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Resumo  

RESUMO 

 

Os minerais essenciais participam de várias funções vitais do organismo, suas 

deficiências contribuem de maneira significante para a morbidade e mortalidade na 

infância, especialmente nos países em desenvolvimento, sendo consideradas como 

problema de saúde pública em todo o mundo. Minerais apresentados na forma de 

complexos orgânicos têm sido propostos para correção destas deficiências por 

apresentarem maior biodisponibilidade, quando comparados aos equivalentes sais 

inorgânicos. Os minerais cobre, ferro, manganês e zinco são essenciais aos 

organismos vivos (humano e animal), a manutenção de seus níveis de acordo com 

as necessidade fisiológicas contribuem para a manutenção da saúde, resultando em 

benefícios econômicos. No presente trabalho foi realizada a preparação e 

caracterização físico-química de complexos dos minerais Cobre (Cu), Ferro (Fe), 

Manganês (Mn) e Zinco (Zn) com hidrolisados parciais de proteína de soja. As 

hidrólises utilizando as enzimas Aranzime e Alcalase foram mais eficientes que as 

demais hidrólises enzimáticas ou ácidas, entretanto somente a Alcalase foi aprovada 

para a manufatura de produtos alimentares de consumo humano. A coordenação 

entre os metais e o hidrolisado pode ser confirmada por pelo deslocamento das 

bandas νNH2, νaCOO- e νsCOO-. Os complexos obtidos de cobre, ferro, manganês e 

zinco, posuem em sua composição os respectivos percentuais de ligação: 2,21%, 

1,22%, 12,38% e 10,40%. 



Abstract  

ABSTRACT 

 
The essential minerals participate in many vital functions in the organism, its 

deficiencies contribute in significant way for the morbidity and mortality in the 

childhood, especially in developing countries, being considered as public health 

problem in the whole world. Minerals presented in the form of organics complexes 

have been considered a good choice for these deficiencies, because it presents 

greater bioavailability when compared with the equivalents inorganic salts. The 

minerals copper, iron, manganese and zinc are essential to the organisms (human 

and animal), its physiological levels in accordance with the necessity contribute for 

the health maintence, resulting in economical benefits. In the present work it was 

carried through preparation and physical and chemical characterization of mineral 

complexes of Copper (Cu), Iron (Fe), Manganese (Mn) and Zinc (Zn) with partial 

hydrolysates of soy protein. The hydrolyses using the Aranzime and Alcalase 

enzymes had been more efficient than other enzymatic or acid hydrolyses, 

however only the Alcalase enzyme is approved for the manufacture of alimentary 

products for human consumption. Coordination between metals and the 

hydrolysate can be confirmed by the displacement of the νNH2, νaCOO- and νsCOO- 

bands. The gotten copper, iron, manganese and zinc complexes, had the 

respective percentages of metal in its composition: 2,21%, 1,22%, 12,38% e 

10,40%. 
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1. Introdução 

 

A alimentação e a nutrição constituem requisitos básicos para a 

promoção e a proteção da saúde, possibilitando o crescimento e desenvolvimento 

humano, com qualidade de vida e cidadania (Política Nacional de Alimentação e 

Nutrição, 2003). 

Vários nutrientes inorgânicos são essenciais à vida, estão 

distribuídos amplamente na natureza, e atuam no organismo participando de 

várias funções bioquímico-metabólicas vitais, tais como: os sistemas enzimáticos, 

envolvidos no metabolismo de proteínas, carboidratos e lipídeos; na regulação 

hídrica e balaço eletrolítico; na consolidação óssea, na atividade neural e muscular 

(BRODY, 1994). De maneira geral, estes nutrientes estão presentes no organismo 

em pequenas quantidades, e devem ser fornecidos pela dieta, sendo os principais 

o Cobalto (Co), Cobre (Cu), Crômio (Cr), Ferro (Fe), Iodo (I), Manganês (Mn), 

Selênio (Se) e Zinco (Zn) (GOLDHABER, 2002; HOSTETLER et al., 2003; LOBO, 

2004). 

Estes minerais são encontrados nos alimentos, porém em 

quantidades e disponibilidade variadas, portanto a dieta diária deve ser 

balanceada. Pessoas que fazem uso de dietas hipocalóricas apresentam alta 

probabilidade de desenvolverem deficiência de minerais. Outros fatores podem 

desencadear deficiências minerais, como: uso de medicamentos que interferem 

com a absorção ou metabolismo de um mineral; consumo de álcool; doença renal; 

doenças gastrintestinais, hemorragia e diarréia. Os minerais essenciais são 

classificados em dois grandes grupos: macrominerais, aqueles cujas necessidades 

diárias variam de cem miligramas a gramas, como por exemplo: fósforo, cálcio, 
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magnésio, sódio, potássio, cloreto; e microminerais, aqueles cujas necessidades 

diárias são menores que cem miligramas, como por exemplo ferro, zinco, iodeto, 

cobre, manganês, fluoreto, crômio, selênio, molibdênio e cobalto (ALBION 

LABORATORIES INC – Mineral – vital components of your dietery intake,1993; 

MERCK, 2006; MÜLLER, 2005). 

As deficiências de minerais essenciais contribuem de maneira 

significativa para a morbidade e mortalidade na infância, especialmente nos 

países em desenvolvimento (MISHAAN et al, 2003), sendo consideradas como 

problema de saúde pública em todo o mundo (WATZKE, 1998). Muitas doenças 

metabólicas e fisiopatológicas são decorrentes de ingesta ou absorção 

inadequada destes nutrientes (HOUSE, 1999). 

Deficiências de minerais podem ocorrer como deficiência primária 

quando a ingestão do mineral é inadequada ou como deficiência secundária 

quando outros fatores da dieta interferem na absorção ou no metabolismo 

(OSLON et al, 1999). 

A má nutrição está cada vez mais sendo reconhecida como um 

problema de saúde importante e prevalente, em muitos países. Problema com 

sérias conseqüências em longo prazo para crianças podendo influenciar seu 

desenvolvimento. Mais de 2 bilhões de pessoas vivem em situação de risco de 

doenças relacionadas a deficiências de minerais, sendo as deficiências mais 

comuns aquelas relacionadas ao ferro e iodeto, sendo maior a incidência em 

mulheres na idade fértil e crianças dos países subdesenvolvidos e em 

desenvolvimento (LATHAM et al, 2001). 

Como estratégias de combate a algumas deficiências nutricionais 

tem sido instituído em vários países programas de suplementação mineral 
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utilizando-se a fortificação alimentos ou a suplementação medicamentosa, os 

quais em sua maioria, utilizam sais inorgânicos. Porém, minerais apresentados na 

forma de complexos ou quelatos orgânicos têm sido propostos, por apresentarem 

maior biodisponibilidade (ATTAELMANNAN et al., 1996; LOBO, 2004; ASHMEAD, 

2004). O complexo metálico, ou quelato, de maneira geral é estável às condições 

do trato gastrintestinal, evitando a formação de complexos insolúveis e, portanto, 

não biodisponíveis (SPEARS, 1996; PEIXOTO, 2005). 

MARCHETTI (2000) demonstrou a viabilidade de fortificação de 

alimentos com vitaminas e minerais quelados a aminoácidos. Nestas condições, a 

presença dos minerais não aumentou a velocidade de degradação das vitaminas. 

Esta estabilidade foi atribuída a menor ionização dos minerais, possibilitando, 

portanto a administração conjunta. 

 

1.1 COMPOSTOS DE COORDENAÇÃO OU QUELATOS 

1.1.1 Definição 

A “Association of American Feed Control Officials” – AAFCO 

(2000) classifica e define estes compostos como: Quelato metal-aminoácido é um 

produto resultante da reação de um sal metálico solúvel com aminoácidos na 

proporção molar, isto é, um mol do metal para três mols (preferencialmente dois) 

de aminoácidos na forma de ligação covalente coordenada; Complexo 

aminoácido-metal é um produto resultante da complexação de um sal metálico 

solúvel com aminoácido (s); e Metal proteinado é o produto resultante da quelação 

de um sal solúvel com uma proteína parcialmente hidrolisada (BARUSELLI, 2005). 

Os quelatos são compostos de coordenação, onde o metal é o 

ligante receptor de elétrons, em contraste, nos sais inorgânicos, o cátion é ligado 
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através de interações eletrostáticas (TAPIERO, 2001). Uma vez quelado o mineral, 

os produtos que o compõem, já não são aminoácidos ou íons de metal, eles 

compartilham propriedades com os metais e aminoácidos, conservando, porém, 

propriedades exclusivas. Um mineral que foi corretamente quelado tende a ser 

absorvido no intestino de forma semelhante a um dipeptídeo ou tripeptídeo, que 

normalmente apresentam altos coeficientes de absorção (BARUSELLI, 2005). 

1.1.2 Reação de Quelação 

Na reação de quelação, o ligante deve conter: 1) grupos 

funcionais capazes de estabelecer ligações covalentes e coordenativas; 2) o 

quelato deve ser estericamente possível; 3) a reação de quelação deve ser 

energeticamente possível. Entretanto para que o quelato de metal apresente 

propriedades nutricionais, ele deve possuir as seguintes características: 1) deve 

possuir baixo peso molecular; 2) sua constante de estabilidade deve ser 

nutricionalmente funcional; e 3) o ligante deve ser metabolizado pelo organismo 

(ASHMEAD, 2001). 

1.1.3 Particularidades dos Quelatos 

Os quelatos de minerais devem estar fundamentados em algumas 

características: 

I) Tamanho: O tamanho do quelato é pequeno o bastante para 

que os minerais com as suas moléculas carregadoras possam ser absorvidas sem 

sofrerem qualquer digestão. 

II) Estabilidade: São compostos minerais estáveis menos 

vulneráveis às interações minerais adversas que ocorrem no aparelho digestivo. A 
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elevada estabilidade de um quelato adquirida por meio de eficientes processos de 

obtenção, assegura que o quelato não se rompa no estômago. 

III) Neutralidade: O composto final não possui carga elétrica, com 

isto, o quelato pode ser absorvido no trato digestivo na forma original, além de não 

sofrer possíveis interferências dos demais componentes da dieta, que o tornaria 

solúvel (BARUSELLI, 2005). 

 

1.1.4 Estrutura dos Quelatos 

Os quelatos formam um anel estrutural em volta do íon metálico 

através das ligações coordenativas com o nitrogênio (amino) e oxigênio (carboxil) 

dos grupos doadores dos aminoácidos e/ou proteinatos. Sendo assim, podemos 

dizer que todos os quelatos são complexos, porém nem todos os complexos são 

quelatos (MILES,2000). 

 

1.2 BIODISPONIBILIDADE DOS MINERAIS 

 

Biodisponibilidade refere-se à proporção da quantidade total de 

elementos minerais presentes em um meio nutritivo que é potencialmente 

absorvível numa forma metabolicamente ativa (HOUSE; WELCH, 1984; WAPNIR, 

1998; ANDRADE, 2003; MILES, 2000). 

A quantidade total de um nutriente (por exemplo, mineral) em um 

alimento não reflete a quantidade que está disponível para absorção. O termo 

disponível refere-se à fração do nutriente que está presente na luz intestinal na 

forma solúvel. A biodisponibilidade representa o quanto do nutriente foi absorvido 
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e está disponível na corrente circulatória. Este termo foi introduzido para melhor 

distinguir disponibilidade química e a disponibilidade em bioensaios. A 

biodisponibilidade de um nutriente pode ser subdividida em três fases 

constitutivas: 1) disponibilidade do nutriente no lúmen intestinal; 2) absorção e/ou 

retenção no organismo; 3) utilização pelo organismo (WATZKE, 1998). 

Sabe-se que um dos fatores que mais influenciam na absorção 

dos minerais é a sua forma química, sabe-se também que os microelementos 

fornecidos sob a forma inorgânica podem ter sua biodisponibilidade influenciada 

por fatores como outros nutrientes na dieta. No quelato o metal está quimicamente 

inerte, não sofrendo influências de outros componentes da dieta, como fibras e 

gorduras (BORGES, 2006). 

Segundo Malleto (1984, APUD in BORGES, 2006 p.24) existem 

numerosas substâncias capazes de exercer ação quelante, dentre as quais 

podemos citar ácidos inorgânicos, ácidos orgânicos bicarboxílicos, diaminas, 

aminoácidos e peptídeos. Do ponto de vista nutricional, apenas quelatos formados 

com aminoácidos ou dipeptídeos são interessantes, pois apenas quelatos com 

peso molecular total abaixo de 1.500Da são capazes de penetrar a membrana 

intestinal sem exigir hidrólise adicional no lume (BORGES, 2006). 

O ácido fítico presente em alguns alimentos é reconhecido como 

um composto que reduz a biodisponibilidade de minerais, entre outros, do ferro e 

zinco. Esta redução é devida à capacidade do ácido fítico de formar quelatos 

insolúveis com metais, especialmente os bivalentes e de transição, os quais 

precipitam na luz intestinal (HOUSE 1999). 
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1.3 COBRE 

1.3.1 Importância biológica do cobre 

 

O cobre é um microelemento essencial a todos os organismos 

vivos (CAMAKARIS et al, 1999; OLIVARES, 1996; MERCK, 2006), participando 

como co-fator de muitas enzimas, sendo a maioria oxidases (HASSAN et al, 

2000), e as cuproenzimas localizadas no núcleo celular (CAMAKARIS, et al, 

1999). Além disso, age nos sistemas fisiológicos e bioquímicos dos animais 

(LEÓN et al, 2000). Mais de 80% do cobre presente no plasma está ligado a 

ceruloplasmina, o restante está ligado à albumina (HASSAN et al, 2000). 

As funções vitais do cobre são devidas a sua capacidade de doar 

ou receber elétrons, participando das reações de oxi-redução, entre outras, 

aquelas catalisadas pelas enzimas, superóxido dismutase e citocromo oxidase 

(HASSAN et al, 2000). 

Entretanto, pela mesma via (reação de oxi-redução) o cobre pode 

gerar espécies de oxigênio altamente reativas (radicais superóxido e o hidroxil), os 

quais se não forem detoxificados eficientemente podem causar danos celulares 

irreversíveis (CAMAKARIS et al, 1999). 

O cobre é necessário para o desenvolvimento e crescimento 

infantil, mecanismos de defesa, crescimento ósseo, maturação das células 

sangüíneas (eritrócitos e leucócitos), transporte de ferro e colesterol, metabolismo 

energético, contratilidade do miocárdio e desenvolvimento cerebral (OLIVARES, 

1996). 
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1.3.2 Deficiência de cobre 

 

A deficiência causada pelo cobre pode ser adquirida ou herdada 

(LINDER et al, 1998). A deficiência pode causar doenças neurodegenerativas 

(Alzheimer) e/ou sintomas neurológicos, doença de Menkes e doença de Wilson, 

sendo que as proteínas de Menkes e Wilson têm sido caracterizadas como 

transportadoras de cobre (STRAUSAK et al, 2001; MERCK, 2006). 

O status nutricional do cobre e a integridade da mucosa são 

fatores determinantes para a absorção do cobre (WAPNIR, 1998). Este e o zinco 

são absorvidos preferencialmente na porção proximal do intestino delgado. O 

zinco interfere diretamente com a absorção intestinal de cobre, pela indução da 

síntese intestinal de metalotionina, para a qual o zinco tem maior afinidade. No 

entanto, a metalotionina-cobre é mais resistente à proteólise do que a 

metalotionina-zinco (HASSAN et al, 2000). 

A deficiência de cobre, como deficiência adquirida é uma patologia 

encontrada principalmente em bebês, entretanto tem sido diagnosticado também 

em crianças e adultos. A maioria dos casos de deficiência de cobre têm sido 

descritos em crianças desnutridas. As manifestações clínicas mais freqüentes da 

deficiência de cobre são anemia, neutropenia e anormalidades ósseas. Outras 

manifestações menos freqüentes são: hipopigmentação dos cabelos, hipotonia 

prejuízo do crescimento, aumento da incidência de infecções, anormalidades do 

colesterol e metabolismo da glicose, e alterações cardiovasculares (OLIVARES, 

1996). 

O cobre é essencial na manutenção da homeostase do ferro, uma 

vez que, a hepahestina e ceruloplasmina são oxidases cobre dependente que 
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auxiliam a ferroportina-1 na transferência do ferro da membrana basolateral do 

enterócito para a transferrina na corrente circulatória (HARRIS, 1998; KUO, 2004). 

Esta participação foi demonstrada em animais com anemia geneticamente ligada 

ao sexo (defeito funcional congênito na hepahestina). Estes animais apresentam 

anemia microcítica, porém a absorção do ferro dietético é normal, ou seja, o ferro 

é absorvido, mas não é transferido para a corrente circulatória (VULPE, 1999). 

Estas informações subsidiam o entendimento dos casos de anemia que não 

respondem ao tratamento medicamentoso com ferro e sugerem que, neste caso, 

há necessidade de suplementação com múltiplos micro-nutrientes, em especial o 

cobre. A deficiência de cobre em ovelhas produz ataxia, mudanças na 

pigmentação dos pêlos, anemia, diarréia, perda de peso, com reflexo econômico 

negativo nesta atividade agroindustrial (LEÓN et al, 2000). 

 

1.3.3 O cobre na forma de composto de coordenação 

Os compostos de cobre altamente disponíveis são necessários no 

mundo todo como suplementos dietéticos para corrigir as deficiências causadas 

pela ingestão inadequada ou a baixa biodisponibilidade (LUO et al 1995). 

A associação do cobre com proteínas ou com aminoácidos na 

formação de complexos quelados, foi sugerida, com o intuito de aumentar a 

biodisponibilidade do cobre (KRATZER; VOHRA, 1986), porém esta posição não é 

unânime, sendo questionadas as vantagens da utilização dos complexos quando 

comparado ao sulfato cúprico, na suplementação mineral em ruminantes 

(KINCAID, 1988 apud in LUO, 1996 p. 287). Apesar das divergências, o cobre 

complexado a aminoácidos tem sido extensivamente utilizado na nutrição animal 

(WAPNIR, 1998). 
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Em seu estudo utilizando proteinatos de cobre e cobre-lisina em 

programas de suplementação, HEMKEN (2006) concluiu que: 1) As deficiências 

de cobre ocorrem não somente devido a baixos níveis dietéticos de cobre, mas 

são freqüentemente causados pela interferência de altos níveis de molibdênio, 

ferro, zinco e outros compostos; 2) O suplemento de cobre deve fornecer cobre 

numa forma na qual seja altamente biodisponível; 3) Erros na suplementação de 

cobre, incluindo quantidades inadequadas, podem ser especialmente perigosas; 4) 

Formas orgânicas de cobre são recomendadas quando interferências com ferro e 

zinco são possíveis; e 5) Formas orgânicas, desde que sejam metabolizadas 

diferentemente das formas inorgânicas, podem ser benéficas. 

Veum (2004) comparou proteinato de cobre com sulfato de cobre, 

em suplementação de porcos e observou um aumento na performance do 

crescimento dos porcos suplementados com proteinato de cobre e uma diminuição 

na excreção de cobre pelas fezes dos porcos suplementados com proteinato de 

cobre quando comparado aos suplementados com sulfato de cobre. 

 

1.4 FERRO 

 

1.4.1 Importância biológica do ferro 

 

O ferro é um elemento essencial aos organismos vivos, é um dos 

metais mais amplamente utilizados por eles, participando de processos 

bioquímico-metabólicos vitais, tais como, síntese de DNA, RNA e proteínas, 

transporte de elétrons, respiração e proliferação celular, e regulação da expressão 

gênica (LIEU et al, 2001; GANZ, 2003). A atividade biológica do ferro está 
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relacionada às suas características químicas e ao estado de oxidação (Fe+2 ou 

Fe+3), sendo capaz de doar ou receber elétrons, participando das reações de 

Fenton (WESSLING-RESNICK, 1999). No entanto, por esta mesma via, reação de 

Fenton, o ferro quando em excesso, pode gerar espécies altamente reativas de 

oxigênio, radicais OH- e [O] (McCORD, 1998). Estes radicais podem produzir 

danos ao DNA, prejudicando a síntese de proteínas, lipídeos de membrana e 

carboidratos; ativação de proteases e alterações na proliferação celular 

(HALLIWELL & GUTERRIDGE, 1992; SMITH & YEOH, 1996). 

Adicionalmente, o ferro livre pode reagir com ácidos graxos 

insaturados e induzir a peroxidação lipídica, provocando danos à integridade 

celular e morte celular (GERLACH et al., 1994; McCORD, 1998). Devido a este 

potencial reativo, tem sido atribuído ao ferro participação no desenvolvimento da 

carcinogênese, aterosclerose e de desordens neurodegenerativas tais como o Mal 

de Parkinson e Alzheimer (CONNOR et al., 1992; SOFIC et al., 1998). 

Para evitar o potencial tóxico e atender às necessidades 

biológicas essenciais, os níveis de ferro no organismo devem ser rigorosamente 

controlados, pois tanto a deficiência quanto o excesso, alteram o equilíbrio 

bioquímico-fisiológico e possuem alta prevalência e significância clínica.  

 

1.4.2 Deficiência de ferro 

 

É a deficiência nutricional mais prevalente em todo o mundo, 

atingindo todas as faixas etárias, porém com maior incidência em recém-nascidos, 

crianças, mulheres em idade reprodutiva e gestantes (TORREJÓN et al, 2004; 

NEAD, 2004; BRUGNARA, 2004). 
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Apesar dos esforços empreendidos nas últimas 3 décadas (INAG, 

1977) a deficiência nutricional de ferro continua sendo o problema de saúde mais 

freqüente em todo o mundo, com incidência maior nos países subdesenvolvidos e 

em desenvolvimento (FREIRE, 1997; MERCK, 2006). Visto que dados recentes da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) mostram que cerca de 4 a 5 bilhões de 

pessoas no mundo, o que representa de 66 a 80% da população mundial 

apresentam deficiência em ferro, e cerca de 2 bilhões de pessoas, 

aproximadamente 30% da população mundial é anêmica devido, principalmente, à 

deficiência de ferro (WHO,2005). 

A prevalência da anemia ferropriva é maior nos países 

subdesenvolvidos e em desenvolvimento, sendo estimado que 50% das mulheres 

grávidas sejam anêmicas. Nos países do Sul da Ásia a incidência chega a 80%. 

Nos países desenvolvidos a situação não é menos preocupante, ou seja, nos 

Estados Unidos, cerca de 7,8 milhões de mulheres e 700 mil crianças são 

deficientes em ferro e destas 3,3 milhões e 240 mil, respectivamente, são 

anêmicas. A prevalência da anemia em crianças nos primeiros 6 meses de vida é 

agravada devido ao aumento da gravidez na adolescência. Devido e freqüência e 

a severidade da anemia durante a gravidez o sistema público de saúde 

recomenda e fornece a suplementação com ferro, após o primeiro trimestre de 

gestação (TAPIERO, 2001).  

A deficiência de ferro reduz a capacidade de trabalho e a 

cognição, com reflexo negativo na economia dos países onde a incidência é alta 

(WHO, 2005; SEN, 2006). 
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As principais causas da deficiência de ferro, principalmente nos 

países em desenvolvimento, estão relacionadas à baixa qualidade da dieta e 

biodisponibilidade do ferro (STOLTZFUS, 2001), e não necessariamente a uma 

dieta pobre em ferro (ALLEN & AHLUWALIA,1997). Nas áreas mais pobres, onde 

a anemia é mais freqüente, o consumo de ferro heme é baixo e a dieta usual 

consiste principalmente de vegetais não processados e ricos em inibidores da 

absorção do ferro (BIANCHI et al., 1992). Nestas condições, a absorção de outros 

micronutrientes (vitaminas A e B12, riboflavina, zinco, cobre, cálcio) é afetada, 

contribuindo para a gravidade da anemia (BLOEN, 1995; ALLEN & 

AHLUWALIA,1997). Para reduzir os efeitos nocivos da deficiência de ferro, várias 

estratégias têm sido adotadas, entre outras, a suplementação medicamentosa 

com ferro. 

A suplementação medicamentosa com ferro é recomendada para 

regiões onde a prevalência da anemia é alta e está baseada no enfoque 

terapêutico, utilizando altas doses de ferro, entre 0,5 e 3,0mg Fe/kg de peso 

corporal, preferencialmente por via oral, sendo o sulfato ferroso o composto de 

referência, o qual apresenta absorção irregular e incompleta (cerca de 10 a 20%) 

da dose administrada (REYNOLDS, 1997). Altas doses de ferro são 

freqüentemente associadas aos efeitos adversos (COOK et al., 1990; 

STEPHENSON, 1995) que atingem mais da metade da população que faz uso 

oral do sulfato ferroso, produzindo às vezes sintomas indesejáveis mais 

importantes que os relatados para a própria anemia e reduzindo a adesão ao 

tratamento (STEPHENSON, 1995). Com base nestes dados, novas estratégias 

para a prevenção e tratamento da deficiência de ferro têm sido avaliadas, entre 

elas, o desenvolvimento de novos compostos. 
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1.4.3 O Ferro na forma de composto de coordenação 

A maioria dos aminoácidos em condições apropriadas reagem 

com o ferro formando complexos, porém estes são menos estáveis que os 

complexos de ferro com peptídeos relativamente grandes (ZHANG et al, 1990; 

KAPSOKEFALOU and MILLER, 1995). 

Nem todos os quelatos de ferro são igualmente biodisponíveis. A 

quelação não garante a absorção e subseqüente metabolização do metal ferro 

(ASHMEAD, 2001).  

Complexos quelatos de ferro bivalente com glicina (Ferrochel®) 

demonstraram ser estáveis e se mantêm na forma complexada em ampla faixa de 

pH, impedindo o ferro de formar complexos insolúveis com outros ligantes 

(GARCIA-CASAL, 2001). O complexo ferro-peptídeo (CHAUD, et al 2002) é um 

complexo de ferro com hidrolisado enzimático parcial de caseína, cujas 

características, diferem das características do sulfato ferroso, ou seja, é insolúvel 

em pH ácido, característico do estômago, e solúvel em pH de neutro a alcalino, 

característico do intestino. Porém em ambas as condições de pH o ferro 

permanece ligado. Quando insolúvel pH 5,0 é ferro é mobilizado por ligantes, 

como a cisteína. Em experimentos de reposição de hemoglobina, em ratos, o 

complexo foi tão eficiente quanto ao sulfato ferroso. Face a este comportamento, 

os autores concluíram, que no complexo a força de ligação deve ser 

suficientemente forte que impeça sua complexação com outros ligantes, porém 

que seja suficientemente fraca que possa ser mobilizado por carreadores 

presentes na parede os enterócitos. 
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1.5 MANGANÊS 

 

1.5.1 Importância biológica do manganês 

 

O manganês está presente em todos os tecidos dos mamíferos 

(TORRENTE et al, 2001). Este micronutriente tem importante papel na redução 

dos radicais livres, além de ser parte integrante da superóxido dismutase 

(MnSOD), a qual é caracteristicamente modificada em células cancerosas. 

(PABBRUWE, 2004; RICO et al, 2000). 

O manganês não ocorre como metal livre na natureza, sendo 

encontrado em mais de 100 minerais dos quais os mais comuns são Pirolusita 

[MnO2], Rodocrosita [MnSiO3] e Braunita [3Mn2O3. MnSiO3]. Ocorre em 11 

estados de oxidação nos quais 2, 4 e 7 são os mais importantes, predominando os 

tetravalentes na natureza (GERBER et al, 2002). 

 

1.5.2 Deficiência de manganês 

 

Os mecanismos pelos quais o manganês atua nos organismos 

vivos ainda não foram completamente elucidados, no entanto, estudos específicos 

sugerem sua participação em vários processos bioquímico-fisiológicos. 

CRITCHFIELD (1993) e TAKEDA (2003) demonstraram em indivíduos portadores 

de epilepsia, menores níveis sanguíneos de manganês quando comparado a não 

epiléticos. Por outro lado TORRENTE (2002), demonstrou que o excesso de 

manganês causa neurotoxicidade, porém o mecanismo molecular relacionado à 

toxicidade ainda não foi elucidado. 
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A deficiência de manganês também foi associada à redução da 

biossíntese de glicosaminoglicanas (YANG, 1998), alteração da estrutura e 

movimento rotacional das proteínas da HDL2, com profundas alterações no 

metabolismo e transporte do colesterol em ratos (TAYLOR, 1997), além de 

redução do ganho de peso e anormalidades físicas (GONG et al, 1998). 

Um caso de deficiência de manganês foi descrito em um 

voluntário que recebeu uma dieta contendo 0,1 mg/dia de manganês. Ele 

apresentou dermatite transitória, hipocolesterolemia e aumento nos níveis de 

fosfatase alcalina (MERCK, 2006). 

1.5.3 O Manganês na forma de composto de coordenação 

 

Diversos compostos orgânicos de manganês foram desenvolvidos 

e avaliados em nutrição animal durante os últimos 10 anos (LI et al, 2005).  

Os complexos de minerais com compostos orgânicos devem ser 

estáveis o suficiente para manter o metal ligado nas condições do trato 

gastrintestinal, evitando a formação de complexos insolúveis. Porém a ligação 

deve ser o suficientemente fraca para possibilitar sua transferência para outras 

moléculas, possibilitando a sua absorção e metabolização (ASHMEAD, 1993 apud 

in LUO, 1999, p. 124).  

Os complexos orgânicos de manganês devem ter força de ligação 

suficientemente forte para evitar seu deslocamento pelo cálcio e a formação de 

complexos insolúveis, os quais tem a biodisponibilidade prejudicada (LI et al, 

2005). 
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1.6 ZINCO 

 

1.6.1 Importância biológica do zinco 

 

O zinco é segundo mineral mais abundante. É encontrado em 

todos aos organismos vivos (GRAY, 2003), sendo especialmente importante no 

metabolismo humano durante a fase de crescimento e na 3a idade (RONZONI et 

al, 2001; CONTRERAS, 2002; TORREJÓN et al, 2004).  

Dentre sua funções bioquímico-metabólicas, destaca-se como co-

fator de inúmeras enzimas, metaloproteínas envolvidas na síntese e catabolismo 

de carboidratos, lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2005), e na regulação da resposta imune. A deficiência de zinco 

causa linfopenia e depressão de função dos linfócitos T e B (SALGUEIRO et al, 

2000; REINHOLD, 1999). O zinco tem papel essencial na reprodução, pois é 

necessário para a síntese e secreção dos hormônios, luteinizante (LH), folículo 

estimulante (FSH), e na diferenciação gonodal, no crescimento testicular, na 

formação e maturação do espermatozóide e fertilização (SALGUEIRO et al, 2000; 

PRASAD, 2001). 

Níveis reduzidos de zinco materno, durante fase gestacional e no 

desenvolvimento pós-natal, provocam alterações sutis no desenvolvimento 

neurológico no feto e da criança. (MERIALDI et al, 2004). Cuidados nutricionais 

envolvem a correção de deficiências antes da concepção e manutenção do estado 

adequado de zinco durante a gravidez, lactação e crescimento (GRANT, 2004). 
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O zinco está intimamente ligado ao metabolismo, sendo um 

componente essencial da matriz óssea, e necessário juntamente com o cálcio e 

fosfato para a consolidação da estrutura óssea (SALGUEIRO et al, 2002 a). 

O excesso de zinco pode interferir com a absorção de ferro e 

cobre, produzindo anemia (GRAY, 2003). 

 

1.6.2 Deficiência do zinco 

A deficiência de zinco foi reconhecida pelas Nações Unidas a 

partir de 1997, sendo prevalente em países em desenvolvimento, onde a 

desnutrição e a mortalidade são altas (OSENDARP, 2001; HAMADAMI, 2002; 

GIBSON, 2000). A prevalência global de deficiência de zinco é de 31%, sendo as 

principais causas o acesso limitado a alimentos ricos em zinco e a abundância de 

inibidores da absorção de zinco, como o ácido fítico, muito comum em dietas 

baseadas em vegetais (WHO, 2005). 

Em crianças com idade inferior a 5 anos a deficiência de zinco 

aumenta a incidência de diarréia, pneumonia e malária. A ocorrência destas 

doenças é maior na África e no Sudoeste Asiático, contribuindo substancialmente 

para a morbidade e mortalidade de crianças (CAULFIELD et al, 2004). 

As principais características da deficiência severa de zinco em 

humanos é o retardo de crescimento, o atraso da maturação sexual e dos ossos, 

lesões de pele, diarréia, alopecia, prejuízo do apetite, o aumento da 

susceptibilidade a infecções mediadas via defeitos no sistema imune e o 

aparecimento de mudanças comportamentais. A redução do crescimento e 

prejuízos do sistema imune são sinais claramente demonstrados da deficiência 
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média de zinco em humanos (CAULFIELD et al, 2004; KING and KEEN, 1994 

apud in HOUSE, 1999 p. 128; MERCK, 2006). 

A biodisponibilidade varia com a composição química da fonte 

utilizada. O zinco é encontrado em grandes quantidades em cereais não refinados 

e em alguns legumes, os quais também possuem ácido fítico e fitatos em 

abundância que, com o zinco formam complexos insolúveis e, portanto, com 

biodisponibilidade reduzida. Esta é uma das principais causas da deficiência 

nutricional de zinco (SALGUEIRO, 2002 b). 

Outras causas de deficiência de zinco incluem, disfunções 

genéticas ou metabólicas, como síndromes de má-absorção, acrodermatites 

enteropática, doença de Crohn, alcoolismo, cirrose hepática, doenças renais, ou 

por causas nutricionais, como a diminuição da ingesta de zinco ou consumo de 

alimentos pobres em zinco (SALGUEIRO et al, 2000; EVANS et al, 2004). 

1.6.3 O Zinco na forma de composto de coordenação 

O zinco é comumente suplementado nas dietas para animais 

devido ao fato de grande parte dos ingredientes dos alimentos naturais serem 

marginalmente deficientes em zinco. A indústria alimentícia tem aumentado a 

oferta suplementos contendo minerais nos últimos 10 anos (CAO, 2002). 

A biodisponibilidade do zinco a partir dos complexos orgânicos 

varia de acordo com o ligante (SPEARS, 2004). Nas fontes dietéticas, a 

biodisponibilidade do zinco tem sido associada ao conteúdo de metionina (HUNT 

et al, 1987), porém o complexo zinco-metionia não é absorvido na forma intacta 

(HILL et al, 1987; HEMPE; COUSINS, 1989). 

Diante do exposto, a importância dos minerais para a manutenção 

do equilíbrio bioquímico-nutricional é incontestável. No entanto, as bases 
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moleculares envolvidas na homeostase (absorção, distribuição, utilização e 

eliminação) destes elementos ainda não foram completamente elucidadas. 

Entretanto, vários estudos têm demonstrado que a forma de apresentação dos 

minerais tem papel decisivo na biodisponibilidade dos mesmos, sendo que 

aqueles naturalmente complexados com proteínas, ferritina (THEIL, 2004), 

hemoglobina (LAYRISSE et al, 1984) ou sintetizados com proteínas (CREMONESI 

et al., 1984; PAGELLA et al., 1984), aminoácidos (FRAZONE et al., 1990), ou 

hidrolisados parciais de proteína (CHAUD et al, 2002), tem demonstrado maior 

biodisponibilidade e menores efeitos colaterais, quando comparados aos 

compostos inorgânicos. 

Assim, estamos estendendo o estudo de preparação e avaliação 

de complexos de minerais com hidrolisados parciais de proteína. Nesta extensão 

avaliamos a viabilidade de utilização de outra fonte protéica para obtenção do 

hidrolisado, e a complexação com outros minerais. A opção de utilização de 

proteínas de soja está baseada na disponibilidade comercial da mesma em nosso 

país. E a redução de custo torna imperativa, pois além da área humana, estes 

compostos têm grande potencial de uso em áreas não menos importante como a 

veterinária. 

 
 



 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Preparação e caracterização físico-química de complexos de 

minerais com hidrolisados parciais de isolados protéicos de soja.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1. Preparação do hidrolisado parcial de proteína de soja. 

2. Caracterização do hidrolisado parcial de proteína de soja. 

3. Preparação dos complexos (ferro, cobre, manganês e zinco) a 

partir de hidrolisado parcial. 

4. Caracterização físico-química dos complexos. 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAIS 

 

Proteínas isoladas de soja (IPS) (samposoy) de teor protéico 

99,9% foram adquiridas da Solae do Brasil Indústria e Comércio de Alimentos; 

Enzima proteolítica, Aranzime Bruta. Neutrase e Alcalase, Novozymes. Superdex 

Peptide HR 10/30, Pharmacia (Uppsala, Swedem). Todos os outros reagentes 

foram grau analítico ou equivalente. 

 

3.2 MÉTODOS 

 

3.2.1 Preparação dos hidrolisados ácidos parciais de isolado protéico de 

soja (IPS) 

 

Na preparação dos hidrolisados ácidos parciais, foram utilizadas, 

dispersões de IPS (Isolado Protéico de Soja) 10% (p/v), em solução de ácido 

sulfúrico ou clorídrico 3M. As dispersões foram mantidas sob agitação à 

temperatura de 80±2oC, por um período de tempo de 3, 6 ou 9 horas. Após esse 

período, a fração solúvel foi separada por filtração e seca por liofilização. A fração 

retida no filtro foi seca em estufa até peso constante. 
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3.2.2 Preparação do hidrolisados enzimáticos parciais de IPS 

 

3.2.2.1 Aranzime 

 

Os hidrolisados parciais de IPS, foram preparados de acordo com 

o método descrito por FREITAS (1993). Dispersões aquosas de IPS 10% (p/v), 

após correção do pH para 7,0 ± 0,2 com solução de hidróxido de amônio, foram 

incubadas á 37±2ºC. Após equilibrada a temperatura foi adicionada a enzima em 

porcentagem relativa a proteína de 1,8%, 3,6% e 5,4% (m/m), respectivamente 

nos tempos 0, 9 e 18, e tempo de incubação de 9, 18 ou 27 horas. A reação de 

hidrólise foi interrompida por aquecimento a 100ºC num período de 30 minutos. 

Após o tempo de incubação, a fração solúvel foi separada por filtração e seca por 

liofilização. A fração retida no filtro foi seca em estufa até peso constante. 

 

3.2.2.2 Neutrase 

 

O hidrolisado parcial de IPS com neutrase, foi realizado de acordo 

com o procedimento recomendado pelo fabricante. À dispersão de proteína de 

soja 10% (m/v), pH ajustado para 6,5 com solução de hidróxido de sódio, foi 

adicionado 0,8% enzima (m/m) em relação à proteína. A dispersão foi mantida sob 

agitação constante por 4 horas à temperatura de 50±5oC. Após o período de 

hidrólise, a enzima foi inativada por aquecimento da dispersão a 85oC por um 

período de 10 minutos. Após a neutralização, a fração solúvel foi separada por 

filtração e seca por liofilização. A fração retida no filtro foi seca em estufa até peso 

constante. 
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3.2.2.3 Alcalase 

 

O hidrolisado parcial de IPS com alcalase foi realizado de acordo 

com o procedimento recomendado pelo fabricante. À dispersão de proteína de 

soja 10% (m/v), pH ajustado para 8,0 com solução de hidróxido de sódio, foi 

adicionado 0,8% enzima (m/m) em relação à proteína. A dispersão foi mantida sob 

agitação constante por 4 horas à temperatura de 60±5oC. Após o período de 

hidrólise, a enzima foi inativada por aquecimento da dispersão a 85oC por um 

período de 10 minutos. Após a neutralização, a fração solúvel foi separada por 

filtração e seca por liofilização. A fração retida no filtro foi seca em estufa até peso 

constante. 

 

3.2.3. Avaliação do rendimento do processo 

 

1-(A/B)x100 = rendimento do processo (%)  

(A) representa a massa do material retido no filtro após secagem 

até peso constante. 

(B) representa a massa de proteína submetida à hidrólise.  
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3.2.4. Caracterização dos hidrolisados  

 

3.2.4.1.Estimativa da distribuição de tamanho dos peptídeos 

 

Foi utilizado um sistema de FPLC (“Fast Performance Liquid 

Chromatography”), utilizando a coluna Superdex Peptide HR 10/30 como fase 

estacionária e Acetonitrila 30% e TFA 0,1% como fase móvel, com fluxo de 

0,5mL/min e detecção dos compostos eluídos no comprimento de onda (λ) de 

214nm. Os equipamentos utilizados foram HPLC Pharmacia LKB-LCC 2252, 

Bombas A e B Pharmacia LKB-HPLC pump 2248, válvula de injeção Rheodyne 

(manual), detector Pharmacia LKB-VWM 2141, coletor Pharmacia LKB-FRAC 200 

e registrador Pharmacia LKB-REC 102. A coluna foi previamente padronizada com 

albumina (marcador do volume de exclusão) e mistura de aminoácidos, conforme 

descrito em SMYTH and FITZGERALD, 1997.  

 

3.2.5 Método de Preparação do complexo Peptídeo-Mineral 

 

O complexo peptídeo-mineral foi preparado de acordo com 

método descrito por CHAUD et al (2002), o qual foi utilizado para a preparação do 

complexo de ferro com hidrolisado parcial de caseína.  

À dispersão aquosa contendo 10% (m/v) de hidrolisado, mantida 

sob agitação constante a temperatura ambiente (25ºC), foi adicionado lentamente 

o sal inorgânico de um dos minerais. O final da complexação foi acompanhado por 

titulação potenciométrica, voltametria cíclica ou reação colorimétricas. 



Materiais e Métodos 29

Na voltametria cíclica é realizada a varredura do potencial direto e 

inverso em vários ciclos sucessivos, observando-se os picos catódicos e anódicos 

da espécie eletroativa. Se houver adsorção do metal no eletrodo, os picos 

catódicos e anódicos irão crescer a cada varredura (apenas para o metal 

manganês), até que haja saturação na superfície do eletrodo. Este crescimento irá 

ocorrer no mesmo potencial se o sistema for reversível, isto é, se a quantidade de 

cargas envolvidas nas varreduras catódicas e anódicas forem idênticas 

(CANTANE, 2004). 

 

3.2.6 Caracterização físico-química do complexo peptídeo-mineral 

 

3.2.6.1. Quantificação do metal ligado aos peptídeos 

 

Após a separação do complexo dos outros constituintes da 

dispersão e secagem, a quantidade percentual do metal ligado foi determinada por 

absorção atômica, após digestão ou calcinação do composto. 

 

3.2.6.2 Avaliação do sítio de ligação 

 

A avaliação do sítio de ligação foi feita por espectroscopia 

vibracional na região do infravermelho (FTIR) e na região do infravermelho 

próximo. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de aprimorar o 

processo de obtenção de complexos de minerais com hidrolisados parciais de 

proteína passíveis de serem utilizados como suplementos nutricionais na área 

humana e veterinária. Como já mencionado na introdução, os complexos 

orgânicos de minerais geralmente proporcionam maior biodisponibilidade do 

mineral, no entanto, seu custo é maior, quando comparado à forma inorgânica. 

Portanto para utilização em grande escala, como por exemplo, a fortificação da 

farinha de trigo com o Ferro, para o consumo humano ou a fortificação do sal 

mineral para consumo animal, é necessário que os compostos tenham não só 

viabilidade funcional, mas também econômica. Neste sentido, utilizamos como 

fonte protéica o IPS (Isolado Protéico de Soja) em substituição a caseína cujos 

preços no mercado internacional giram em torno de US$ 6.25 e 12.25, 

respectivamente.  

Um dos passos limitantes no desenvolvimento de complexo de 

minerais com peptídeos é a obtenção de hidrolisados parciais de proteína que 

sejam adequados para a complexação e a custos aceitáveis. Com base nestas 

condições avaliamos a preparação de hidrolisados utilizando três diferentes 

métodos. 

 

4.1. PREPARAÇÃO DO HIDROLISADO PARCIAL DA PROTEÍNA DE SOJA 

 

A hidrólise ácida (HCl ou H2SO4) foi conduzida em condições 

brandas (3,0M do ácido e temperatura de 80ºC) visando, se apropriada, a 
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transferência de escala, pois a utilização de solução ácida mais concentrada e 

temperatura mais elevada exigem a utilização de reatores de vidro. Nas condições 

utilizadas é possível utilizar reatores de policarbonato. 

As condições de hidrólise e o rendimento em compostos solúveis 

são apresentados na tabela 1. 

 

Tabela 1 - Rendimento do processo de hidrólise com H2SO4 e com 
HCl, (massa retida no filtro/massa de proteína x 100). 

TIPO DE HIDRÓLISE 
Tempo de 
Hidrólise 
(horas) 

Proteína  
(g) Rendimento 

Ácida com H2SO4 3 10,00 58,54% 

Ácida com H2SO4 6 10,00 59,62% 

Ácida com H2SO4 9 10,00 60,76% 

Ácida com HCl 3 10,00 37,95% 

Ácida com HCl 6 10,00 49,95% 

Ácida com HCl 9 10,00 44,09% 

 
 

A hidrólise da proteína com o ácido sulfúrico foi mais eficiente 

quando comparada ao ácido clorídrico em termos de compostos solúveis, 

independente do tempo de hidrólise. Esta maior eficácia do ácido sulfúrico pode 

ser atribuída à concentração de íons hidrogênio, pois o ácido sulfúrico, em água 

libera dois equivalentes em hidrogênio enquanto que o ácido clorídrico libera 

somente um. 

Para ambos os ácidos, após o processo de hidrólise é necessário 

a neutralização do ácido, o qual foi feito pela adição de hidróxido de sódio. Nestas 

condições há formação de sal (cloreto de sódio) no Hidrolisado obtido com ácido 
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clorídrico, o qual se não removido limitaria o uso do Hidrolisado em seres 

humanos, mas não para animais, uma vez que os suplementos são adicionados 

ao sal mineral. Para o caso do Hidrolisado com ácido sulfúrico tentamos a 

neutralização hidróxido de cálcio com o intuito de formar sulfato de cálcio, o qual 

devido à baixa solubilidade precipitaria no meio, possibilitando não só a 

neutralização, mas também uma purificação inicial. No entanto, com este 

procedimento a quantidade de material recuperado foi muito reduzido 

inviabilizando o processo. 

Outro inconveniente da hidrólise ácida foi à formação de 

compostos solúveis de coloração escura (de âmbar a negra) tornando o 

hidrolisado pouco atraente, necessitando, portanto, de processo adicional de 

clarificação. 

No processo de hidrólise enzimática, o rendimento em compostos 

solúveis foi similar ao obtido no processo de hidrólise ácida utilizando ácido 

sulfúrico e superior ao obtido com o ácido clorídrico, destacando o hidrolisado 

obtido com Neutrase (Tabela 2).  

 

Tabela 2 – Condições e rendimento do processo de hidrólise enzimática (massa 
retida no filtro/massa de proteína x 100). 

ENZIMA % de enzima 
Nº de 

adições da 
enzima 

Tempo de 
hidrólise 
(horas) 

Temperatura 
(ºC) Rendimento 

Aranzime 1,8 1 9 37±3 61,10% 

Aranzime 3,6 2 18 37±3 58,91% 

Aranzime 5,4 3 27 37±3 52,46% 

Neutrase 0,8 1 4 60±3 73,96% 

Alcalase 0,8 1 4 85±3 69,81 
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A redução na quantidade de compostos solúveis, hidrolisados 

obtidos com Aranzime, nos tempos de 18 e 27 horas com duas ou três adições de 

enzima 1,8%, pode ser atribuído ao processo de transpeptidação. 

Tempos reduzidos de hidrólise são favoráveis, tanto pela redução 

de custos, quanto pela possibilidade de crescimento de microorganismos. Além 

disso, o hidrolisado obtido tem coloração característica, e se houver aminoácidos 

livres estes estarão na forma (L), portanto, bioutilizáveis, o que não ocorre na 

hidrólise ácida, onde os aminoácidos livres estão na forma de mistura racêmica (D 

e L), além de não necessitar de neutralização pós-hidrólise. 

Todos os processos de hidrólise foram feitos em escala 

laboratorial (10g), e os hidrolisados secos por liofilização. 

 

 4.2 CARACTERIZAÇÃO DO HIDROLISADO PARCIAL DA PROTEÍNA DE SOJA 

 

A coluna foi calibrada com padrões de diferentes pesos 

moleculares conforme demonstrado na figura 1 e na tabela 3. 
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Figura 1 – Perfil de eluição dos padrões utilizados na calibração da coluna 
Superdex Peptide HR 10/30 (fase estacionária), Acetonitrila + TFA 0,1% (fase 
móvel), detecção em UV a 214 nm num fluxo de 0,5mL/min. 

 

O perfil de eluição dos padrões mostra uma boa discriminação 

possibilitando a separação do dipeptídeo (Met-Ala) do aminoácido (Phe). 

 

Tabela 3 – Padrões utilizados para a calibração da coluna Superdex Peptide 
HR 10/30. 

PADRÃO Peso 
Molecular (Da) Concentração Massa 

ALBUMINA BOVINA 66.000 0,45 µg/ µL 45 µg 

TRASYLOL 6.500 0,45 µg/ µL 45 µg 

SIHTLFGDKLAAI 1.623 0,45 µg/ µL 45 µg 

ANGIOTENSINA II 1.046 0,23 µg/ µL 23 µg 

Phe-Asp-Ala-Ser-Val 537 0,45 µg/ µL 45 µg 

Met-Ala 220 0,73 µg/ µL 73 µg 

FENILALANINA 165 0,23 µg/ µL 23 µg 

 

Após a calibração da coluna com os padrões, foram realizadas 

eluições de Proteína Isolada de Soja Intacta diluída nos seguintes solventes: 

solução de HCl 3M, de H2SO4 3M, de NH4OH. Os perfis de eluição são 

apresentados na figura 2. 
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Figura 2 – Perfis de eluição da proteína intacta, diluída nos diferentes solventes 
(H2O + NH4OH, H2SO4 e HCl) utilizados no processo de hidrólise. 

 
 

A hidrólise com HCl ocorreu nos tempos de 3, 6 e 9 horas. Na 

figura 3 podemos visualizar e comparar os cromatogramas dos Hidrolisados 

protéicos obtidos com HCl 3,0M obtidos nos diferentes tempos de hidrólise. 

 



Resultados e Discussão 37

 
Figura 3 – Perfil de eluição dos Hidrolisados protéicos obtidos com HCl 
3,0M. 
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Houve pouca alteração na distribuição no peso molecular do 

substrato (IPS) para o hidrolisado parcial, o que indica que grande parte da 

proteína foi convertida em peptídeos de peso molecular considerado elevado, 

estando entre o Trasylol (PM = 6.500 Da) e o pentapeptídeo Phe-Asp-Ala-Ser-Val 

(PM = 537 Da). Para melhor visualização ver figura 4. 

 

 
Figura 4 – Comparação entre o perfil de eluição dos padrões e dos Hidrolisados 
obtidos com HCl 3,0M nos tempos: 3, 6 e 9 horas. 

 

Na figura 5, foi sobre posto as figuras referentes a eluição da 

proteína intacta e dos Hidrolisados obtidos com HCL 3M. A diferença entre o perfil 

de eluição da proteína intacta e dos hidrolisados mostra grande contribuição de 

proteínas intactas ou grandes peptídeos e pequena contribuição de peptídeos de 

peso molecular menor, independente do tempo de hidrólise. Esses dados sugerem 

que as condições utilizadas não foram adequadas para produzir pequenos 

peptídeos.  
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Figura 5 – Comparação do perfil cromatográfico da proteína intacta com os 
Hidrolisados obtidos com HCl 3,0M. 

 

Os perfis de eluição dos hidrolisados obtidos com ácido sulfúrico 

nas diferentes condições experimentais são apresentados na figura 6, onde pode 

ser sugerido que o aumento do tempo de hidrólise conduz a uma redução nos 

componentes de maior peso molecular. 
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Figura 6 – Perfil de eluição dos Hidrolisados obtidos com H2SO4 3,0M. 



Resultados e Discussão 41

Para facilitar a visualização, a figura 7 apresenta os 

cromatogramas sobrepostos, a qual mostra que os produtos da hidrólise são 

detectados em região posterior a eluição da proteína, ou seja a composição do 

hidrolisado foi deslocada da região de maior peso molecular para a de menor peso 

molecular, quando comparado a proteína intacta e ao hidrolisado obtido com ácido 

clorídrico. 

 

 
Figura 7 – Comparação do perfil cromatográfico da proteína intacta com os 
Hidrolisados obtidos com H2SO4 3,0M. 

 

Comparando o perfil de eluição dos padrões com o perfil de 

eluição dos hidrolisados, verificamos que na hidrólise com o ácido sulfúrico há 

maior contribuição relativa de peptídeos de pequeno peso molecular, cujos valores 

de peso molecular aproximados estão entre o pentapeptídeo Phe-Asp-Ala-Ser-Val 

(PM = 537 Da) e o aminoácido fenilalanina (PM = 165 Da), figura 8. Portanto, a 

hidrólise com o ácido sulfúrico pode ser considerada mais eficiente quando 

comparada ao ácido clorídrico, tanto no rendimento em peptídeos solúveis quanto 

para a obtenção de maior proporção de pequenos peptídeos. 



Resultados e Discussão 42

 

 
Figura 8 – Comparação entre o perfil de eluição dos padrões e dos Hidrolisados 
obtidos com H2SO4 3,0M. 

 

Os perfis de eluição dos hidrolisados obtidos com ácido clorídrico 

nas diferentes condições experimentais são apresentados na figura 3, onde pode 

ser sugerido que a fração de alto peso molecular tem maior contribuição quando 

comparado aos hidrolisados obtidos com ácido sulfúrico. 

Assim, o menor rendimento pode ser atribuído a menor eficiência 

no processo de hidrólise, podendo ser visualizada no figura 9. 
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Figura 9 – Comparação dos Perfis de dos Hidrolisados obtidos com HCl e H2SO4 
3,0M. 

 

 

Os hidrolisados preparados por hidrólise enzimática, utilizando 

Aranzime nos diferentes tempos estão apresentados na figura 10. A comparação 

do perfil de eluição da proteína intacta com os hidrolisados, mostra que a hidrólise 

foi eficiente e conduziu à obtenção de peptídeos de menor peso molecular quando 

comparado à hidrólise ácida. Não havendo alteração do perfil do hidrolisado nos 

diferentes períodos de incubação (9, 18 e 27 horas). 
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Figura 10 – Perfil de Hidrólise enzimática da Proteína de Soja com Aranzime. 

 

Estas informações podem ser melhor visualizadas na figura 11, a 

qual mostra que a maior parte dos componentes do hidrolisado eluiram fora do 

volume de eluição da proteína intacta. A comparação com os volumes de eluição 

dos padrões mostra que a maioria dos peptídeos está na faixa entre 5 e 2 
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resíduos de aminoácidos, ou seja entre 537Da (equivalente ao pentapeptídeo 

Phe-Asp-Ala-Ser-Val) e a 220Da (equivalente ao dipeptídeo Met-Ala). Podemos 

também verificar que não houve grandes diferenças no produto da hidrólise em 

relação à concentração enzimática.  

 

 
 
Figura 11 – Perfil de eluição da proteína intacta e os respectivos Hidrolisados 
obtidos com Aranzime (1,8%, 3,6% e 5,4)%. 

 

Com base nestes resultados, consideramos a melhor condição 

como sendo a correspondente a 9,0 horas de incubação de Aranzime a uma 

porcentagem enzima-substrato de 1,8% (p/p). Estas condições contrastam com as 

descritas por Freitas et al (1993) que, utilizando como proteína a caseína e 

Pancreatina e Protomix® como mistura enzimática, obteve melhores condições de 

hidrólise com três adições de enzima (5,4%) e tempo de hidrólise de 17 horas. 

A figura 12 nos mostra o perfil de eluição do hidrolisado preparado 

com a enzima Neutrase, cuja análise comparativa com os padrões mostra que 

parte eluiu em peso molecular correspondente entre a Angiotensina II, que possui 

peso molecular de 1.046Da, e dipeptídeos como Met-Ala, que possui peso 

molecular igual a 220Da, embora podemos notar fração de tamanho equivalente 

ao da Phe, que possui peso molecular de 165Da. Porém, com uma fração 

considerável eluída na faixa de eluição da proteína. 
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Figura 12 – Comparação do Perfil de Hidrólise de Proteína de Soja utilizando 
Enzima Neutrase com os perfis dos padrões e da Proteína de Soja intacta. 

 

Com base nestes dados, a hidrólise com Aranzime seria mais 

eficiente do que com a Neutrase, pois a primeira conduz a obtenção de peptídeos 

menores. 

 
 
Figura 13 – Comparação do Perfil de Hidrólise de Proteína de Soja utilizando 
Enzima Alcalase com os perfis dos padrões e da Proteína de Soja intacta. 
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O resultado da hidrólise enzimática com Alcalase é mostrado na 

figura 13, e apresenta perfil de eluição similar ao obtido com a Aranzime, ou seja 

maior contribuição de peptídeos abaixo de 5 resíduos de aminoácidos. 

Considerando que o objetivo da hidrólise é aumentar o número de 

grupos carboxílicos passíveis de se complexarem com os metais em estudo, o 

processo mais eficiente seria a hidrólise com Aranzime, no entanto esta enzima 

ainda não foi aprovada para uso em alimentos destinados ao consumo humano. 

Assim a opção seria a enzima Alcalase, que tem registro para uso alimentar. 

Sendo descartada a possibilidade de uso dos Hidrolisados ácidos. 

 

4.3 PREPARAÇÃO DO COMPLEXO PEPTÍDEO-MINERAL 

 

4.3.1 Reação de complexação da solução do Hidrolisado de proteína de soja 

10% com os metais Cu, Fe, Mn e Zn. 

Tabela 4 – Quantidade estimada de metal a ser complexado com o Hidrolisado 
Parcial de Proteína de Soja 10% 

SAL Massa do Metal 
(mg) 

Massa do Sal 
(mg) 

Solução Metal 0,5M 
(mL) 

CuCl2 317,73 852,24 10,0 

FeCl3 279,23 1.351,6 10,0 

MnCl2 274,69 989,5 10,0 

ZnCl2 326,95 681,4 10,0 

 

A quantidade em mg de metal que reagiria com a solução do 

Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja 10% de forma que para cada 1,00g de 

Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja reagisse com pelo menos 200,00mg do 

metal foi estimada, conforme a tabela 4. 
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A tabela 5 mostra a variação de pH durante a reação de 

complexação, e como podemos visualizar durante a reação de complexação do 

hidrolisado enzimático parcial de proteína com os metais Ferro e Cobre há uma 

grande redução no pH no meio de reacional, o que sugere que o metal está se 

ligando aos peptídeos do hidrolisado. Porém, o mesmo não ocorre durante a 

reação com os metais Zinco e Manganês. 

 

Tabela 5 – Variação do pH durante a reação de complexação 
Metal pH inicial pH final 

Cu 7,55 4,21 
Fe 7,69 5,41 
Mn 7,94 7,51 
Zn 8,67 6,47 

 

Durante a reação de complexação do hidrolisado com os metais 

Ferro e Cobre, na forma de seus respectivos cloretos, a redução do pH para 

valores abaixo de 5 ocorre a precipitação do complexo, porém em pH abaixo de 2 

ocorre a re-dissolução do precipitado. Esta condição é importante, pois facilita a 

separação do complexo do meio reacional. O mesmo não ocorre com os metais 

Zinco e Manganês, independentemente do pH. Após a reação de complexação o 

meio reacional foi centrifugado, o sobrenadante foi reservado e o precipitado foi 

lavado com 1,0mL HCl 0,001M, para retirar metais não complexados. Esta 

operação foi repetida por duas vezes. Após a lavagem, o precipitado foi liofilizado 

e a massa final recuperada para os diferentes complexos, a qual está relacionada 

na tabela 6. 
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Tabela 6 – Rendimento da reação de complexação. 

COMPLEXOS 
Hidrolisado 
Proteína de 
Soja (mg) 

Metal 
(mg) 

Sal do 
Metal 
(mg) 

Complexo 
(mg) 

Massa 
recuperada 

Hidrolisado-Cu 2.000 317,73 852,4 1.070,0 37,51% 

Hidrolisado-Fe 2.000 279,23 1.351,6 1.649,0 49,20% 

Hidrolisado-Mn 2.000 494,44 1.731,6 161 4,31% 

Hidrolisado-Zn 2.000 326,95 681,4 126 4,70% 

 

O rendimento de todos os complexos pode ser considerado baixo, 

no caso dos complexos de Ferro e Cobre isto pode ser atribuído ao deslocamento 

do metal devido à lavagem com a solução de ácido clorídrico 0,001M, ou seja, 

esta solução foi suficientemente forte para desfazer o complexo. No caso dos 

metais Zinco e Manganês podem ser atribuídos a não precipitação do complexo 

formado, ficando todo no sobrenadante. 

Assim, a formação dos complexos foi avaliada de forma semi-

quantitativa, por voltametria cíclica com os complexos de Manganês e Zinco, que 

indicam a presença de metal livre em solução e desta forma determinar a relação 

estequiométrica ideal para a formação dos complexos de minerais. 

Para auxílio do estabelecimento da relação estequiométrica ideal 

para os complexos com o mineral Ferro foi feita a detecção de metal livre (Fe+3) 

utilizando a reação com tiocianato de potássio. 

Uma forma de investigar a ligação metal-ligante (proteína) é 

através da determinação do comportamento redox do metal, ou seja, os potenciais 

redox são diferentes quando o íon metálico está coordenado ou não ao ligante. 

Para isso realizaram-se experimentos de voltametria cíclica em soluções contendo 

metal e proteína com diferentes proporções incluindo os extremos. Com isso, 
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pode-se avaliar semi-quantitativamente a proporção estequiométrica metal-

proteína. 

Para a realização do ensaio de voltametria cíclica nos complexos 

de Manganês e Zinco foram coletadas alíquotas de complexo de modo a obter 

uma concentração de 0,1mM em KCl 0,1M. 

A voltametria cíclica foi realizada com a intenção de verificar a 

presença de metal livre em solução através de seus picos de redução e/ou 

oxidação, desta forma, por comparação, poder-se-ia inferir a presença de metal 

em excesso mo meio de reação. 

 
Tabela 7 – Relação entre os volumes de Hidrolisado e MnCl2 0,5M para o ensaio 
de voltametria cíclica. 

COMPLEXOS 
Relação 

Hidrolisado/Metal 
(v/v) 

Volume 
de MnCl2 

0,5M 
(mL) 

Massa 
do Metal 

Mn 
(mg) 

Volume de 
Hidrolisado 

(mL) 

Indicação 
de Metal 
livre por 

Voltametria
1 2:1 10,0 274,7 20 + 

2 2,66:1 7,5 206,03 20 + 

3 3:1 6,5 178,56 20 + 

4 3,33:1 6,0 164,82 20 - 

5 3,64:1 5,5 151,06 20 - 

6 4:1 5,0 137,35 20 - 

 

As tabelas 7 e 8 indicam, respectivamente, as relações entre 

Hidrolisado e sais de metais de Manganês e Zinco para a obtenção de complexo 

Peptídeo-mineral, que posteriormente foram analisadas por voltametria cíclica. Na 

tabela 7 podemos observar que a partir da relação 3,33:1 Hidrolisado/Solução de 

metal Mn ocorre ausência da indicação de presença de metal Mn livre em solução, 

que será explicado mais detalhadamente e demonstrado nas figuras a seguir; 

podemos dizer que o mesmo acontece com o metal Zinco, quando a relação do 

complexo chega a 4:1 das soluções de Hidrolisado/Metal Zn. 
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Tabela 8 – Relação entre os volumes de Hidrolisado e ZnCl2 0,5M para o ensaio 
de voltametria cíclica. 

COMPLEXOS 
Relação 

Hidrolisado/Metal 
(v/v) 

Volume 
de ZnCl2 

0,5M 
(mL) 

Massa 
do Metal 

Zn 
(mg) 

Volume de 
Hidrolisado 

(mL) 

Indicação 
de Metal 
livre por 

Voltametria
1 2:1 10,0 326,95 20 + 

2 2,66:1 7,5 245,21 20 + 

3 3,33:1 6,0 196,17 20 + 

4 3,64:1 5,5 179,82 20 + 

5 4:1 5,0 163,48 20 - 

 

Inicialmente foi feito um voltamograma do hidrolisado para verificar 

seu comportamento em solução, ou seja, se em sua composição havia íons livres, 

e também para comparar com o hidrolisado complexado aos metais Manganês e 

Zinco. A figura 14 apresenta o perfil potenciodinâmico do Hidrolisado em solução 

aquosa na ausência de íons metálicos. 

 

 
 
Figura 14 - Voltamograma do Hidrolisado Parcial de Proteína 
de Soja 

 

A figura 15 representa o comportamento do metal Manganês em 

solução. A partir dela, podemos inferir que o metal Manganês em solução forma 
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filme na superfície do eletrodo, além de picos de oxidação e redução, 

apresentando, desta forma, o comportamento característico do metal. 

 

 
Figura 15 - Voltamograma da Solução de Cloreto de Manganês 
em KCl 0,1M 
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Figura 16 - Voltamograma do Complexo de 
Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja com 
Manganês na relação 2:1 Hidrolisado 10%/MnCl2 
0,5M. 

 

 

As figuras 16, 17, 18, 19, 20 e 21 representam os voltamogramas 

realizados a partir dos complexos de Hidrolisado de Proteína de Soja com o 

mineral Manganês em diferentes concentrações. 

A seqüência dos voltamogramas das figuras (15, 16, 17 e 18) 

mostrou que o íon Mn2+ em solução, se oxida e deposita na superfície do eletrodo, 

provavelmente como óxido insolúvel. justificando-se assim o aumento dos picos 

redox com as varreduras consecutivas. Conforme o Mn2+ se coordena aos 

Hidrolisados Parciais de Proteína de Soja este processo é inibido, como se 

observa nas figuras subseqüentes (19, 20 e 21). 

Através dos voltamogramas apresentados podemos sugerir que 

quando o metal Manganês está livre em solução (fig. 15) ele apresenta picos de 
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oxidação e redução, além da capacidade de formar filme sobe a superfície do 

eletrodo de carbono vítreo. Desta forma, podemos analisar que quando foi 

adicionado 10mL da solução de Cloreto de Manganês (MnCl2) 0,5M (ou seja, o 

correspondente a 274,7mg de metal Manganês) em 20mL de Hidrolisado Parcial 

de Proteína de Soja 10% (fig. 16) para a formação do complexo houve um 

acentuado excesso de metal Manganês, sendo assim a quantidade de MnCl2 foi 

diminuída pela metade (o correspondente a 137,35mg de metal Manganês) para a 

realização da reação de complexação (fig. 21), e conforme demonstra a figura, a 

ausência de picos de oxidação e redução e a não formação de filme sobre a 

superfície do eletrodo, sugerem que todo o conteúdo de metal Manganês que foi 

adicionado à solução de Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja 10% foi 

complexado, não restando metal livre em solução. 

 

 
Figura 17 - Voltamograma do Complexo de Hidrolisado 
Parcial de Proteína de Soja com Manganês na relação 
2,66:1 Hidrolisado 10%/MnCl2 0,5M 

 

Sendo assim, foi preparado um complexo intermediário, onde foi 

adicionado 7,5mL de Solução de MnCl2 0,5M (o qual corresponde a 206,25mg de 

metal Manganês) em 20mL de Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja 10% (fig. 
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17) onde foi constada à presença de picos de oxidação e redução e a formação de 

filme sobre a superfície do eletrodo de carbono vítreo. A fim de estabelecer a 

relação ideal entre Solução de MnCl2 0,5M e a Solução de Hidrolisado Parcial de 

Proteína de Soja 10% foi preparada um novo complexo onde foi adicionado 6,5mL 

de Solução de MnCl2 0,5M (o correspondente a 178,56mg de metal Manganês) e 

20mL de Solução de Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja 10%, o qual 

apresentou segundo o voltamograma da fig. 18 que houve, embora de forma e 

intensidade mais sutis, a formação de filme sobre a superfície do eletrodo de 

carbono vítreo e a constatação da presença de picos de oxidação e redução do 

metal Manganês. 

 
Figura 18 - Voltamograma do Complexo de Hidrolisado 
Parcial de Proteína de Soja com Manganês na relação 3:1 
Hidrolisado 10%/MnCl2 0,5M 

 

Novamente a quantidade de Solução de MnCl2 0,5M foi diminuída, 

desta vez para 6,0mL (o que corresponde a 164,82mg de metal Manganês), para 

a reação de complexação com 20mL de Solução de Hidrolisado Parcial de 

Proteína de Soja 10%, o resultado ilustrado pela fig. 19 indica que todo o 

Manganês adicionado para a reação de complexação foi ligado ao Hidrolisado 

Parcial de Proteína de Soja 10%, pela ausência de picos de oxidação e redução 

característicos do metal Manganês e pela ausência de formação de filme sobre a 

superfície do eletrodo de carbono vítreo. 
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Figura 19 - Voltamograma do Complexo de 
Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja com 
Manganês na relação 3,33:1 Hidrolisado 10%/MnCl2 
0,5M 

 

 
Figura 20 - Voltamograma do Complexo de Hidrolisado 
Parcial de Proteína de Soja com Manganês na relação 
3,64:1 Hidrolisado 10%/MnCl2 0,5M 
 

Para a confirmação de que a quantidade de 6,0mL de Solução de 

MnCl2 0,5M havia sido suficiente e ideal para as reações de complexação de 

Hidrolisado parcial de Proteína de Soja sem que houvesse excesso do metal 

Manganês foi realizada uma outra reação de complexação agora com 5,5mL de 

Solução de MnCl2 0,5M (onde devem conter 151,09mg de metal Manganês) para 

20mL de Solução de Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja 10%, onde o 

voltamograma (fig. 20) indica a não formação de filme na superfície do eletrodo e 

não mostra a existência de picos de oxidação e redução do metal Manganês, nos 
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fornecendo informações que sugerem a ausência do metal Manganês livre em 

solução. 

 
Figura 21 - Voltamograma do Complexo de Hidrolisado 
Parcial de Proteína de Soja com Manganês na relação 
4:1 Hidrolisado 10%/MnCl2 0,5M 
 

Podemos finalizar esta análise sugerindo que a melhor relação 

entre Solução de MnCl2 0,5M e a de Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja 10% 

é 6,0mL de Solução de MnCl2 0,5M para 20mL de Hidrolisado Parcial de Proteína 

de Soja 10%, indicação esta que será definitivamente comprovada após a 

quantificação do Manganês por espectroscopia de absorção atômica. Portanto, a 

quantidade estimada de metal Mn ligado no complexo Peptídeo-Mn foi de 8,241%. 

O mesmo procedimento foi utilizado para a determinação do ponto 

final da reação de complexação do Hidrolisado com o metal Zinco. 

A fig. 22 mostra o comportamento do metal Zinco em solução, o 

qual se apresenta com um pico característico de redução. Desta forma, podemos 

inferir que os voltamogramas dos complexos de Zinco obtidos que apresentam 

picos de redução, possuindo em sua composição íons de metais Zinco em 

solução. 
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Figura 22 - Voltamograma da Solução de Cloreto de Zinco em 
KCl 0,1M 

 

Os voltamogramas realizados a partir dos complexos de 

Hidrolisado de Proteína de Soja com o mineral Zinco em diferentes concentrações 

estão ilustrados abaixo através das figuras 23, 24, 25, 26 e 27. 

Através dos voltamogramas apresentados podemos sugerir que 

quando o metal Zinco está livre em solução (fig. 22) ele apresenta um pico 

característico de redução. Desta forma, podemos analisar que quando foi 

adicionado 10mL da solução de Cloreto de Zinco (ZnCl2) 0,5M (ou seja, o 

correspondente a 3.269,5mg de metal Zinco) em 20mL de Hidrolisado Parcial de 

Proteína de Soja 10% (fig. 23) para a formação do complexo houve um acentuado 

excesso de metal Zinco. 
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Figura 23 - Voltamograma do Complexo de Hidrolisado 
Parcial de Proteína de Soja com Zinco na relação 2:1 
Hidrolisado 10%/ZnCl2 0,5M 

 

Sendo assim a quantidade de ZnCl2 foi diminuída pela metade (o 

correspondente a 1,634g de metal Zinco) para a realização da reação de 

complexação (fig. 27), e conforme demonstra a figura, a ausência do pico de 

redução sugere que todo o conteúdo de metal Zinco que foi adicionado à solução 

de Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja 10% foi complexado, não restando 

metal livre em solução. 

A seguir, foi preparado um complexo intermediário, onde foi 

adicionado 7,5 mL de Solução de ZnCl2 0,5M (o qual corresponde a 1.634,75mg 

de metal Zinco) em 20mL de Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja 10% (fig. 24) 

onde foi constado a presença do pico característico de redução do metal Zinco. 



Resultados e Discussão 60

 
Figura 24 - Voltamograma do Complexo de Hidrolisado Parcial 
de Proteína de Soja com Zinco na relação 2,66:1 Hidrolisado 
10%/ZnCl2 0,5M 

 

A fim de estabelecer a relação ideal entre Solução de ZnCl2 0,5M e a Solução de 

Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja 10%, foram preparados outros complexos 

onde foram adicionados 6,0mL (equivalente a 2.452,13mg de metal Zinco) e 

5,5mL (equivalente a 1.961,7mg de metal Zinco) de Solução de ZnCl2 0,5M, o 

correspondente a respectivamente: e de metal Zinco em 20mL de Solução de 

Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja 10%, que são representados pelos 

voltamogramas das figuras 25 e 26, onde ambos apresentaram a formação do 

pico característico de redução do metal Zinco. 
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Figura 25 - Voltamograma do Complexo de Hidrolisado Parcial 
de Proteína de Soja com Zinco na relação 3,33:1 Hidrolisado 
10%/ZnCl2 0,5M 

 

 

 
Figura 26 - Voltamograma do Complexo de Hidrolisado 
Parcial de Proteína de Soja com Zinco na relação 3,64:1 
Hidrolisado 10%/ZnCl2 0,5M 
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A seqüência dos voltamogramas das figuras (23, 24, 25 e 26) 

mostrou que o íon Zn2+ em solução, se reduz na superfície do eletrodo, 

provavelmente formando um óxido insolúvel. Conforme o Zn2+ se coordena aos 

Hidrolisados parciais de proteína de soja este processo é inibido, como se observa 

na figura 27. 

 

 
Figura 27 - Voltamograma do Complexo de Hidrolisado Parcial 
de Proteína de Soja com Zinco na relação 4:1 Hidrolisado 
10%/ZnCl2 0,5M 
 

Sendo assim, podemos finalizar esta análise sugerindo que a 

melhor relação entre Solução de ZnCl2 0,5M e a de Hidrolisado Parcial de Proteína 

de Soja 10% é 5,0mL de Solução de ZnCl2 0,5M para 20mL de Hidrolisado Parcial 

de Proteína de Soja 10%, portanto a estimativa de metal ligado no complexo 

Hidrolisado:Zinco foi de 8,174%. 

A preparação dos complexos de Peptídeo-Ferro e o 

estabelecimento do ponto final de sua reação foram realizados através da reação 
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colorimétrica com Tiocianato de Potássio, o qual reage com o metal livre Ferro 

(Fe3+) formando um complexo colorido vermelho intenso, logo a detecção de Fe3+ 

livre em solução pode ser feito, visualmente, desta forma. 

Conforme o ilustrado pela tabela 12, foram preparados os 

complexos nas seguintes proporções de Hidrolisado Parcial de Proteína de 

Soja:Solução de Cloreto Férrico (FeCl3) 0,5M – 2:1; 4:1; 6:1; 7:1; 7,75:1 e 8:1. 

sendo que após o preparo destes complexos o conteúdo foi centrifugado numa 

velocidade de 3.000rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi reservado e o 

precipitado foi lavado com HCl 0,001N por duas vezes. Foi adicionado, tanto ao 

sobrenadante como nas lavagens do precipitado, 2 gotas de Tiocianato de 

Potássio 1,0M. 

A formação de uma coloração vermelho intensa somente foi 

observada nos seguintes complexos: 1, 2, 3 e 4 (que correspondem 

respectivamente às proporções Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja:Solução 

de Cloreto Férrico (FeCl3) 0,5M de 2:1; 4:1; 6:1; 7:1), conforme podemos visualizar 

na tabela 9. 

Tabela 9 – Relação entre os volumes de Hidrolisado obtido por Hidrólise 
Enzimática com Aranzime e FeCl3 0,5M para a reação com Tiocianato do 
Potássio. 

COMPLEXOS 
Relação 

Hidrolisado/
Metal (v/v) 

Volume de 
FeCl3 0,5M 

(mL) 

Massa do 
Metal Fe 

(mg) 

Volume de 
Hidrolisado 

(mL) 

Reação 
com 

Tiocianato 
de Potássio 

1 2:1 10,0 279,7 20 + 

2 4:1 5,0 139,85 20 + 

3 6:1 3,33 93,14 20 + 

4 7:1 2,85 79,71 20 + 

5 7,75:1 2,58 72,16 20 - 

6 8:1 2,50 69,93 20 - 
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A estimativa de ligação Hidrolisado:Ferro nas seguintes 

proporções 2:1; 4:1; 6:1; 7:1; 7,75:1 e 8:1 foram de respectivamente 14,89%; 

6,99%; 4,66%; 3,99%; 3,61% e 3,50%, sendo que até a relação 7:1 a reação com 

o tiocianato foi positiva, sugerindo Ferro em excesso. 

Os complexos produzidos a partir de Hidrolisado Parcial de 

Proteína de Soja obtidos por hidrólise enzimática utilizando Neutrase e Alcalase 

foram preparados da mesma forma que os obtidos com Hidrolisado Parcial de 

Proteína de Soja utilizando a enzima Aranzime, sendo que foi realizado o mesmo 

tratamento na produção do complexo para a definição da quantidade suficiente de 

Hidrolisado e metal Ferro para que não haja metal Ferro em excesso. 

A tabela 10 ilustra a relação de Hidrolisado por Neutrase:Ferro, 

onde podemos observar que a reação com tiocianato de potássio é negativa a 

partir do complexo formado onde a proporção Hidrolisado por Neutrase:Ferro é de 

1:0,115, o que nos sugere a ausência de metal Ferro em solução. 

Tabela 10 – Relação entre os volumes de Hidrolisado por Hidrólise Enzimática 
com Neutrase e FeCl3 0,5M para a reação com Tiocianato do Potássio. 

COMPLEXOS 
Relação 

Hidrolisado 
/Metal (v/v) 

Volume de 
FeCl3 0,5M 

(mL) 

Massa do 
Metal Fe 

(mg) 

Volume de 
Hidrolisado 

(mL) 

Reação 
com 

Tiocianato 
de Potássio 

1 1:0,200 4 119,08 20 + 

2 1:0,150 3 89,31 20 + 

3 1:0,125 2,5 74,43 20 + 

4 1:0,115 2,3 68,47 20 - 

5 1:0,100 2 59,54 20 - 

 

As estimativas de metal ligado nos complexos de Hidrolisado 

Parcial de Proteína de Soja obtidos por hidrólise com a enzima Neutrase com o 

metal Ferro nas proporções 1:,200; 1:0,150; 1:0,125; 1:0,115 e 1:0,100 são 

respectivamente 5,95%; 4,47%; 3,72%; 3,42% e 2,98%. 
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A tabela 11 representa a relação de Hidrolisado obtido por 

Hidrólise Enzimática utilizando a enzima Alacalase:Ferro, onde podemos observar 

que a reação com tiocianato de potássio é negativa a partir do complexo formado 

onde a proporção Hidrolisado por Neutrase:Ferro é de 1:0,080, o que nos permite 

inferir que a partir desta proporção não temos o metal Ferro livre em solução. 

Tabela 11 – Relação entre os volumes de Hidrolisado obtido por Hidrólise 
Enzimática com Alcalase e FeCl3 0,5M para a reação com Tiocianato do Potássio. 

COMPLEXOS 
Relação 

Hidrolisado 
/Metal (v/v) 

Volume de 
FeCl3 0,5M 

(mL) 

Massa do 
Metal Fe 

(mg) 

Volume de 
Hidrolisado 

(mL) 

Reação 
com 

Tiocianato 
de Potássio 

1 1:0,200 4 119,08 20 + 

2 1:0,100 2 59,54 20 + 

3 1:0,085 1,7 50,61 20 + 

4 1:0,080 1,6 47,63 20 - 

5 1:0,075 1,5 44,66 20 - 

6 1:0,050 1 29,77 20 - 

 

As estimativas de metal ligado nos complexos de Hidrolisado 

Parcial de Proteína de Soja obtidos por hidrólise com a enzima Alcalase com o 

metal Ferro nas proporções 1:,200; 1:0,100; 1:0,085; 1:0,080 e 1:0,050 são 

respectivamente 5,95%; 2,98%; 2,53%; 2,38%; 2,23% e 1,49%. 

A preparação dos complexos de Peptídeo-Cobre e o 

estabelecimento de sua relação estequiométrica foram feitos através da presença 

de Cobre livre (Cu2+) em solução após a passagem do complexo por uma coluna 

de troca iônica com resina catiônica a fim de separar o conteúdo carregado 

positivamente (Cu2+) do conteúdo neutro (Complexo Hidrolisado Parcial de 

Proteína de Soja-Cobre). 

Foi preparada uma coluna com resina catiônica, o conteúdo do 

complexo foi colocado na coluna, que reteve parte do conteúdo adicionado, o qual 



Resultados e Discussão 66

estava carregado positivamente, ou seja, a parte do conteúdo do complexo que 

estava carregada com carga positiva ficou aderida à resina catiônica, sendo que o 

conteúdo sem carga (neutro) saiu após a lavagem com água destilada, para a 

recuperação do restante que estava carregado positivamente, a coluna foi lavada 

com HCl 1M, a fim de que as espécies carregadas fossem removidas com o 

auxílio do ácido. 

A tabela 12 apresenta as relações de massa estabelecidas entre o 

Hidrolisado parcial de proteína de soja e o mineral Cobre para a verificação da 

relação estequiométrica da reação de complexação e posterior formação dos 

complexos Peptídeo-Cobre. 

 

Tabela 12 – Relação entre os volumes de Hidrolisado e CuCl2 0,5M para a reação 
de complexação e posterior passagem pela coluna de resina catiônica. 

COMPLEXOS Relação 
Hidrolisado/Metal 

Volume de 
CuCl2 0,5M 

(mL) 
Massa do 

Metal Cu (mg) 
Volume de 
Hidrolisado 

(mL) 
1 2:1 10,0 317,75 20 

2 4:1 5,0 158,88 20 

3 6:1 3,33 105,81 20 

4 7:1 2,85 90,56 20 

5 7,75:1 2,58 81,98 20 

6 8:1 2,50 79,44 20 

7 12:1 1,67 53,06 20 

 

Os resultados da quantificação do material contendo o metal Cobre 

carregado positivamente indicaram que a relação 2:1 Hidrolisado/metal não 

apresentava Cobre livre carregado positivamente. 

A estimativa de ligação Hidrolisado:Cobre nas seguintes 

proporções 2:1; 4:1; 6:1; 7:1; 7,75:1; 8:1 e 12:1 foram de respectivamente 15,89%; 

7,94%; 5,29%; 4,53%; 4,10%; 3,97% e 2,65%. 
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4.4 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DO COMPLEXO PEPTÍDEO-MINERAL 

 

4.4.1. Quantificação do metal ligado aos Peptídeos 

 

Um passo importante para a caracterização é a quantificação de 

metal presente no complexo de Hidrolisado parcial de proteína de soja com o 

respectivo metal. 

O resultado da quantificação dos metais Cu, Fe, Mn e Zn 

complexados com Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja obtidos por enzima 

Aranzime estão representados na tabela 13, enquanto a quantificação do metal Fe 

complexado com os Hidrolisados Parciais de Proteína de Soja obtidos pelas 

enzimas Neutrase e Alcalase. Estão dispostos na tabela 14. 

Tabela 13 – Quantificação de metal ligado aos complexos de Cu, Fe, Mn e Zn 
com Hidrolisado Parcial de Proteína de Soja obtido com Aranzime. 

Metal Hidrolisado Complexo-Cu Complexo-Fe Complexo-Mn Complexo-Zn 

Cu ------ 2,21% ------ ------ ------ 

Fe ------ ------ 1,22% ------ ------ 

Mn ------ ------ ------ 12,38% ------ 

Zn ------ ------ ------ ------ 10,40% 

 

Tabela 14 – Quantificação de metal Ferro (Fe) ligado aos complexos dos 
Hidrolisados Parciais de Proteína de Soja obtidos com as enzimas Neutrase e 
Alcalase. 

Metal 
Complexo 

Fe-Neutrase 

Complexo 

Fe-Alcalase 

Fe 5,03% 3,52% 
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Os produtos quelatos metal-aminoácido, dos metais Cu, Fe, Mn e Zn que se 

encontram atualmente disponíveis no mercado são: Cobre Lisina Quelato Albion®; 

Ferrochel®; Ferro Taste Free®; Manganês Arginina Quelato Albion®; Manganês 

Chelazome®; Zinco Arginina Quelato Albion®; Zinco Chelazome®; Zinco Histidina 

Quelato Albion®; e Zinco Aminoácido Taste Free®. A tabela 15 apresenta a 

quantidade de metal ligado nestes compostos, segundo informações do fabricante 

ALBION LARABORATORIES INC. 

 

Tabela 15 – Porcentagem de metal ligado aos produtos comercializados pela 
ALBION LABORATORIES INC 

Produto % de Metal Ligado 

Cobre Lisina Quelato Albion® 10.0 

Ferrochel® 20.0 

Ferro Taste Free® 19.0 

Manganês Arginina Quelato Albion® 10.0 

Manganês Chelazome® 16,0 

Zinco Arginina Quelato Albion® 10,0 

Zinco Chelazome® 20,0 

Zinco Histidina Quelato Albion® 10,0 

Zinco Aminoácido Taste Free® 10,0 

 

4.4.2 Avaliação do sítio de ligação 

 

O sítio de ligação do mineral ao Hidrolisado parcial de proteína foi 

avaliado por espectroscopia vibracional na região do infra-vermelho. O espectro de 

Hidrolisado protéico é complexo e depende da contribuição relativa de cada 

aminoácido no peptídeo, e portanto do método de hidrólise. Associado a isto a 

disponibilidade de dados espectrais de complexos de peptídeos com metais são 

escassos. Assim, optamos por realizar a comparação de nossos dados espectrais 

com espectros mais simples, ou seja de aminoácidos isolados, o glicinato de 

metal. Tomamos como base que os principais sítios potenciais de ligação do metal 
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a estes compostos são o oxigênio e o nitrogênio (FARIAS, 2002), portanto nossa 

análise se restringe às bandas correspondente as aminas e carboxilas.  

A tabela 16 nos mostra as bandas referentes aos estiramentos: -

NH2, do grupamento amina; -COO- assimétrico e -COO- simétrico. Estas bandas 

foram selecionadas, pois fornecem dados altamente indicativos de coordenação 

dos metais ao Hidrolisado parcial de proteína. 

Tabela 16 – Análise dos espectros de infravermelho do Hidrolisado Parcial de 
Proteína de Soja e dos Complexos formados a partir de Cu, Fe, Mn e Zn 

Bandas Hidrolisado Complexo-Cu Complexo-Fe Complexo-Mn Complexo-Zn 

νNH2 3358 cm-1 3389 cm-1 3396 cm-1 3389 cm-1 3376 cm-1

νaCOO- 1594 cm-1 1651 cm-1 1653 cm-1 1654 cm-1 1651 cm-1

νsCOO- 1398 cm-1 1405 cm-1 1402 cm-1 1416 cm-1 1407 cm-1

 

Os espectros mostraram bandas de forte absorção devido ao 

estiramento assimétrico do grupo carboxílico, deslocado significantemente para 

regiões de baixas freqüências, conforme o esperado para desprotonação e 

coordenação (PREDIERI, 2005), como podemos observar na figura 28. 

Ainda podemos observar que ocorre um aumento da separação 

entre as bandas νaCOO- e νsCOO-, sugerindo ligação metal-oxigênio (Farias, 1999). 

Comparando com o trabalho realizado por CHAUD (1993) a banda 

larga em 3358 cm-1 refere-se a ligações N-H, O-H e à água de hidratação presente 

no Hidrolisado, desta forma podemos observar o estreitamento desta banda nos 

complexos formados inferindo ligação N-Metal. 
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Figura 28 – Comparação dos espectros na região do infravermelho do 
Hidrolisado e dos complexos obtidos a partir de Cu, Fe, Mn e Zn. 

 

Ao compararmos nossos dados com os obtidos por FARIAS 

(2002), podemos inferir que as bandas referentes aos estiramentos simétrico e 

assimétrico do grupamento carboxílico do aminoácido glicina de 1412cm-1 e 

1596cm-1 foram deslocadas para 1408cm-1 e 1655cm-1 nos complexos de glicina-

Cobre e para 1409cm-1 e 1635cm-1 para os complexos de Manganês, sendo que 

em nosso trabalho as bandas referentes aos estiramentos simétrico e assimétrico 

do Hidrolisado parcial de proteína de soja foram de 1398cm-1 e 1594cm-1 e se 

deslocaram para 1405cm-1 e 1651cm-1 no complexo Hidrolisado-Cobre; 1402cm-1 
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e 1653cm-1 no complexo Hidrolisado-Ferro; 1416cm-1 e 1654cm-1 no complexo 

Hidrolisado-Manganês e 1407cm-1 e 1651cm-1 no complexo Hidrolisado-Zinco 

respectivamente, demonstrando a ocorrência de ligação do grupamento 

carboxílico aos metais em estudo; o que pode ser reforçado por CHAUD (1993), 

que ao realizar a análise para a mesma finalidade que em nosso trabalho, coloca 

em seu estudo que o estreitamento da banda referente a ligação N-H (nitrogênio-

hidrogênio) e O-H (oxigênio-hidrogênio) está relacionado com as interações N-M 

(nitrogênio-metal) e O-M (oxigênio-metal). 

Com base nas análises acima descritas podemos inferir que o 

principal sítio de ligação do material Hidrolisado parcial de proteína de soja com os 

metais Cu, Fe, Mn e Zn são as carboxilas, sendo que as ligações destes nos 

nitrogênios das aminas também ocorrem, porém em menor grau de prioridade do 

que nas carboxilas. 

Os resultados obtidos demonstram a viabilidade de utilização de 

hidrolisados enzimáticos parciais de proteína de soja, na obtenção de complexos 

com minerais, no entanto, é necessário aprimorar o processo de complexação, em 

especial para os metais ferro e cobre. 
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A hidrólise do isolado protéico de soja com Aranzime, proporcionou, hidrolisados 

com características mais adequadas. Porém esta enzima ainda não foi aprovada 

para uso alimentício. 

Durante a reação, o complexo de ferro, com o hidrolisado enzimático parcial de 

proteína de soja precipita facilitando o processo, porém a quantidade de metal 

ligado não foi adequada. 

Para os complexos solúveis (Zinco e Manganês) a voltametria cíclica demonstrou 

ser uma ferramenta adequada na determinação da estequiometria da reação. 

Todos os metais utilizados se complexam preferencialmente às carboxilas e em 

menor extensão aos grupamentos amino. 
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