CARACTERIZACAO QUIMICA E NUTRICIONAL DE PLASTEINA PRODUZIDA

A PARTIR DE HIDROLISADO PANCREATICO DE ISOLADO PROTEICO DE SOJA!
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacao quimica e nutricional da plasteina produzida a partir de isolado
protéico de soja (IPS). O hidrolisado de IPS foi produzido em sistema descontinuo, 5% de substrato, relacao enzima/substrato 1/20,
6 h, 37°C, sob agitagao. A plasteina foi produzida com 40% de substrato em solucao aquosa, pH 7, 24 h a 37°C, sob repouso. Na
caracterizagao quimica, foi verificada a distribuicao dos pesos moleculares por meio de eletroforese (SDS-PAGE) e cromatografia de
exclusao molecular (CEM). A SDS-PAGE nao permitiu a visualizacao das bandas tanto no hidrolisado quanto na plasteina. Na CEM
o hidrolisado apresentou 5 fracoes de PM na faixa de 5,4 a 66,2 kDa e a plasteina com 2 fragoes de PM na faixa de 9,6 e 58,7 kDa.
O escore quimico de aminoacidos essenciais confirmou a presenca dos aminoacidos sulfurados como limitantes, sendo obtidos os
valores de 93,2 e 96,4% para o hidrolisado e plasteina, respectivamente. A modificacao enzimatica através da reacao de sintese de
plasteina mostrou ser um processo viavel na producao de matéria-prima para formulacoes alimentares de uso em nutricao clinica
e em outros sistemas, sendo necessaria a suplementacao de metionina quando utilizada como fonte exclusiva de proteina.
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SUMMARY

CHEMICAL AND NUTRITIONAL CHARACTERIZATION OF PLASTEIN PRODUCED FROM PANCREATIC HYDROLYSATE OF SOY
PROTEIN ISOLATE (SPI). The objective of this research was to characterize chemically the plastein produced from a pancreatic
hydrolysate of soy protein isolate (SPI). The SPI hydrolysate was obtained by an enzymatic discontinuous process, with a 5%
substrate concentration, an enzyme/substrate ratio of 1/20, 37°C, 6 hours under constant stirring. The plastein was produced
from this hydrolysate with a 40% substrate (w/v), pH 7, 37°C, for 24 hours without stirring. The protein profile was analyzed by
gel electrophoresis (SDS-PAGE) and by molecular exclusion chromatography (MEC). The SDS-PAGE did not permit the bands
visualization. The MEC pointed that the SPI hydrolysate presented 5 zones in the region between 5.4 and 66.2 kDa while plastein
presented 2 zones in the MW of 9.6 and 58.7 kDa. The amino acid scoring showed that the limiting amino acids were the sulfur-
containing amino acids; reference values of 93.2 and 96.4% were observed for the hydrolysate and plastein, respectively. The
enzymatic modification through the plastein synthesis reaction showed to be a viable process for production of raw material in food

formulation for clinical nutrition and other systems, but it should be supplemented when used exclusive source protein.
Keywords: plastein, enzymatic hydrolysis, pancreatin, soy protein isolate, molecular weight, amino acid scoring.

1 - INTRODUCAO

O interesse na utilizacao de proteinas vegetais e seus
derivados pela indtstria de alimentos tém crescido nos
ultimos anos [38]. A soja, devido a suas qualidades nutricio-
nais e funcionais, disponibilidade de mercado, baixo custo
e desenvolvimento de tecnologia apropriada, apresenta um
consumo aumentado entre os povos ocidentais. A soja brasi-
leira (subgénero Glycine), considerada como “soja tropical”
apresenta em média 21% de 6leo e 42% de proteina no farelo.
O mercado interno da soja concentra-se no consumo de 6leo
e racao animal, sendo pequeno o consumo da soja em grao
e seus derivados na alimentacao humana [20].

O isolado protéico de soja (IPS) é um derivado da soja
amplamente utilizado pela indtstria de alimentos, sendo o
Brasil um grande exportador desta matéria-prima [37]. E
obtido a partir dos flocos ou farinha de soja desengordurada
e contém no minimo 90% de proteina (N x 6,25) em base
seca. Conforme a Legislacao Brasileira, a Proteina Isolada
de Soja deve possuir no minimo 88,0% de proteina (N x
6,25) em base seca [5].
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Embora a funcao nutricional das proteinas e sua im-
portancia para a manutencao da boa saude fisica e mental
sejam reconhecidas, os conceitos de qualidade nutricional
das proteinas tém sido amplamente discutidos e modificados
nos ultimos anos. A soja, devido a sua grande utilizagao,
tem sido minuciosamente estudada. A qualidade nutricional
das proteinas depende basicamente de sua composi¢ao em
aminoacidos essenciais, digestibilidade, biodisponibilidade
e auséncia de toxicidade e/ou propriedades antinutricio-
nais. A escolha do método depende de diversos fatores:
reprodutibilidade de resultados, rapidez de obtencao de
resultados e custos [1].

A utilizacao de dietas contendo a soja como fonte
protéica exclusiva tem sido estudada por diversos au-
tores. Ao avaliar o balanco de nitrogénio em adultos,
CARIAS et al. [9], HENLEY & KUSTER [15], SARWAR
& MACDONOUGH [26], TORUN et al. [33] e YOUNG
& PELLET [39] demonstraram que o IPS poderia ser
utilizado como tinica fonte protéica de nitrogénio e ami-
noacidos essenciais.

A modificacdo enzimatica também pode ser em-
pregada visando a melhoria da qualidade nutricional
e funcional de uma proteina. A hidrélise protéica pode
ser realizada por meio de enzimas, acidos ou alcalis.
Contudo, a hidrélise enzimatica é mais adequada em
relacao aos métodos quimicos quando a aplicagao é
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dirigida a fins nutricionais [12]. Os critérios de selecao
mais importantes a serem considerados em hidrolisados
protéicos incluem valor nutricional, custo, sabor, anti-
genicidade, solubilidade e funcionalidade [18]. O sabor
de hidrolisados protéicos enzimaticos é normalmente
caracterizado por um amargor associado ao aparecimento
de peptideos que apresentam aminoacidos hidrofébicos
no terminal carboxilico [20]. Varios métodos tém sido
estudados com o objetivo de remover este amargor,
sendo os mais empregados a separacao seletiva e reacao
de sintese de plasteina [1, 22].

A reacao de sintese de plasteina pode ser considerada
um processo enzimatico que ocorre de modo reverso a
hidrélise usual catalisada por proteinases [34]. Operacio-
nalmente, a formacao de plasteina tem sido definida como
a formacao de material insoltvel em solucao de TCA 10%,
etanol 70% ou acetona [31]. Esta reacao tem sido utilizada
para as proteinas de soja e, em menor grau, para casei-
na, ovalbumina, proteinas de soro lacteo, concentrado
protéico de peixe e outras fontes protéicas nao convencio-
nais. Embora a reacdo de sintese de plasteina tenha sido
descrita ha mais de 100 anos, os mecanismos envolvidos
na reacao ainda nao estao completamente elucidados. Na
década de 70, alemaes e japoneses publicaram diversos
trabalhos envolvendo a reacdo de plasteina e os mecanis-
mos envolvidos nesta reacdo. Neste periodo, a reacao de
plasteina foi considerada um processo reverso a hidrélise
enzimatica tradicional, tendo como substrato uma elevada
concentracao de peptideos, os quais eram condensados
resultando em um novo material protéico de alto peso
molecular [24, 34].

A partir da década de 80, pesquisadores propuseram
outros modelos de mecanismos para a reacao de plastei-
na. LOZANO & COMBES [19] sugeriram que o processo
de transpeptidacdo ocorre como mecanismo primario.
ANDREWS & ALICHANIDIS [4] e SUKAN & ANDREWS [31]
consideraram pouco provavel a formacao de novas ligacoes
peptidicas e que as forcas fisicas, como interacodes hidrofo-
bicas e i0nicas, seriam as mais importantes na reacao de
sintese de plasteina. As propriedades da plasteina depen-
dem da extensao da degradacao do hidrolisado aplicado,
da natureza dos substratos, do tipo de proteinases e das
condicoes especificas da reacdo que influem notadamente
na composicao de aminoacidos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as proprie-
dades quimicas e nutricionais do isolado protéico de soja
modificado através da reacao de hidrdlise enzimatica e
sintese de plasteina, utilizando a pancreatina como sistema
enzimatico.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

O substrato utilizado foi o Isolado Protéico de Soja Sam-
prosoy 90-NB fornecido pela Santista Alimentos S.A. A enzima
utilizada para hidroélise e sintese de plasteina foi a pancrea-
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tina de pancreas suino (Merck), com atividade declarada de
350 FIP/g de protease. Os demais reagentes foram de grau
analitico (p.a.) de diversas procedéncias. Os equipamentos
usados foram especificos para cada método.

2.2 - Métodos

2.2.1 - Composicao centesimal do isolado
protéico de soja (IPS)

O teor de proteinas (base seca) foi determinado mul-
tiplicando-se a porcentagem de nitrogénio pelos fatores
6,25 € 5,71, sendo o nitrogénio determinado pelo método
Kjeldahl (semimicro), conforme procedimento da AOAC
[6]. Os teores de Umidade e Cinzas foram determinados
conforme procedimento da AOAC [6] e lipideos totais, se-
gundo BLIGH & DYER [7]. A determina¢ao da composicao
centesimal foi analisada em triplicata.

2.2.2 - Producao do hidrolisado pancreatico
de IPS

A hidrélise do IPS foi feita conforme MARTINS [20],
modificado por SALADO [25] (com ajuste de pH), em
sistema descontinuo. O reator enzimatico (marca Tecnal)
com capacidade de 10 L foi projetado e adaptado para as
condicoes de hidroélise necessarias, apresentando banho-
maria com circulacdo de dgua e pa para agitaciao contro-
lada (rpm). Os parametros da reacdo empregados foram:
concentracao de substrato a 5%, relacao enzima/substrato
de 1/20, ajuste de pH para 7,5 com solucao de NaOH a 1N,
duracao de 6 h, agitacao de 50 rpm e temperatura de 37°C.
Foram realizadas 4 repeti¢oes de 10 L cada.

Para produzir o hidrolisado, a suspensao aquosa de
IPS foi aquecida com agua deionizada até 37°C e verificado
o pH, que foi em média de 6,85. Foi acrescentado 1 mg/mL
de azida sédica (NaN,) como agente antimicrobiano. Em
seguida, foi adicionada a pancreatina previamente dissolvida
em agua, feito o ajuste de pH para 7,5, e monitorado a cada
hora de reacao. A hidrélise foi controlada pela determina-
¢ao do grau de hidrélise (GH) através da solubilidade do
nitrogénio em solugao de TCA a 10%, no tempo O a apds
6 h, segundo método proposto por YAMASHITA et al.
[37], em que a proteina precipitada por solucao de TCA a
10% foi centrifugada a 10.000 rpm durante 15 minutos,
na temperatura de 4°C. O nitrogénio do sobrenadante foi
determinado pelo método Kjeldahl (semimicro), conforme
procedimento da AOAC [6].

Apo6s o periodo de reacao, a dispersao resultante foi
aquecida a 70°C por 10 minutos [21]. O hidrolisado foi
resfriado até a temperatura ambiente, sendo liofilizado
e acondicionado em embalagens plasticas, armazenado
em freezer até a realizacdo das analises e utilizacdo como
substrato para a reacdo de sintese de plasteina.

2.2.3 - Producao da plasteina

A reacao de sintese de plasteina foi realizada conforme
procedimento descrito por MARTINS [20], sendo utiliza-
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do como matéria-prima o hidrolisado pancreatico de IPS
(40%) em solucao aquosa de pH 7,0; com relacao enzima/
substrato de 1/20 e 1 mg/mL de NaNO,. A incubagao ocor-
reu em reator marca Tecnal, com capacidade para 10 L,
sob repouso, a 37°C, durante 24 h. A reacdo de sintese de
plasteina foi monitorada pela determinagdo do rendimen-
to (o) em solucao de TCA a 10%, sendo definida como a
relacao de nitrogénio insolavel em solucao de TCA a 10%
pelo nitrogénio total [60]. Apés a incubacao, procedeu-se
de forma semelhante ao hidrolisado. Foram realizadas
duas repeticoes de 2 L cada.

2.2.4 - Determinacao do peso molecular

A distribuicao do peso molecular do IPS, hidrolisado
pancreatico e plasteina de IPS foi determinada pela eletro-
forese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
s6dio (SDS-PAGE) e através da cromatografia de exclusao
molecular. A SDS-PAGE foi realizada de acordo com o
procedimento descrito por LAEMMLI [17] e adaptado ao
método proposto por PETRUCCELLI & ANON [24], utili-
zando gradiente de gel de 4 a 20%. A calibragao do gel foi
realizada com padroes de proteina da Pharmacia cujo peso
molecular variou de 14,4 a 94 kDa (a-lactoalbumina: 14,4
kDa; inibidor de tripsina: 20,1 kDa; anidrase carboénica:
30 kDa; ovalbumina: 43 kDa; albumina bovina: 67 kDa e
fosforilase b: 94 kDa).

A cromatografia de exclusao molecular foi realizada de
acordo com o procedimento descrito por ANDREWS [3],
utilizando o gel Sephacryl S-200, que contém dextrano e
poliacrilamida e € estavel em pH entre 3 e 11. O gel foi equi-
librado em tampao fosfato 0,05 M, pH 5,8. A cromatografia
foi desenvolvida em coluna XK-16/100 (Pharmacia), a uma
velocidade de 1 mL/min., a temperatura de 22°C. Foram
coletadas fragoes de 3 mL, sendo as proteinas detectadas
pela leitura de absorbancia, no comprimento de onda de
280 nm, em cubetas de 1 cm de caminho 6ptico. O volume
de exclusao (Vo) foi determinado usando Blue Dextran 2000
(1 mg/mL) da Sigma. A coluna foi calibrada pela eluicao de
padroes de proteinas da Pharmacia, variando de 13,7 a
67 kDa (ribonuclease A bovina:13,7 kDa; quimotripsinogénio
A bovina: 25 kDa; ovalbumina: 43 kDa; albumina bovina:
67 kDa e aldolase: 158 kDa).

2.2.5 - Escore quimico de aminoacidos
essenciais (EQ)

Calculado a partir do resultado do aminograma, utili-
zando o padrao de referéncia da FAO/OMS [11], segundo
YOUNG & PELLET [39], sendo expresso pela seguinte
Equacao (1):

mg de aminoacido/ g de proteina teste
EQ (%) = — 7 — x 100
mg de aminoacido/ g de proteina padrao

(1)

A anadlise de aminoacidos essenciais foi feita através
do método de SPACKMAN et al. [29], sendo o triptofano
determinado segundo ALRED & MacDONALD [2]. A deter-
minacao foi realizada em duplicata.
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2.2.6 - Analise estatistica

As médias dos resultados obtidos foram submetidas a
analise de variancia e, quando diferentes, pelo teste de Tukey
ao intervalo de 5% de significancia [10]. Para as curvas de
calibracao foi utilizado o coeficiente de correlacao obtido
da regressao linear.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Caracterizacao da matéria-prima

O isolado protéico de soja pode apresentar composicao
centesimal variada dependendo do processamento e das
condicodes de cultivo [28]. Assim, a padronizacao da matéria-
prima € uma caracteristica importante para a producao de
hidrolisados e plasteinas com propriedades similares.

Os resultados relativos a analise centesimal do IPS Sam-
prosoy 90-NB encontram-se na Tabela 1. Para os calculos
de conversao do nitrogénio em proteina foram utilizados os
fatores 6,25, que sao utilizados na legislacao bromatolégica
brasileira e também pelas indtstrias de alimentos; e 5,71,
que é o mais adequado, por representar o conteido nitro-
genado especifico da soja [48]. Os valores obtidos (90,2%
para o fator 6,25 e 82,4% para o fator 5,71) estao de acordo
com os recomendados pela legislacao [5] e encontrados por
MARTINS [20], HENN & NETTO [16], NETTO & GALEAZZI
[21] e SALADO [25], todos considerando o fator de conversao
de 6,25. Valores superiores a 96,9% (N x 6,25) em base seca
foram obtidos por SOUZA [27] no IPS produzido a partir de
farinha desengordurada de soja, sob diferentes temperaturas
e com rendimento médio de 26,57%.

TABELA 1 - Composicao centesimal aproximada do isolado
protéico de soja

Componentes (%) Isolado Protéico de Soja - IPS’

Proteina (N x 6,25)? 90,24+0,04
Proteina (N x 5,71)2 82,4+0,04
Umidade 5,4+0,09
Cinzas? 3,9+0,05
Lipideos? 0,7+0,11

Valores médios de 3 determinagdes + desvio padrao
2Valores expressos em base seca

O contetdo de umidade e cinzas esta de acordo com
os encontrados por MARTINS [20], SALADO [25], HENN &
NETTO [16] e SOUZA [27]. Quanto ao contetido de lipideos,
o valor obtido est4 semelhante ao descrito por MARTINS
[20] e SALADO [25] e abaixo dos valores encontrados por
HENN & NETTO [16] e SOUZA [27]. HENN & NETTO [16]
avaliaram 13 IPSs comerciais de diferentes marcas e obti-
veram diferentes valores quanto ao conteudo de proteina,
lipideos, umidade e cinzas.

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

3.2 - Producao do hidrolisado e plasteina

O grau de hidroélise ou indice de solubilidade em TCA
a 10% foi utilizado para verificar a extensao da hidrélise
protéica. Considera-se que, quanto maior o seu valor, maior
o rendimento de peptideos de baixo peso molecular [60].
NETTO & GALEAZZI[21], HAGAN & VILLOTA [14] obtiveram
elevado grau de correlacao entre o método de TCA a 10%
e o método de TNBS proposto por ADLER-NISSEN [1]. O
método da solubilidade em TCA foi escolhido por permitir a
comparacao com o rendimento da plasteina, que € expresso
pela insolubilidade do nitrogénio em TCA a 10%.

O hidrolisado pancreatico de IPS apresentou elevado
grau de hidrélise (83,7%), préoximo ao valor obtido por
SALADO [25] (com controle de pH) e inferior ao obtido
por MARTINS [20] (sem controle de pH). Estes valores
sao superiores aos apresentados por NETTO & GALEAZZI
[21], embora as condicdes de hidrdlise tenham sido dife-
rentes. Em relacao ao controle de qualidade, € importante
trabalhar com parametros padronizados de concentracao
de substrato, relacao enzima/substrato, pH e temperatura
para a obtencao de hidrolisados com o mesmo perfil de
PM. Este elevado grau de hidrélise provavelmente foi obtido
devido a utilizacdo de uma mistura de exo- e endopepti-
dases (pancreatina), que ainda € de baixo custo, segue o
modelo da digestao fisiol6gica e nao necessita de mudancas
drasticas de pH, o que contribui para a boa osmolalidade
do produto [20].

A plasteina obtida a partir do hidrolisado pancreatico
de IPS obteve 65,8% de produtividade avaliada através da
insolubilidade do nitrogénio em solucao de TCA a 10%. O
rendimento da plasteina foi maximo com concentracoes
de substrato entre 30 e 40%. Um aspecto importante da
obtencao desta plasteina é o pH 7,0 da reacao de sintese,
o qual foi bem préximo ao utilizado para a obtencao do
hidrolisado (pH 7.5).

BROWNSELL et al. [8] e WILLIAMS et al. [36] avalia-
ram a aplicacdo da sintese de plasteina na micoproteina
(Quorn™) produzida pela fermentacao da cepa de Fusariuns
graminearum. Os autores verificaram que o rendimento da
plasteina nao foi afetado pelo pH da reacao que variou de 3,0
a 7,5, mas foi incrementado pela concentracao do substrato,
mostrando-se superior quando a concentracao era de 43%
(p/p)- SYNOWIECKI et al. [32] obtiveram maior rendimento
quando a reacao de sintese de plasteina foi realizada com
50% de hidrolisados de eritrécito bovino, utilizando a Alca-
lase como sistema enzimatico nas duas etapas.

A utilizacdo do mesmo sistema enzimatico nas rea-
coes de hidrdlise e sintese de plasteina é considerada um
fator importante no controle do processo. Caso contrario,
a hidrdlise podera ser favorecida, mesmo sob condicbes
distintas e adversas. SYNOWIECKI et al. [32] consideram
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essencial verificar se a enzima retém sua atividade catalitica
nas condicoes da reacao de sintese de plasteina, pois uma
mistura de peptideos poderia ser ainda clivada durante
a sintese, formando novos aminogrupos, dificultando a
interpretacao dos mecanismos desta reacao.

A formacao simultanea de pequenas quantidades de
material de baixo e elevado peso molecular pode, em alguns
casos, revelar a evidéncia do mecanismo de transpeptidacao,
o qual poderia ser igualmente explicado pela formacao de
material agregado, acompanhado de pouca hidrélise conti-
nua. LOZANO & COMBES [19] verificaram que a atividade
enzimatica é alterada com a concentracao do substrato
e os valores de transpeptidacao/condensacao diminuem
quando a concentracao do substrato aumenta.

A utilizacao de exo- e endopeptidases para avaliar os
mecanismos da reacao de plasteina de caseina também foi
avaliada por STEVENSON et al. [30]. Os autores utilizaram
técnicas de ressonancia nuclear magnética (NMR) e espec-
trometria de massa e demonstraram que podem ocorrer
os quatro processos discutidos anteriormente (hidrolise,
condensacao, transpeptidacao e agregacao fisica), conforme
as condicbes da reacao. Em sistemas de pequenos peptideos,
as reacoes de condensacao e transpeptidacao ocorreram
dando formacao a um produto insolavel (precipitado),
com evidente preferéncia dos peptideos hidrofébicos neste
processo. Quando altos niveis de peptideos hidrofébicos
marcados foram acrescentados ao hidrolisado de caseina
também havia evidéncia da reacao de condensacao, prin-
cipalmente se exopeptidases foram usadas na reacao. O
uso de endopeptidases resulta em pouca condensacao ou
transpeptidacdo. Os autores verificaram que, em presenca
de elevada concentracao de substrato, houve a detecgao de
ligacdo covalente entre os peptideos hidrofilicos e alguns pep-
tideos de maior peso molecular presentes na mistura.

3.3 - Caracterizacao do peso molecular

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dode-
cil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) tem sido muito utilizada
para prover resolucao adicional de peptideos maiores que
5 kDa e, assim, complementar os dados de distribuicao
de peso molecular obtidos pela cromatografia de exclusao
[24]. Os perfis eletroforéticos do hidrolisado e da plasteina
sao demonstrados na Tabela 2.

O método de SDS-PAGE com gradiente de 4 a 20%
de acrilamida permitiu o monitoramento das mudancas
ocorridas com o IPS submetido as reacoes de hidrélise e
plasteina. O IPS apresentou 7 bandas com PM que variou
de 20,2 a 81,4 kDa. No hidrolisado pancreatico e plas-
teina nao houve a deteccao de bandas, sendo verificado
uma coloracao mais intensa na regiao inferior ao PM de
28 kDa. Apesar de esta metodologia nao ser especifica
para peptideos de baixo peso molecular, verifica-se que
a hidrdlise foi extensa.

MARTINS [20] avaliou a SDS-PAGE do IPS, hidrolisado
pancreatico e plasteina de IPS em gel a 8% de acrilamida e o
IPS apresentou PM variando de 14,4 a 71 kDa. Nao foi pos-
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sivel detectar bandas com PM inferior a 60 kDa tanto para o
hidrolisado quanto para a plasteina. Esta diferenca pode ser
explicada pelo maior grau de hidroélise do hidrolisado atual
e também pela mudanca da metodologia empregada.

A pancreatina, que € um sistema enzimatico formado
por uma mistura de tripsina, o-quimotripsina e carbo-
xipeptidases A e B, tem ambas as atividades de endo- e
exopeptidases [35]. Na SDS-PAGE apresentou 7 bandas
na concentracao de 5 mg/mL e 6 na concentracao de 2,5
mg/mL. O PM variou de 14,1 a 53,4 kDa e nao foi detec-
tada nenhuma banda tipica da enzima nos produtos da
modificacdo enzimatica (hidrolisado e plasteina). Isto
provavelmente ocorre pela baixa concentracao da enzima
e/ou por ter sido parcialmente utilizada como substrato
da hidrolise [34]. O perfil cromatografico do hidrolisado e
plasteina sao apresentados na Figura 1.

2 2

Plasteina
15 1 T 15

Hidrolisado !

Abs (280nm)
!

05 T 05

6 96 186 285 375 465

Ve (mi)

FIGURA 1 - Perfil da cromatografia de exclusao molecular em
gel Sephacryl S-200 do hidrolisado pancreatico e plasteina
de IPS, eluido em tampao fosfato 0,05 M, pH 5,8 e detectado
em absorbancia de 280 nm

Os resultados sugerem que, na plasteina, houve pre-
dominéancia de peptideos de baixo e alto PM, sendo que no
hidrolisado, houve uma melhora na sua distribuicao, com
fracoes de baixo, médio e elevado PM. Estes dados diferem
da SDS-PAGE, onde nao foi detectado peptideo de elevado
PM. Isto provavelmente ocorreu porque, na SDS-PAGE,
ha o rompimento das interacoes nao-covalentes e ligacao
dissulfeto, sendo que na cromatografia, utilizando o tampao
fosfato, nao ocorre este tipo de rompimento.

A Tabela 2 contém os valores calculados para a SDS-
PAGE e cromatografia de exclusao molecular. Os valores
da cromatografia de exclusao molecular sao diferentes dos
apresentados por MARTINS [20], que utilizou o gel Bio-Rad
P60 e detectou duas fracoes na faixa de 45 kDa e 420 Da,
para o hidrolisado de IPS e 6 fracoes pouco definidas na
faixa de 47 kDa a 350 Da, para a plasteina.

TABELA 2 - Distribuicao de peso molecular (PM) do hidrolisado
e plasteina de IPS obtidos através da eletroforese em gel de
poliacrilamida (4-20%), na presenca de dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) e cromatografia de exclusao molecular em gel
Sephacryl S-200, eluido em tampao fosfato 0,05 M, pH 5,8

Produto SDS-PAGE Cromatografia de Excluséo
(kDa) Molecular (kDa)
Hidrolisado - 66,2—-44,3-29,7-14,7-54
Plasteina - 58,7 -9,6
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YAMASHITA et al. [37] observaram a formacao de
peptideos de elevado PM durante a reacdo de sintese
de plasteina, através de espectroscopia em infraver-
melho e uso de deutério. Outros trabalhos citados na
literatura especializada tém demonstrado que a reacao
de sintese de plasteina € eficiente na incorporacao de
ésteres de aminoacidos visando a melhoria da qualidade
nutricional da matéria-prima [7, 37]. ARAI & FUJIMAKI
[7] consideram que a ligacao peptidica na sintese de
plasteina pode ocorrer por transpeptidagao e/ou con-
densacgao e que pode ser mais provavel que ocorram
ambas as reacoes com extensao variavel, dependendo
das condi¢Oes experimentais € da natureza dos pepti-
deos envolvidos.

SUKAN & ANDREWS [31] caracterizaram uma plas-
teina obtida a partir de hidrolisado péptico de caseina e
o perfil dos peptideos originalmente presentes no hidro-
lisado também estava presente na plasteina e o contetido
de aminogrupos nao foi alterado na formacao de plastei-
na. Estes experimentos, adicionados aos de eletroforese
em gel, mostraram que somente ligacoes hidrofébicas e
idnicas estdo envolvidas na formacao da plasteina, nao
tendo sido detectada formacgao de ligacao peptidica ou
transpeptidacao. Eles ainda obtiveram maior rendimento
da plasteina quando a mesma proteinase era usada em
ambos os estagios da reacao e o peso molecular do subs-
trato era de 380-800 Da.

BROWNSELL et al. [8] e WILLIAMS et al. [36] ava-
liaram a aplicacdo da reacao de sintese de plasteina na
micoproteina (Quorn™) produzida pela fermentacao
da cepa de Fusariuns graminearum. Foram utilizados
varias enzimas (pepsina, tripsina, quimotripsina, papa-
ina e proteinase de Streptomyces griseus) e os autores
verificaram, por meio de filtracao em gel (Superose 12),
cromatografia de troca ionica, analise de aminoacidos e
calorimetria diferencial de varredura (DSC), que a for-
macao da plasteina é um processo de agregacao fisica, o
qual apresentou estrutura de um gel tixotrépico, ou seja,
o comportamento do gel muda com o tempo e/ou com a
forca de cisalhamento.

STEVENSON et al. [30] utilizaram técnicas de res-
sonancia nuclear magnética (NMR) e espectrometria de
massa para avaliar os mecanismos envolvidos na sintese
de plasteina de caseina utilizando exo- e endopeptidases.
Eles demonstraram que podem ocorrer os processos de
hidrolise, condensacao, transpeptidacao e agregacao fisica,
conforme as condicoes da reacao. Em sistemas contendo
pequenos peptideos, as reacoes de condensacgao e trans-
peptidacao ocorreram dando formacao a um produto inso-
lavel (precipitado), com evidente preferéncia dos peptideos
hidrofébicos neste processo. Estes trabalhos demonstram
que a reacao de sintese de plasteina ¢ um processo no qual
podem estar envolvidos diversos tipos de ligacoes quimicas
e que as caracteristicas finais do produto dependem das
condic¢oes da reacgao e das técnicas empregadas para a sua
caracterizagao.
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3.4 - Escore quimico do IPS, hidrolisado
pancreatico e plasteina

O valor nutritivo da proteina depende principalmente
de sua capacidade para satisfazer as necessidades de ni-
trogénio e de aminoacidos essenciais. Os requerimentos
de nitrogénio e de aminoacidos sao, por conseguinte, o
padrao légico pelo qual se deve medir esta capacidade na
proteina. A capacidade de uma fonte de proteina satisfazer
os requerimentos de aminoacidos e de nitrogénio depende
nao somente da composicao de aminoacidos e digestibi-
lidade da fonte ou mistura de proteinas, mas também da
composicao e adequagao da dieta como um todo, assim
como do estado fisiolégico, nutricional e de satude do
consumidor [39].

A Tabela 3 mostra o escore quimico dos aminoacidos
essenciais do hidrolisado e plasteina de IPS comparado
ao padrao FAO/OMS [11]. Os resultados demonstram que
os aminoacidos sulfurados sao limitantes com escore
quimico de 93,2 e 96,4% para o hidrolisado e a plasteina,
respectivamente. Os resultados demonstram o elevado
valor nutricional destas proteinas modificadas enzimati-
camente; porém, torna-se necessaria uma suplementacao
dos aminoacidos sulfurados quando estes produtos sao
utilizados como fonte exclusiva de proteina.

O EQ do hidrolisado de IPS foi superior ao relatado por
MARTINS [20], que obteve 81,2% de adequacao em relacao
aos aminoacidos sulfurados. O autor também avaliou o teor
de aminoacidos livres na plasteina produzida pela mistura
(50:50) de hidrolisados de IPS e caseina e verificou que
os aminoacidos livres apresentaram uma reducao de 12%
na plasteina. Os aminoacidos Lys, Met, Phe e Trp foram
liberados em maior proporcao, nao sendo detectada a
prolina na forma livre.

A avaliagao biolégica e clinica deste hidrolisado pan-
creatico de IPS realizada por SALADO [25] indicou que a
dieta contendo o hidrolisado foi eficiente para a recupe-
racao de ratos wistar adultos desnutridos, promovendo
ganho de peso, balanco nitrogenado positivo, PER, VB
e NPU elevados e ainda aumento de niveis séricos de
albumina, transferrina e proteinas totais. Em adicao,
estudos histolégicos realizados pela mesma autora mos-

traram que a dieta formulada com o hidrolisado protéico
promoveu a recuperacgao adequada tanto do figado como
do intestino dos animais alimentados durante 21 dias,
podendo ser comparada aos niveis de recuperacao com
a dieta de caseina.

BROWNSELL et al. [8] avaliaram a aplicacao da
reacao de sintese de plasteina na micoproteina (Quorn)
utilizando a enzima pepsina e 43% de concentracao de
substrato (p/p). Considerando os aminoacidos Leu, Ile,
Val e Phe como mais hidrofébicos e Asp/Asn, Glu/Gln, Lys
e Arg como mais hidrofilicos, a relacdo de aminoacidos
hidrofébico/hidrofilico foi de 24,3/34,1 no hidrolisado e
de 41,3/25,1 na plasteina.

Ao avaliarmos a relacao hidrofébica/hidrofilica do perfil
de aminoacidos do hidrolisado pancreatico e plasteina de
PIS conforme a descricao de BROWNSELL et al. [8], obti-
vemos os valores de 23/48 para o hidrolisado e 27/39 para
a plasteina de IPS. Estes resultados estao de acordo com
os obtidos por SUKAN & ANDREWS [31], que verificaram
a preferéncia pela incorporacdo dos aminoacidos hidro-
fébicos durante a reacao de sintese de plasteina obtida de
hidrolisado péptico de caseina.

PELUZIO et al. [23], ao avaliarem a qualidade nutri-
cional do isolado protéico da folha de mandioca (IPFM)
combinado com a caseina (50:50) pela reacao de sintese de
plasteina, verificaram que houve uma melhora significativa
no perfil de aminoacidos, principalmente em relacao ao
acido glutamico (limitante) que aumentou 60% em relagao
ao IPFM.

SYNOWIECKI et al. [32] realizaram a avaliagdao nutri-
cional de plasteina produzida a partir de hidrolisado de
eritrécitos bovino, utilizando a enzima Alcalase e dietil éster
de acido glutamico. Os resultados indicaram diferencas na
composicao aminoacidica do hidrolisado e da plasteina,
em que houve a incorporacao de elevadas quantidades de
acido glutamico (26%) e menor teor de aminoacidos livres
(1,85 mg g' na plasteina e 18,57 mg g' no hidrolisado).
Também foram determinados o Quociente de Eficiéncia
protéica (PER) e o Indice de aminoéacidos essenciais (EAA)
dos produtos. Foram obtidos os valores de 3,7 para o PER
do hidrolisado de eritrécitos bovino e de 2,2 para a plas-
teina e o EAA de 67,3 para o hidrolisado e de 46,0 para a

TABELA 3 - Escore quimico de aminoacidos essenciais (EQ) do hidrolisado e plasteina de IPS

Aminoacidos essenciais Fontes protéicas EQ (%)

(mg/g proteina) Padro [11] Hidrolisado Plasteina Hidrolisado Plasteina
Val 35 4,98 5,05 142,3 1443
lle 2,8 4,83 3,89 172,5 138,9
Leu 77 8,17 8,23 106,1 106,9
Thr 34 3,49 3,53 102,7 1038
Met + Cys (%) 2,5 2,33 2,41 93,2 96,4
Tyr + Phe 6,3 8,66 10,04 137,5 1594
His 1,9 2,24 2,28 117,9 120,0
Lys 58 7,36 6,82 126,9 117,6
Trp 11 1,35 1,32 1227 120,0
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plasteina. Estes resultados estao relacionados aos baixos
teores de aminoacidos sulfurados e isoleucina detectados
no hidrolisado e na plasteina.

SOUZA et al. [28] estudaram a composi¢ao mineral e
de aminoacidos das plasteinas obtidas da proteina da folha
de mandioca, da soja e do soro de queijo. As plasteinas
demonstraram ser uma boa fonte de aminoacidos essen-
ciais, ferro, manganés, magnésio e zinco e. O sobrenadante
apresentou teores elevados de cobre e sédio.

4 - CONCLUSOES

O presente trabalho avaliou as propriedades quimicas
da plasteina produzida a partir de hidrolisado de isolado
protéico de soja, utilizando a pancreatina como sistema
enzimatico. O hidrolisado apresentou perfil cromatografico
com 5 fracoes de PM na faixa de 5,4 a 66,2 kDa e a plas-
teina com 2 fracoes de PM na faixa de 9,6 e 58,7 kDa. O
hidrolisado apresentou uma distribuicao mais homogénea
de PM. A SDS-PAGE nao permitiu a visualizagido das bandas
tanto no hidrolisado quanto na plasteina.

O escore quimico de aminoacidos essenciais confirmou a
presenca dos aminodacidos sulfurados como limitantes, sendo
obtidos os valores de 93,2 e 96,4% para o hidrolisado e plas-
teina de IPS, respectivamente. A relacao hidrofébica/hidrofilica
do perfil de aminoacidos foi de 23/48 para o hidrolisado e
de 27/39 para a plasteina, caracterizando o carater mais
hidrofébico da plasteina em relacdo ao hidrolisado.

A modificacdo enzimatica através da reacao de hidroélise
e de sintese de plasteina mostrou ser um processo viavel
na producao de matéria-prima para ser aplicada em for-
mulagoes de uso em nutricao clinica e em outros sistemas
alimentares nos quais € necessario o uso de peptideos de
peso molecular variado. No entanto, torna-se necessaria a
suplementacao de metionina quando utilizada como fonte
exclusiva de proteina.
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