), que comprovaram além disto a presenga de a-lactoalbumina
e polipeptideos nos permeados, o qué também se verificou neste traba
lho. Isto se deve ao fato de faixas de a-lactoalbumina e polipepti

deos das eletroforeses efetuadas no concentrado ultrafiltrado se
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apresentarem bem mais claras que as do soro original. Ao mesmo tempo,
o concentrado apreséntou as faixas correspondentes a caseina hidro-

lisada, a albumina de soro e a B-lactoalbuminas bem mais escuras.

4.2.5. Poder tamponante do produto obtido e do soro original

A figura 4 mostra as curvas de titulaqéo das mesmas quantias de
protelna do soro original e do concentrado ultrafiltrado. Com a ul
trafiltragdo ocorre uma eliminagdo de sais, polipeptideos e outros
compostos de peso molecular baixo, que contribuem grandemente para
0 poder tamponante do soro original. Este fato, como citamos anterior
mente, torna o produto ultrafiltrado bastante Gtil para a elaboragao
de refrigerantes, visto que, para a produgao dos mesmos, ha neces
sidade de grandes quantidades de adcidos orgidnicos para baixar o pH
do produto, quando se usa soro original. Uma vez ultrafiltrado, pe
quenas quantias de acidos orgdnicos sdo suficientes para baixar sig
nificativamente o pH do refrigerante.

Foram empregados 0,173 g de proteina para a elaboragao da curva
de titulagao, porque esta & a concentragao de proteinas encontrada
em 10 ml de refrigerante por ndés formulado. O resultado de acidez to
tal @ que expressa realmente a acidez mesmo no paladar, enquanto que
o pH nao tem muito influéncia no mesmo.

Para se elevar o pH da mesma quantidade de proteinas do soro ori
ginal, foi necessaria uma quantia 5 vezes maior de soda decinor
mal do que na titulagao do soro ultrafiltrado.

Um refrigerante com 12 a 13% de aglicares, para ser aceitavel

quanto a acidez, deve gastar de 6 a 7 ml de NaOH-1N por 100 ml para
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elevar seu pH para 7,0. Quando 100 ml de um refrigerante necessitam
de 8,5 ml de NaOH-1N para elevar seu pH para 7,0, seu gosto acido &

inaceitavel ao consumidor (Project Star-1970).

4.2.6., Teste bioldgico do soro ultrafiltrado em po

O produto descrito em 3.1.1. fol testado na alimentagdo de ratos
da raga "whistar" em crescimento, segundo o método citado no iten
3.2.12,

Usando-se a caselna como padriao, e assumindo-se seu valor PER
como 2,5, foi encontrado o valor 2,91 para as protelnas do soro de
queijo concentrado por ultrafiltracao, quando o pH era de 3,5. A mes
ma proteina de soro ultrafiltrado, .porém com seu pH ajustado para
6,5, apresentou um valor PER de 3,5.

Os animais alimentados com a dieta contendo o produto acido apre
sentaram durante todo o decorrer do teste uma diarréia ndo muito se
vera. Seu peso final foi igual a 93% do peso final dos ratos alimen
tados com caseina.

Os animais alimentados com a dieta de pH das protelnas previa
mente ajustado para 6,5, apresentaram um peso final equivalente a
120% do peso atingido pelos ratos alimentados com a dieta padrao. Du
rante todo o teste os animais tiveram uma salde perfeita, com ausén
cia completa de diarreia.

Uma vez que a dieta apresentou como fonte Gnica de proteina o
produto acido, concluiu-se que a acidez muito elevada do produto pro
vocou a diarréia nos ratos; ao mesmo tempo, fez com gue o ganho de

peso nao fosse tdo elevado, devido ao baixo consumo da ragido. Enquan
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to que o0s ratos que consumiram a ragao padrdo ingeriram 203,5 g de
proteina durante os 28 dias, os ratos testados com a dieta acida in
geriram somente 163,85 g de proteina no mesmo perlodo. Os animais
alimentados com a proteina de soro com PH 6,5 consymiram 205 g de
proteina durante o teste.

De qualquer maneira, o valor biocldogico das protelnas do soro ul
trafiltrado apresentou~se bem superior ac valor bioldgico da caselna;
trata-se, portanto, de uma matéria prima de alto valor nutritivo pa
ra complementar outras proteinas de origem vegetal, que apresentam
um valor bioldgico inferior devido 3 deficidncia de certos aminoaci

dos (Mueller e Cox, 1947).

4.2.7. Aminograma das‘proteinas de soro‘ejdo produto ultrafil

trado.

Os aminogramas dos produtos foram realizados conforme o descri
to no item 3.2.27 de Material e Métodos.

Os resultados estao apresentados no guadro 9.

Conforme se pode observar, o processo de ultrafiltragao resul
tou numa diminuigdo relativa dos aminoacidos essenciais, lisina, fe

nilalanina, e metionina, quando comparado com o mosto original, sen
do que as majores redugdes ocorreram no teor de metionina e fenilala
nina, o que se justifica pela maior perda de a-lactoalbumina; esta
apresenta maiores teores de tirosina e fenilalanina quando comparada
¢om a B-lactoglobulina, que apresenta os menores teores dos respecti
vos aminoadcidos dentre todas as fragoes do soro. Este por sua vez

apresentou maior concentra;éo no produto orjiundo de ultrafiltrégéo.
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Quadro 9. Aminogramas do soro de gqueijo liofilizado e do concentrado
ultrafiltrado desidratado por secador "spray"

Soro de queijo origi Proteinas recuperadas
Aminoacidos nal liofilizado por ultrafiltragao
g/100 g prot. g/100 g prot.
Ac. Aspartico 10.154 10.593
Treonina 4,895 6.000
Serina 4.350 4.183
Ac. Glutamico 17.232 17.318
Prolinma 4.210 4.191
Cistina 4.854 4.969
‘Glicina 1.793 1.812
Alanina 4.567 4,680
Valina 4,980 5.071
Metionina 2.265 2.082
Iscleucina 4,850 5.130
Leucina 11,477 11.555
Tirosina 2.894 2.919
Fenilalanina 3.511 3.457
Histidina 1.848 1.930
Lisina ' 10.500 10.002
Amonia 1.312 1,232
Arginina 2.541 2.520
Triptofano 2.522 2.41:2

-59-



4.3. HIDROLISE ENZIMATICA DE PROTEINAS DE SOJA

4.3.1, Solubilidade das proteinas em funcao da granulometria da

farinha e temperatura de extracio.

A farinha de soja desengordurada foi separada por peneiras e o
teor de proteina em cada fragao foi determinado, conforme mostra o)

quadrc 10.

Quadrc 10. Separagao por peneiras da farinha desengordurada de soja
e conteudo protéico das fragdes.

Mesh 35 48 65 100 200 <200
Peso retido % 5,9 53,8 24,5 11,0 3,0 2,3
Proteina % 47,9 49,6 50,2 50,2 51,5 52,2

O maior teor de proteinas foi encontrado nas fragoes mais finas;
isto vem mostrar que as proteinas da parte mais tenra do grao, o co
tilédone, mais facilmente triturivel que a casca, sao separadas com
maior facilidade gque as da casca. Este teor aumenta & medida que as
fragoes ficam mais finas.

As fragoes mais grossas, isto &, de 35 e 48 mesh, apresentaram
maior teor de fibras e, portanto, menor concentragao de proteinas.

Utilizando-se as mesmas fragdes num ensaio de extragao de pro
teinas com agua a pPH 8,5, chegou-se ao resultado expresso no quadro
11.
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Quadro ll. Rendimento da extragdo de proteinas de F.S.D. a diferen
tes temperaturas e tamanhos de particulas.

temperatura (9C)

Malha
50 60 70 80 90
33 43,2 45,7 43,0 39,9 40,2
48 50,5 52,5 48,8 45,7 43,0
65 55,8 60,4 58,3 54,2 51,4
100 50,3 69,9 65,3 59,7 62,0
200 68,5 75,5 68,4 64,6 64,1
< 200 75,8 83,5 76,1 73,5 68,4

Como pode ser observado, o menor tamanho de particula, a tempe
ratura de 609C, possibilitou uma maior extragdo de proteinas; por ou
tro lado, temperaturas mais baixas e mais altas que 609C resultaram
num decréscimo dc rendimento de extragao.

Estes resultados demonstram que, para se obter um maior rendi
mento econdmico de extragdo, deve-se utilizar a temperatura de 609C
oarbinada a uma malha de 65 mesh, visto que essa fracao constitui
4C,8% do total da farinha. A solubilidade das proteinas da mistura
das fragCes gue passam por essa peneira foi de 65,3%, o que & bem su
perior & solubilidade das fragdes mais grossas, retidas no interior
de células.

Uma vez que as proteinas estdo no interior das células dos coti

lédones, quantc mais fina a particula, maior o nimero de células rom
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pidas e, portanto, maior a liberagdo de proteinas soluveis,

Quando as células nao sdo rompidas, as proteinas nac podem ser
solubilizadas pelo solvente (Saio e Watanake, 1968).

Temperaturas superiores a 609C insolubilizam partes das
proteinas, diminuindo o rendimento de extragdo; esta desnaturagdo mos

trou-se mais pronunciada nas fragoes menores.

4.3.2. Selegao de enzimas proteollticas acidas _em funcao das

qualidades sensoriais do hidrolisado.

As enzimas citadas no item 3.2.16, foram testadas em farinha de
sengordurada de soja a pH 3,0. Os produtos hidrolisados foram testa
dos sensorialmente nos intervalos de tempo citados, com os resulta
dos expressos no Quadro 12.

Geralmente ¢ sabor cru da soja diminuiu com o tempo de digestao,
para as trés enzimas testadas.

Nc caso da digestac com Denapsin o sabor de soja desapareceu
mais rapidamente, ao passo que com enzima Fingica esse desaparecimeg
to foi o mais demorado.

Esses sabores encontrados nos produtos de soja permaneceh mesmo
nos isolados protéicos que sofrem uma série de lavagens, (Arai et al.,
1970).

O efeito das proteases acidas na eliminagao dos sabores caracte
risticos da soja foi salientado nos trabalhos de Fugimaki et al.,
1968; Arai et al., 1970b; e Nogushi et al., 1970. De acordo com esses
autores, também outros sabores indesejaveis sao eliminados; por ou

tro lado, o sabor amargo, por exemplo, simplesmente nao aparece.
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Quadro 12. Sabor de hidrolisados protéicos digeridos por diferentes
proteases acidas a diferentes intervalos de incubagao.

Tempo de 0 16 172 1 2 4 6
Digestao (hr)

Gosto de soja crua

Molsin 3 2 2 0 0 0 0
Denapsin 3 2 1 0 0 0 0
Fingica 3 0 0 0 0 0 0

Sabor amargo

Molsin 0 0 1 1 1 0 0
Denapsin 0 1 1 1 1 0 0
Fingica 0 1 1 1 1 0 0

Sabor adstringente

Molsin 0 0 0 0 0 0 0

Denapsin 0 0 0 0 0 0 0

Fingica 0 1 1 1 0 0 0
3 = forte,

2 = nao muito forte

—
"

fraco

(=
]

insignificante
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Nesta pesquisa o sabor amargo, provocado por certos aminoacidos,
surgiu no decorrer da hidrdlise; apos duas horas de digestao, porém,

desapareceu por completo.

4.3.3. Remocido de aromas e sabores de soja pela acio enzimatica

A enzima Denapsin, que melhor se comportou no teste anterior,foi
também usada neste, que seguiu o método citado nos itens 3.2,23 e
3.2.24.

Os picos de n-Hexanal e n-Hexanol foram identificados e quantifi
cados por cromatografia em fase gasosa e pelo uso de padrdes puros.
O tempo de residéncia na coluna foi de trés minutos para © primeiro,
€ treze minutos para o segundo.

Variando-se a quantidade de enzima em relagéo ao substrato, ve
rificou-se que até atingir 1% de Denapsin em relagic i proteina do
substrato, houve um aumento na liberagaoc de n-Hexanal e n-Hexanol, ao
pPasso que maiores quantidades n3o aumentaram significativamente essa
liberagao de volateis. O quadro 13 mostra Os resultados obtidos.

Usando-se Denapsin a 2% em relagao ao substrato, efetuou-se um
ensaio no qual foram coletados os volateis redutores através de bor
bulhamento em solugdo 0,1N de KMnO,; os resultados estdo representa
dos na figura 5, juntamente com os resultados de liberagdo de n-Hexa
nal e n-Hexanol, bem como da analise sensorial dos hidrolisados, du
rante 4 horas de incubagao. Como pode ser observado, os teores de
volateis liberados aumentam com o tempo de hidrdlise, o que também &
comprovado pelo aumento proporcional de liberagao de n-Hexanal e n-

Hexanol. O sabor do produto hidrolisado vai melhorando a medida que
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Quadro 13. Efeito da quantidade de enzima na liberagao de n-Hexanal
e n-Hexanol durante a digestao enzimiatica de farinha de
soja desengorduradal.

Quantidade de enzima (Denapsin)2

0 50 250 500° 1.000
n-Hexanal 0,55¢ 0,75 1,38 1,63 1,62
n-Hexanol 0,23 0,30 0,52 0,63 0,66

1 Em cada caso o tempo de Jigestao foi de 2 horas

2 mg de enzima por 100 g de farinha de soja desengordurada

3 1% de enzima em relagao a proteina da amostra

ppm em relagao a farinha de soja desengordurada

os volateis vao sendo liberados.
Resultados semelhantes foram obtidos por Yoshida (1972), que
trabalhou com Molsin, mostrando a liberagdo de volateis redutores du

rante a incubagdo de isolado protéico de soja (Promine D).

4.3.4. Hidrolise das proteinas

Utilizando-se o método descrito nos 3.2.17 e 3.2.18, a cada in
tervalo era determinada a quantidade de proteina hidrolisada pelas

enzimas estudadas.
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Notou-se que em 4 horas a enzima que produziu maior porcentagem
de proteina hidrolisada foi a Denapsin. A que produziu menor quanti
dade foi a enzima Fingica, que trabalhou num pH desfavoravel, pois
seu pH ideal seria de 6 a 7, segundo recomendagao do produtor (Sankyo
Co, 1972).

Os resultados estao apresentados na figura 6.

As combinagoes de Denapsin com Molsin e com a enzima Fingica sem
pre foram mais eficientes que as outras enzimas atuando separadamen
te. Isto mostrou que ndo existe efeito sinergistico, uma vez que, quan
to maior a quantidade de Denapsin, maior foi a quantidade de pro
teina hidrolisada produzida.

Em quatro horas, Denapsin hidrolisou 87% das proteinas, Molsin
66% e a enzima Fingica 17%. As misturas em que entrou 50% de Denapsin
em cada caso, resultou numa hidrSlise de 73%, quando em combinagao
com a Fingica, e 79% quando em combinagao com Molsin. A mistura de
33,3% de Denapsin com 33,3% de Molsin e 33,3% de Fungica resultou nu
ma hidrolise de 75% das proteinas.

Como o interesse era produzir um hidrolisado bastante solavel e
praticamente transparente, quanto maior a quantidade de protelna hi
drolisada, melhor o resultado; por esta razao optamos POr trapalhar
mais acentuadamente com Denapsin, que eliminava, tanto quanto Molsin,
os sabores de soja crua e nao formava sabores amargos.

Trabalho anterior realizado por Moretti et al. (1976) ja havia
comprovado a alta eficiéncia de Denapsin na hidrolise de proteina
isolada de soja num reator enzimatico ultrafiltrante, bem como no

processo "batch".
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4.3.5. Hidrdolise enzimitica de farinha de soja desengordurada

pelo processo "Batch".

Conforme descrito nos Itens 3.2.17 e 3.2.19, efetuou-se a diges
tao de farinha de soja desengordurada com 2% de Denapsin, e varias

determinagCes foram feitas durante o transcorrer da incubagao.

4.3.5.1. Destruigao do fator antitripsina durante a  incubagido

com diferentes enzimas.

Paralelamente 3 hidrdlise das proteinas, observou-se também uma
diminuigao na atividade residual do fator antitripsina do substrato,
que & também constituido de protelnas (Kunitz, 1947).

As figuras 7, 8, 9 e 10 mostram as curvas de hidrdlise de pro
telnas de farinha de soja desengordurada, juntamente com as curvas
de destruigao do fator antitripsina. Como pode ser observado, a hi
drdlise enzimatica destrdi a frio (409C) o fator anti-nutricional em
questao, o que significa a possibilidade de tornar as proteilnas de
soja livres do fator anti-triptico, sem destruigao do seu valor nu
tritivo, o que muitas vezes ocorre quando esta inativacgao é realiza
da a quente.

Trabalhos efetuados por Sotokawa (1968) mostraram que hidrolisa
dos protéicos, obtidos por agio de proteases acidas, apresentaram um
PER igual ao PER das protelnas originais. Isto nao ocorre com os iso
lados protéicos que apresentam um PER bem inferior ao das proteinas

originais (farinha desengordurada de soja), segqundo resultados de

Meyer (1966), quando trabalhou com ratos, Berry et al. (1966), tra
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balhando com porcos e Longenecker (1963), trabalhando com seres huma
nos.

Denapsin destruiu até 75% do valor antitriptico original da fa
rinha, enquanto que os hidrolisados provenientes de incubagao com
Molsin apresentaram resultados surpreendentes. Sempre que Molsin foi
usada como protease, tanto s6 como em mistura com Denapsin ou Fungi
ca, houve uma destruigao quase continua do fator anti-triptico até
trés horas de incubagdo, sendo que dal para frente houve um reapare
cimento de atividade anti-triptica. Durante as trés primeiras horas
a agao destruidora foi maior que no caso de Denapsin, porém entre trés
e quatro horas de incubagao Molsin apresentou uma reativagdo da ca
racteristica anti-tripica.

Foi aventada a hipotese de que Molsin, rompe estas ligagCes das
moléculas de proteinas de soja, que tém a caracteristica de comple
xar-se com a tripsina. Este fato ndo foi todavia reportado na litera
tura e deve ser melhor estudado em futuros trabalhos.

Este fato constituiu-se em outra razao para se optar pelo uso
de Denapsin ao invés de Molsin; também outros autores a estudaram e
recomendaram seu uso na remogao de sabores de soja crua (Fugimak et

al., 1968; Arai et al., 1970b; e Naguchi et al., 1970).
4.3.5.2. Destruigao da lipoxigenase pela digestdo com Denapsin
Seguindo-se o procedimento anterior, digeriu-se farinha de so

ja desengordurada com Denapsin e acompanhou-se o efeito deste sabor

a atividade de lipoxigenase, de acordo com o processo de Surrey (1964).
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A figura 11, mostra a curva de destruigido de lipoxigenase sob
a agao de Denapsin. Para comprovar esse efeito da enzima sobre a 1li
poxigenase, adicionou-se 1 mg de lipoxigenase comercial (8.000 unida
des/mg de proteina) a 10 g da mesma farinha e processou-se a incuba
¢ao, paralelamente ao primeiro experimento. As curvas com circulos
cheios mostram o decréscimo semelhante da atividade de lipoxigenase,
na amostra em gque ela foi adicionada.

B facil concluir que, sendo a lipoxigenase também uma proteina,
a atividade hidrolisadora da Denapsin age também sobre ela, destruin
do-a. Estes resultados confirmam os trabalhos realigados por Yoshida
(1972), que trabalhou com Molsin e isolado protéieco de soja, obtendo

resultados semelhantes.

4.3.5.3. Rendimentos na recuperagao do hidrolisado protéico,uti

lizando-se Denapsin.

Para se determinar qual o processo que forneceria maior quanti
dade de protelna hidrolizada, a partir da mesma mateéria prima, deis
diferentes processos foram utilizados: o processo "Batch" e proces
so ultrafiltrante; ambos foram descritos nos Itens 3.2.26 e 3.2.27.A
matéria prima utilizada nos dois casos foi a farinha desengordurada
de soja.

A utilizagao do isolado protéico de soja apresentou de inicio
um rendimento de 30%, visto que o processo para produgao do mesmo,
recupera somente 30% da protelna original da farinha desengordurada

de soja (Alderks, 1941 e Smith, 1954).
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LIPOXIGENASE UNIDADES/10 g AMOSTRA A

100+

LIPOXIGENASE UNIDADES/10 g AMOSTRA B

2 4 6 8
TEMPO DE INCUBAGCAO (horas)
o———0 Sem enzima
o———& Com enzima
A - ProteTna de farinha de soja desengordurada
B - Mesma amostra com adigao de Lipoxigenase

Fig. 11. DECRESCIMO DA ATIVIDADE DE LIPOXIGENASE DURANTE
A INCUBAGAO COM DENAPSIN A pH 3,0.
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Quando o ultrafiltro foi utilizado, considerou-se para o calcu
lo de rendimento a gquantidade de proteina nele colocada, sem descon

tar a proteina hidrolisada que permaneceu no reator e sem passar pela

membrana.
O quadro 14 mostra os resultados de rendimentos gquando foram
utilizados os dois processos e as duas matérias primas (farinha e

isolado); nos casos em que se utilizou o processo "Batch" fez-se o

cialculo usando ou nao a lavagem do precipitado.

Quadro 14. Rendimentos na recuperagao de proteina hidrolisada de so
ja utilizando-se diferentes processos e matérias primas.

Farinha desengordurada Isolado Proteico
Rendimento % Rendimento §

Processo "Batch" 35,05 33,45
sem lavagem
Processo "Batch"
com lavagem 48,61 38,70
Processo
Ultrafiltrante 7,28 7,99

Como pode ser observado, o processo "Batch" sempre proporcionou
maiores rendimentos, pois todas as proteinas hidrolisadas, bem como
as parcialmente hidrolisadas, foram recuperadas. Efetuando-se uma la

vagem do precipitado, conseguiu-se um aumento significativo no rendi
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mento (36,68% no caso da farinha e 14,8% no caso do isolado protéi
co).

Os rendimentos obtidos no processc em que foi utilizado o rea
tor enzimatico ultrafiltrante foram bem inferiores, visto gue nao se
computou a quantia de proteinas parcialmente hidrolisadas, gqgue nao
passaram pela membrana ultrafiltrante.

Como foi anteriormente constatado que os hidrolisados pelo pro
cesso "Batch" nao apresentaram sabor amargo, e que os sabores de so
ja crua foram completamente eliminados, optou-se por este processo,
que, além de ser mais econdmico e mais rapido, apresenta ainda ou
tras vantagens, como a destruigaoc do fator anti-triptico e da lipoxi

genase.

4.3.5.4. Rendimentos na recuperagao do hidrolisado protéico uti

lizando diferentes proteases acidas.

Usando-se o processo "Batch", estudaram-se diferentes proteases:

Denapsin - 2% em relagao ao substrato
Molsin - 28 " " " "
Fingica - 2% " " " "

1:1 Denapsin e
Molsin - 2% " " " "
1:1 Denapsin e

Fingica - 2% " " " "

l:1:1 Denapsin e
Molsin e
Fingica - 2% " " " "
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A matéria prima utilizada foi farinha desengordurada de soja.
Os rendimentos foram calculados para extragao apdos 4 horas de
incubagido, com e sem lavagem dos precipitados.

Os resultados estdo apresentados no quadro 15.

Quadro 15. Rendimentos na recuperagao de protelna hidrolisada de so
ja utilizando diferentes enzimas.

Sem lavagem Com lévagem

Rendimento % Rendimento %
Denapsin (1) 35,05 48,61
Molsin (2) 28,24 42,86
Fingica (3) 11,68 20,39
Mistura 1:1 de (1) e (2) 31,58 47,69
Mistura 1:1 de (1) e (3) 20,40 46,40
Mistura 1l:1:1 de (1), (2) e (3) 29,98 45,11

Os resultados mostram que existe uma grande vantagem na utiliza
cao de Denapsin, pois seu rendimento foi muito superior ao de outras
enzimas ou misturas de enzimas, além das demais vantagens anterior

mente apontadas.

4.3.5.5. Poder tamponante dos hidrolisados de proteinas de soja

Seguindo-se o mesmo processo utilizado para a protelna de soro
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de gqueijo, elaboraram-se curvas de titulagao dos hidrolisados com
NaOH-0,1N. A quantia de proteina hidrolisada (N x 6,25) foi constan
te, igual a 0,173 gq.

A figura 12 mostra as curvas de titulaqio, que se assemelham
bastante as curvas de titulagdo das proteinas recuperadas de soro de

queijo por ultrafiltracgao.

Curvas de titulacao

4.3.5.6. Processo "Batch" de hidrdlise enzimiatica em escala pi

loto

Com a finalidade de verificar a viabilidade do processo desen
volvido em escala de laboratdorio, foi realizada uma hidrdlise de 8 kg
de farinha de soja com Denapsin, segundo o método descrito po item
3.2.25.

O hidrolisado protéico, livre dos insolliveis apds a centrifuga
¢ao, foi concentrado no evaporador centrifugo, apresentando entiao as

seguintes caracteristicas:

pH 3,3
Sdlidos Soluveis 54,8%
Proteina 36,00%
Acidez total 108,3 ml NaOH~1N/100ml
Viscosidade 450 cSt
Amargo

Sabor Soja crua
Adstringente 0
~80~-
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O produto concentrado com 450 centistokes foi diluldo gradativa
mente com agua destilada, e as viscosidades de cada diluigao foram
determinadas segundo o método descrito no item 3.2.26.

A figura 13 apresenta, em escala semilog, a curva de viscosida
de aparentes em fungao da concentragao do hidrolisado enzimatico. Co
mo se pode observar, foi possivel atingir a viscosidade de 450 cst
sem problema na concentragao, visto que o evaporador pode trabalhar
com concentrados de até 500 centistokes.

Esta caracteristica do produto possibilita uma grande economia
de vapor, pois a maior parte da agua € eliminada com um consumo de
400 g de vapor por quilo de agua eliminada.

No processamento de isolado protéico, o produto concentrado com
87% de umidade deve ir diretamente para o secador "spray", que conso
me 3 kg de vapor por quilo de agua evaporada, enquanto que o hidroli
sado vail para o secador com 45,2% de umidade. No processamento de
isolado protéico, o consumo de vapor €& trés vezes maior do que no ca
so de hidrolisado enzimatico.

Como se pode observar, a curva de titulagéo do hidrolisado, uti
lizando Denapsin como protease acida, resultou num menor poder tampo
nante, apesar de nao ser significativamente menor que nos outros ca
sos. Para elevar o pH de 0,173 g de hidrolisado protéico de 3,6 para
7,0, foram necessarios 6,4 ml, 6,5 ml, 6,6 ml e 7,0 ml de NaOH-0, 1N,
utilizando-se, respectivamente, Denapsin, Molsin, Mistura l:1:1 das
trés enzimas e 1l:1 de Denapsin e Molsin,

Como ja foi comentado anteriormente, empregando-se cerca de 6 a
7 ml de NaOH-0,1N, os refrigerantes elaborados com essas;nnteﬁﬁm.qxg

sentaram uma acidez sensorial bastante aceitavel (Project Star 1970).
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DE F.S.D. EM FUNGAO DE SUA CONCENTRAGAO
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4.4. CARACTERISTICAS DO HIDROLISADO ENZIMATICO PRODUZIDO A PAR

¥

TIR DE FARINHA DESENGORDURADA DE SOJA INCUBADA POR QUATRO

i 1

HORAS COM DENAPSIN.

Uma vez definido o processo "Batch" como sendo o mais econdmico
e vantajoso, a enzima Denapsin (como a melhor protease écida)‘é a fa
rinha desengordurada de soja como a melhor matéria prima, ;é;ios en
saios foram realizados para caracterizar melhor esse hidrolisado pro

teico.

4.4.1. Distribuicdo dos pesos moleculares no hidrolisado

O hidrolisado liofilizado foi submetido a uma cromatografia em
gel - Sephadex de diferentes porosidades, em série, conforme descri
to no item 3.2.20,

A figura 14 mostra as curvas obtidas no fracionamento das y §;g
teinas originais da soja, e do fracionamento das proteinas hidrolisa
das.

Uma analise das curvas mostra uma diminuigdo dos pesos molecula
res das proteinas apds a digestao com protease acida. Os pesos mole
culares originais, gue variavam entre 300.000 e 20.000, na maioria,
passaram a ser, em média, menores que 14.000.

Segundo observagao de Verma e McCalla (1966), foi comprovado
que a agao de enzima proleolitica 3cida induz a formagdo de grande
quantidade de polipeptideos de pesos moleculares nao muito reduzidos.

Esta pode ser a razao pela qual os hidrolisados enzimaticos obtidos

desta forma nao apresentam sabores desagradaveis ou amargos.
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4.4.2, Digestibilidade péptica e triptica dos hidrolisados

Seguindo-se os métodos descritos no item 3.2.21, foram estuda
das as digestibilidades péptica e triptica dos hidrolisados, compara
das as da matéria prima, a farinha de soja desengordurada com 60% de
proteinas sollveis e 74% de atividade anti-triptica residual. Camo
pode ser observado na figura 15, a hidrdlise das protelnas resulta
num aumento significativo da sua digestibilidade. Isto vem mais uma
vez comprovar nossa hipdotese de que, tratando-se uma farinha de soja
desengordurada por um processo enzimatico, a frio (409C), nao ha des
truigao do seu valor nutritivo, como ocorre com o calor excessivo,

que, além do mais pode destruir seus fatores antinutricionais.

4.4.3. Aminograma dos hidrolisados

Foram feitos aminogramas dos hidrolisados de farinha desengordu
rada de soja e de isolado protéico, bem como de suas matérias primas.
Os resultados s3o dados no quadro 16.

Analisando-se os aminogramas, pode-se concluir que a hidrdlise
enzimatica praticamente ndo modifica o aminograma das matérias  pri
mas.

Comparando-se os aminogramas dos hidrolisados da farinha do iso
lado protéico, pode-se notar uma diferenga significativa, sendo que
o0 primeiro & superior nos aminoacidos essenciais sulfurados, que sao
naturalmente limitantes na soja; também em lisina e treonina,que sao
outros dois aminoacidos bastante importantes na soja, o0 hidrolisado

da farinha & superior. A treonina & um dos limitantes e a lisina & o
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Quadro 16. Aminogramas dos hidrolisados proté&icos de farinha desen

gordurada e isolado protéico de soja e de

primas.

matérias

Aminoacidos

Farinha Desengordurada

Isolado protéico
Proteimax - 90

Original Hidrolisado Criginal Hidrolisado
9/100g prot.  g/100g prot.  g/100g prot.  g/100g prot.
Ac. Aspartico 8,366 12,236 12,372 12,051
Treonina 3,738 3,667 3,716 3,437
Serina 4,726 4,904 5,012 4,756
Ac. Glutamico 20,232 22,203 20,557 23,169
Prolina 4,28 4,647 4,776 5,000
Cistina 2,187 1,686 0,980 0,899
Glicina 4,209 3,866 3,981 3,789
Alanina 4,209 3,839 3,898 3,549
Valina 4,906 4,266 4,982 4,436
Metionina 1,180 0,753 0,336 1,158
Isoleucina 4,950 4,024 4,893 4,183
Leucina 8,103 6,833 7,995 7,080
Tirosina 3,345 2,789 3,005 3,194
Fenilalanina 5,415 4,518 5,341 4,792
Histidina 2,702 2,674 2,501 2,561
Lisina 6,402 6,477 5,667 6,238
Amonia 1,762 1,725 1,702 1,752
Arginina 7,517 7,529 7,188 7,776
Triptofano 1,325 1,366 1,103 1,079
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aminoacido essencial mais abundante da soja.
Os resultados obtidos concordam com os de Inglett et al. (1969)
e de Bressani e Elias (1967) quanto as matérias primas, farinha e iso

lado.

4.4.4. Composicao centesimal dos hidrolisados

Os hidrolisados de farinha desengordurada foram analisados e

mostraram a seguinte composigao (liofilizado):

Proteina (N x 6,25) 65,63
Carbohidratos 23,85
Cinzas 5,83
Gorduras 0,45
Umidade 3,00

Estes resultados demonstram que o processo concentra a proteina
pela eliminagdo de fibras, subindo de 52,30% para 65,63%. Com tal
composigao, este produto & bastante superior & farinha de soja, vis
to que nao apresenta fibras, seu teor de proteina & mais elevado, &
solivel em pH baixo, de valor nutritivo semelhante ao da farinha,nao
apresentando fatores antinutricionais e tendo lipoxigenase inativada.
O rendimento do processo & bastante superior ao da extragao de isola
do protéico (Udvari e Kolmann, 1976) e seu custo de produgao inferior

como veremos adiante.
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4,5. FORMULAGAO DA BEBIDA

OCbtidos os dois produtos caracterizados nos Itens 4.2.1. e 4.4.4,
cujos aminogramas estao nos quadros 9 e 16, pode-se formular uma mis
tura de protelnas solliveis, usando-se principalmente o hidrolisado
protéico obtido da soja, um produto barato e abundante em nosso pais.

A proteina referéncia da FAO/OMS-1973 foi a base para orientar
o cadlculo da mistura. A fim de ser mais pratico, este trabalho enfa
tiza a necessidade premente dos escolares de sete a quatorze anos que
recebem merenda nas escolas.

O programa do INAN, segundo planos do PRONAN (1976) para estes
proximos anos, pretende fornecer uma merenda escolar para 15 milhoes
de criangas, atendendo com ela a 15% das necessidades protéico-caldri
cas dessa populagao.

O quadro 17 apresenta os aminogramas dos dois produtos desenvol
vidos e o aminograma padrao da FAO/OMS-1973.

Os aminoacidos apresentados mostram que o hidrolisado protéico
de soja apresenta a treonina, os aminoacidos sulfurados e a lisina co
mo limitantes em relagao a proteina referéncia. O Indice quimico pa
ra treonina & 83,34%, para os aminoacidos sulfurados & 71,74% e para
lisina & 89,02%. Bender (1973), no capitulo 11 do livro "Proteins
in Human Nutrition"”, chegou a conclus3o que, em se tratando de pro
teinas de médio para alto valor bioldgico, este pode ser correlacio
nado com o Indice quimico quando os valores bioldgicos estio entre
0,50 e 1,0.

Uma vez que se trata de proteinas de alto valor bioldgico, como

a soja e as lactoalbuminas, assumiu-se que o Indice quimico seria
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Quadro 17. Aminogramas das protelnas de soro de gqueijo ultrafiltrado,
hidrolisado protéico de farinha desengordurada de soja e
da proteina referéncia FAO/OMS-1973.

Proteina de saro  Proteina hidroli  Protelna Referén

Amincacidos obtida por ultra  sada de soja cia FAO/OMS-1973
essenclals filtragao. criangas 10 - 12
g/100g prot. g/100g prot. anos.
Treonina 6.000 3.667 4.400
Cistina 4.969 1.686
7.051 2+.439 3.400
Metionina 2.082 0.753
Valina | 5.071 4.266 4.100
Isoleucina 5.130 4.024 3.700
Leucina 11.555 6.833 5.800
. Tirosina 2.919 2.787
6.376 7.305 3.400
Fenilalanina 3.457 4.518
Lisina 10.002 6477 7.500
Triptofano 2.415 1.366 0.460
Total (-Histidina) 51.541 36.374 32.560

perfeitamente aplicavel para se atingir os objetivos propostos. Para
se formular uma mistura que satisfaga as exigéncias da proteina refe
réncia, deve-se complementar esta proteina hidrolisada com as lacto
albuminas recuperadas de soro de queijo, que s3o ricas em aminoaci

dos essenciais.
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Calculando-se a quantidade de lactoalbuminas que se deve adicio
nar as proteinas de soja hidrolisadas para elevar o teor de aminoaci
dos sulfurados para 100% da proteina referéncia, chegou-se a conclu
sao que seriam necessadrios 31,40% de lactoalbuminas e 68,60% de pro
telna hidrolisada.

O aminograma da mistura, conforme foi calculado, esti apresenta

do no guadro 18.

Quadro 18. Aminograma da mistura de proteinas na proporgao de 31,4%
de lactoalbuminas para 68,6% de protelnas hidrolisadas de

soja.

) . Proteina Rfe.
Aminoacidos g/100 proteina FAO/OMS-1973
Treonina 4,40 4,40
Cistina 3,89 3,40
Metionina
Valina 4,52 4,10
Isoleucina 4,37 3,70
Leucina 8,32 5,60
Tirosina 8,01 3,40
Fenilalanina
Lisina 7,58 7,50
Triptofano 1,70 0,46
Total (-Histidina) 42,79 32,56
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Como pode ser observado, os aminoacidos gue eram limitantes,
treonina e lisina, passam a satisfazer exatamente o aminograma da
proteina referéncia FAO/OMS-73, enquanto todos os demais apresentam

excesso.

4.5.1. Calculo do custo das proteinas hidrolisadas a partir de

farinha desengordurada de soja.

Considerando-se o custo da farinha desengordurada de soja a Cr$
2,50 por quilo, com um rendimento de extracdo de 48,60% por hidroli-
se enzimatica com Denapsin, processo "Batch", com lavagem do precipi
tado e com um teor de protelna (N x 6,25) de 65,63% no produto desi
dratado, teremos para a matéria prima um valor de Cr$ 3,38 por gquilo.

O produto hidrolisado, separado dos insollveis, apresentou um
teor de 3,6% de protelna (N x 6,25) e um teor de sSlidos soliveis to
tais de 5,48%. Este liquido pode ser concentrado num evaporador de
filme descendente de triplo efeito até a concentragao de 36,08 de pro
telna e um teor de sdlidos soliiveis de 54,8%, dispendendo 3,6 kg de
vapor para produzir 1,0 kg de concentrado, tomando como bagse um con
sumo de 0,4 kg de vapor por quilo de agua evaporada.

Para desidratar'l,o kg de concentrado até 3% de umidade final,
num secador "spray", gasta-se 1,26 kg de vapor, considerando-sge um
consumo de 3,0 kg de vapor por quilo de agua evaporada.

O consumo total de vapor, para evaporagdo e desidratacao, sera
de 4,86 kg, gue por sua vez utilizam 0,37 kg de Oleo para serem pro
duzidos. Considerando-se que o Oleo para caldeira custa Cr$ 2,00 por

quilo, chega-se a um custo de Cr$ 0,74 para o combustivel,
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Para produzir 2.000 toneladas anuais deste produto gasta-se cer
ca de Cr$ 5.000.000,00 em equipamentos, o que representa um custo de
Cr$ 0,25 por quilo de produto elaborado.

Considerando-se juros de 6% aoc ano sobre o equipamento, chega-~
se a um custo de Cr$ 0,15 por quilo.

A mao de obra necessiria para a produgao de 2.000 toneladas -
anuais de hidrolisado representa Cr$ 0,24 por quilo.

Finalmente, o custo da enzima,.que & de Cr$ 50,00 por quilo, au
menta em mais Cr$ 0,90 pPor quilo o custo do hidrolisado produzido.

Somando-se todos os insumos, chega-se a um custo total de Cr$
5,66 por quilo de hidrolisado.

Normalmente, o prego de venda de produtos alimenticios & duas
vezes o seu custo de produgao; portanto, o prego do hidrolisado pro

téico de soja no mercado seria de Cr$ 11,00 a 11,50 por quilo.

4.5.2. Custo das protelnas recuperadas de soro de queijo

Atualmente este produto ja se encontra a disposigao no mercado
internacional, sendo os principais fornecedores a Nova Zeléndia,atrg
vés de um Gnico fornecedor, o "New Zealand Dairy Board", e os Esta
dos Unidos da América do Norte, através da Stauffer, da Purity, da
Foresmost, etc... O prego desse produto gira em torno de US$ 2,50 por
quilo na base de proteina pura. Considerando-se um produto com 62,00%

de proteina, seu prego serd de US$ 1,55 por quilo, ou seja,Cr$ 18,60,
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4.5.3., Custo calculado da migtura

Fazendo-se o calculo do custo de 314 g de proteina recuperada
de soro, chega-se a Cr$ 9,42, enquanto que no caso das proteinas hi
drolisadas de soja, o valor & cerca de Cr$ 11,50 para 684 g. O custo
total de 1,0 kg de protelna, equivalente 3 proteina referéncia FAO/

OMS-1973, seria, portanto, de Cr$ 20,92,

4.5.4., Custo de uma merenda que satisfaca a 15% das neceggida

des diarias de uma crianca em idade escolar

~ Segundo dados da FAO/OMS-1973, uma crianga em idade escolar,cam
peso médio de 35 kg, necessita de 0,89 de proteina por quilo de seu peso (cox
poral). Portanto, a necessidade diaria total, em proteinas, seria de
289.0s 15% de 28 g sao 4,2 g de protelna equivalente a referéncia
FAO/OMS-1973. Se 1,0 kg da mistura calculada custa Cr$ 20,92, 4,2 g
custariam Cr§ 0,088. Esta quantidade de proteina deveria estar conti
da em 280 ml de refrigerante, ou entdc ser diluida em 280 ml de agua.
Normalmente, a concentragado de agicares em bebidas deste tipo & de
12 a 13%; portanto, 280 ml deveriam conter 36 g de a¢car, Com o cug
to do agucar girando em torno de Cr$ 3,00 por quilo, isto representa
ria cerca de Cr$ 0,108 por merenda.
O custo de sabores artificiais, corantes, antioxidantes, mistu
ra de vitaminas e sais minerais para formulagdo de uma bebida nutri

tiva pode ser avaliado em Cr$ 0,03 por merenda.
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Somando-se os valores da proteina, aglicar e "premix" contendo
sais minerais, vitaminas, corantes, sabores e antioxidante,; chega-se

a um valor de Cr$ 0,226, gque seria o custo de uma merenda.
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5. CONCLUSOES

5.1. A hidrdlise enzimitica de protelnas de farinha desengordu
rada de soja, pela protease acida Denapsin, resulta num produto de
sabor neutro, solivel em pH 3 a 4, equivalente, em valor nutritivo,
a farinha original, com uma digestibilidade "in vitro" péptica e
triptica bem superior a da matéria prima, com um custo de produgdo

equivalente a 65-68% do custo de um isolado protéico de soja.

5.2. A enzima Molsin nao & recomendada, por apresentar um menor
rendimento e resultar numa reativagado do fator antitripsina, apos

trés horas de incubagao.

5.3. A enzima Fingica n3o € recomendada devido ao seu baixis
simo rendimento a pH 3,0 e pelo aparecimento de sabor adstringente

durante a incubagao.

5.4. A hidrdolise enzimatica da farinha desengordurada de soja
por Denapsin provoca uma inativagao do fator antitriptico e da lipo

xigenase.

5.5. O aminograma do hidrolisado enzimatico produzido da fari
nha desengordurada de soja por Denapsin & praticamente idéntico ao
aminograma da matéria prima original, o que significa a obtengao de
um produto com sua capacidade nutritiva potencial miaxima, o que ndo

ocorre na elaboragao de outros produtos protéicos derivados da soja.
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5.6. O processo "Batch" de hidrdlise de farinha desengordurada

proporcionou um rendimento bem superior ao dos demais.

5.7. O poder tamponante do hidrolisado enzimdtico foi relativa
mente baixo, o que permite a elaboragdo de bebidas com 1,5% de pro

telna (N x 6,25) com baixa acidez total.

5.8. A ultrafiltragao consegue remover quantidades suficientes
de sais do soro de queijo, para reduzir em cinco vezes seu poder tam
ponante original, bem como para eliminar lactose suficiente, de modo
a nao interferir na aceitabilidade do produto final por todas as

criangas, mesmo que sejam intolerantes a este aglcar.

5.9. O processo utilizado para a concentragao das protelnas do
soro de gqueijo (ultrafiltragao) resultou num produto final com um
aminograma semelhante ao do produto original, sem a destruigao de

aminoacidos essenciais.

5.10. A ultrafiltragao possibilita concentrar as proteilnas do
soro de 9,5% para 63% na base seca, o que diminui bastante o volume
e o0 peso, resultando em menores necessidades de espago de estocagem,

menores custos de transporte e de embalagem.

5.11. O valor PER do produto obtido por ultrafiltragdo do soro
foi de 3,5, comparado com o da caseina-2,50- o que significa um va-
lor nutritivo suficiente para poder complementar as proteinas hidro
lisadas de soja que s3o limitantes em treonina e aminodcidos sulfura

dos.
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5.12. As lactoalbuminas recuperadas permanecem soliiveis em pH
3 a 4,00 que possibilita sua solubilizacdo de forma estdvel em bebi

das acidas.
5.13. Tanto o custo do hidrolisado protéico, como o das protel

nas recuperadas do soro, possibilita formular uma merenda de custo

bastante reduzido.
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