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RESUMO
CAETANO, F.F. Aproveitamento do farelo de soja no desenvolvimento de meios e
processos para a obtencdo de produtos proteicos e derivados. 2012. 165f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séo
Paulo, Ribeiréo Preto, 2012.

A soja é uma leguminosa amplamente cultivada mundialmente, sendo o Brasil o
segundo maior produtor mundial. Seu alto conteldo proteico e baixo custo sdo fatores
potenciais para o desenvolvimento de produtos tendo como base o isolado proteico de soja ou
seus derivados. Neste sentido, a partir do farelo de soja (apos extracdo do 6leo) e métodos
convencionais de extracdo foi obtido o concentrado proteico, substrato para o
desenvolvimento de hidrolisados enzimaticos parciais de proteina. Para tanto, foram avaliadas
endopeptidases (Neutrase® 0,8L, Alcalase® 2,4L e papaina) e exopeptidase (Flavourzyme®
1000L). A partir do hidrolisado foram preparados complexos/quelatos de metal-peptideo. Em
cada etapa foi avaliada a viabilidade econémica do produto gerado. A condicdo de extracao
proteica que proporcionou o melhor resultado foi a relacéo solido/solvente de 1:30 (m/v), pH
9,0 ajustado com NaOH 4,0 M, com tempo de extracdo de 45 minutos, seguido de filtracdo e
ajuste do pH para 4,5 com HCI 2,0 M para a precipitacdo de proteinas. Nestas condigdes foi
obtido rendimento aproximado de 68,6 % de extrato com teor proteico de 84 %. O processo
de hidrélise que proporcionou melhor perfil de peptideos foi obtido com a Alcalase® 2,4L,
cuja relacdo proteina/enzima foi de 7,5 mg:10 uL, com tempo de incubagdo de 30 minutos em
solugdo de tampéo fosfato de s6dio 30 mM a 55 °C. Porém, ndo foi possivel a secagem do
hidrolisado devido ao teor de glicerol oriundo da enzima. Este inconveniente foi superado
com a purificacdo parcial da mistura enzimatica em coluna de Sephadex G25, eluida com
tampdo acetato de sodio (50 mM, pH 5,0), obtendo assim o concentrado enzimatico sem
prejuizo para a atividade da enzima. O hidrolisado assim obtido representa a proteina em seu
contetdo de aminoacido tanto qualitativamente quanto quantitativamente. Na preparacdo dos
complexos metalicos de cobre, ferro, zinco e manganés, o ponto de equivaléncia metal/ligante
foi determinado com a utilizacdo de métodos eletroquimicos (voltametria ciclica ou titulagdo
potenciométrica) e a quantificagdo do metal por absorcdo atdmica revelou uma quantidade de
metal ligado de 15,19; 5,55; 3,13 e 2,94 % de manganés, ferro, cobre e zinco respectivamente.
A analise econdbmica mostrou a viabilidade para a producéo de complexo de zinco, porém nao

se descartou a viabilidade dos outros produtos mediante ao ajuste da escala produtiva.

Palavras-chave: soja; hidrolisado; complexos metalicos; viabilidade econémica.



ABSTRACT

CAETANO, F.F. Utilization of soybean meal in the development of means and processes
for obtaining protein and derived products. 2012. 165f. Thesis (Doctoral). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

The soybean is a legume widely cultivated worldwide, with Brazil being the second largest
world producer. Its high protein content and low cost are potential factors for the development
of products based on isolated soybean protein or its derived products. In this way, from the
soybean meal (after oil extraction) and conventional extraction methods, the protein
concentrate was obtained, which is a substrate for the development of partial hydrolysates of
protein. For this, were evaluated endopeptidases (Neutrase® 0.8L, Alcalase® 2.4L and
papain) and a exopeptidase (Flavourzyme® 1000L). From the hydrolysate were prepared
metal-peptide complexes / chelates. At each stage were evaluated the economic feasibility of
the generated product. The protein extraction condition which provided the best result was the
relationship solid/solvent 1:30 (w/v), pH 9.0 adjusted with 4.0 M NaOH, with extraction time
of 45 minutes, followed by filtration and pH adjustment to 4.5 with 2.0 M HCI for proteins
precipitation. In these conditions was obtained an income of about 68.6 % of extract with 84%
of protein content. The hydrolysis process which provided the best peptides profile was
obtained with Alcalase® 2.4L, whose ratio of protein / enzyme was 7.5 mg:10 uL, with
incubation time of 30 minutes in a buffer solution of sodium phosphate 30 mM at 55 ° C.
However, the drying of the hydrolyzed was not possible due to the glycerol content coming
from the enzyme. This drawback was overcome by partial purification of the enzyme mixture
on a column of Sephadex G25, eluted with sodium acetate buffer (50 mM, pH 5.0), thus
obtaining the enzymatic concentrate without any loss to the enzyme activity. The thus
obtained hydrolysate represents the protein in its amino acid content qualitatively and
quantitatively. In the preparation of metal complexes of copper, iron, zinc and manganese, the
equivalence point metal / ligand was determined using electrochemical methods (cyclic
voltammetry or potentiometric titration) and metal quantification by atomic absorption
revealed an amount of bounded metal of the 15.19; 5.55; 3.13 e 2.94 % of manganese, iron,
copper and zinc respectively. The economic analysis showed the feasibility for the production
of zinc complex, but not dismissed the feasibility of using the other products adjusting the

scale of production.

Key words: soy; hydrolysate; metal complexes; economic feasibility.
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egundo a Declaragdo sobre Seguranga Alimentar Mundial, o acesso a alimentos

seguros e com caracteristicas nutricionais adequadas é um direito de todo

individuo, entretanto, apesar de atualmente a quantidade de alimentos disponiveis
no mundo serem suficientes para suprir toda a populagdo, a incidéncia da fome e da
desnutricdo ainda é alarmante, constituindo-se a sua erradicagdo um desafio mundial (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAO), 1992).

O bem estar nutricional € fundamental para o desenvolvimento da sociedade, a
promocdo e a protecdo da saude dos individuos, para isso é necessério utilizar-se do
conhecimento cientifico, humano e tecnolégico que detemos como ferramenta no combate a
fome e a desnutri¢do (FAO, 1992).

A ma nutri¢do e a desnutricdo tém sido reconhecidas como um relevante problema de
salde em diversos paises, sendo um expressivo fator de mortalidade. Apesar da
predominancia em paises mais pobres, a desnutricdo estd presente tanto em paises em
desenvolvimentos quanto em paises industrializados, manifestando de diferentes formas e
intensidade (FAO, 2010).

Embora a proporcdo de pessoas famintas no mundo tenha caido na pos-crise
econdmica, a quantidade de individuos que sofrem com a fome ainda é considerada alta.
Segundo a estimativa da FAO, em 2010 o numero de pessoas desnutridas no mundo foi de
925 milhdes (195 milhGes sdo criancas que sofrem de ma nutri¢do crénica) (FAO, 2010). No
entanto deve-se enfatizar que a distribuicdo da populacdo desnutrida ao redor do mundo
ocorre de maneira marcadamente desigual, concentrando 80% nos paises em
desenvolvimento, principalmente aqueles que enfrentam periodos de crise prolongada
(guerras e desastres naturais). Dois paises se destacam nesse cenario, estes s&o a india e China
e juntos respondem por 40% dos casos de desnutri¢do cronica infantil no mundo (FAO, 2010;
UNICEF, 2009)

A desnutrigdo afeta a sobrevivéncia, o desenvolvimento, aprendizado, crescimento e
produtividade no trabalho, proporcionando impacto marcante no desenvolvimento social e
econdmico de uma nacdo. A sobrevivéncia de criancas e mulheres também pode ser afetada,
principalmente durante a gravidez e nos primeiros dois anos de vida. Segundo relatorio da
UNICEF divulgado em 2009, a desnutricdo é responsavel por mais de um terco dos casos de
morte de criangas no mundo. A alimentacdo deficiente em nutrientes durante a infancia pode

acarretar em longo prazo, sérios problemas no desenvolvimento cognitivo, crescimento e
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aumentar a predisposicdo a diversos tipos de doengas. No Brasil, a regido do semiarido é uma
das mais afetadas pela desnutricdo infantil (UNICEF, 2005).

Quando falamos em desnutricdo, os idosos merecem atencdo especial. A partir da
década de 1940 o envelhecimento da populacéo brasileira tem ocorrido em grau acelerado e o
avanco da idade, principalmente acima de 65 anos, esta associado a um aumento do risco de
desnutricdo, especialmente devido a deficiéncia proteico-calérica 0 que pode elevar a
susceptibilidade a infec¢es, reduzir a chance de sobrevida em caso de internacfes e aumentar
a probabilidade de 6bito (OTERO et al., 2002).

Pacientes hospitalizados sdo mais suscetiveis a desnutricdo tendo dentre as suas
principais causas vomitos e nauseas, disfuncdes gastrointestinais, absorcao reduzida de macro
e micro nutrientes e alimentos ndo disponiveis ou com baixa qualidade nutricional. Pacientes
mal nutridos apresentam complicacdes e taxas de mortalidade trés vezes maior e aumento do
tempo de internacdo quando comparados aos pacientes saudaveis, o que leva ao aumento do
custo por paciente em até 50% (SAUNDERS; SMITH; STROUD, 2011).

Muitas doencas relacionadas a ma nutricdo estdo intimamente ligadas a deficiéncia de
minerais, dentre 0s mais comuns o ferro e iodeto e sendo as criangas e mulheres na idade fértil
dos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento 0s grupos com maior caréncia desses
nutrientes (LATHAM et al., 2001).

Diversos nutrientes inorganicos sdo de extrema importancia na manutencdo do
equilibrio bioquimico e fisioldégico do organismo, pois atuam diretamente nos sistemas
enzimaticos, metabolismo de proteinas, carboidratos e lipidios, consolidacao 6ssea, atividade
neural e muscular, entre outros. Dentre os principais pode-se citar: ferro, iodo, manganés,
selénio, cobalto, cobre, cromo e zinco (SAUNDERS; SMITH; STROUD, 2003;
KOZLOWSKI et al., 2009; LOBO; TRAMONTE, 2004).

Apesar da caréncia de mineral ser marcante nos casos de desnutricdo, esta ndo é o
unico tipo de caréncia nutricional que pode ocorrer. 1dosos pertencem a um grupo que
frequentemente sofrem de caréncia proteica devido a reducdo da capacidade de absorcédo de
nutrientes e sintese proteica, o que acarreta na perda de massa muscular denominada como
sarcopenia. A reducdo do apetite, muito comum nessa fase, pode agravar ainda mais essa
perda de massa muscular e na maioria das vezes levar a desnutricdo (ROUSSET; DROIT-
VOLET; BOIRIE, 2006; THALACKER-MERCER et al., 2010).

Atletas também estdo sujeitos a caréncia de proteinas e outros nutrientes, o alto
consumo energético diario devido aos treinamentos intensos, requer uma dieta extremamente

balanceada, assim n&o é raro estes serem vitimas de caréncia de diversos nutriente os quais
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sdo essenciais para um bom desempenho e a manutencdo da saide (GARCIN et al., 2009;
MANORE, 1999).

Alguns grupos necessitam de uma suplementacdo proteica diferenciada, pois séo
incapazes de ingerir ou digerir o alimento em sua forma convencional, enquanto outros
possuem necessidade fisioldgica especial devido as alteragdes metabdlicas ou erros inatos do
metabolismo, tendo como exemplo os portadores de fenilcetondria, fibrose cistica, doenca de
Crohn, alergia e intolerancia a alguns alimentos. Nestes casos, € recomendada a utilizacéo de
hidrolisados parciais de proteina para compor dietas especificas e compativeis com a
limitac&o fisiologica (CLEMENTE, 2000).

A ingestdo de proteina integral, parcialmente hidrolisada ou a infusdo de misturas de
aminoacidos aumenta a concentracdo sanguinea de aminoacidos e estimula a sintese proteica.
A magnitude do estimulo é dependente da dose administrada e do balan¢o entre componentes
nitrogenados e substratos energéticos ndo nitrogenados (ANTONIONE et al., 2008; WOLFE,
2006).

Apesar da demonstracdo da eficacia dos suplementos a base de proteinas isoladas ou
parcialmente hidrolisadas, o acesso aos suplementos ainda é limitado devido em parte ao
elevado custo. Proteinas utilizadas para estas finalidades devem ter composicdo em
aminoacidos equilibrada (alto valor nutricional) e que atendam as necessidades fisioldgicas.
Dentre as proteinas mais utilizadas tém-se as derivadas do leite como a caseina, principal
proteina do leite e as lactoalbumina e lactoglobulina presentes no soro de leite que sdo
consideradas subproduto da industrializacao.

Atualmente grande énfase tem sido dada a utilizacdo de proteinas de origem vegetal,
devido a diversidade, abundancia e menor custo, quando comparadas as de origem animal. No
entanto, normalmente estas proteinas sdo pobres em alguns aminoacidos tais como 0s
sulfurados, requerendo portando, que sejam adicionados as formulacGes a base de proteinas
de origem vegetal (CLEMENTE, 2000; GILBERT et al., 2011; GRESSLER et al., 2010).

Entre as fontes vegetais aquela que tem demonstrado maior viabilidade para a
obtencdo de proteinas isoladas é a soja, devido ao seu alto contetdo proteico, grande
producdo mundial e tendo o Brasil como o segundo maior produtor mundial (CAVALETT,
ORTEGA, 2009; GIBBS et al., 2004).
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1.1. Soja

A cultura da soja foi introduzida nas Américas inicialmente nos Estados Unidos, sendo
utilizada inicialmente como forrageira e somente a partir de 1941 o enfoque passou a ser
voltado para a producdo de grdos. No Brasil, a soja, proveniente dos Estados Unidos, foi
introduzida em 1882 por Gustavo Dutra (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA (EMBRAPA), 2002).

De origem chinesa sua utilizacdo remonta a periodos superiores a cinco mil anos,
sendo um componente fundamental na dieta dessas antigas civilizacBes. Apesar de sua
origem, a soja atualmente cultivada no Brasil, Glycine max (L.) Merrill, difere da planta
original sendo uma cultura domesticada resultante do cruzamento de espécies selvagens
(EMBRAPA, 2002).

No Brasil, a partir de sua introducdo em 1882, a soja passou a ser submetida a diversos
testes para a adaptacdo e em 1891 o Instituto Agronémico de Campinas (Estado de Sdo Paulo)
passou a estudar a adaptacdo desta leguminosa nas condigdes climaticas brasileiras,
promovendo a distribui¢do de sementes para os agricultores paulistas a partir de 1900. Nesse
mesmo periodo comecgaram a surgir as primeiras culturas de soja no sul do pais (Rio Grande
do Sul), favorecidas pelas condicoes climaticas semelhantes as encontradas no sul dos Estados
Unidos (EMBRAPA, 2002)

A produgdo de soja no Brasil comegou a ganhar importancia em meados de 1940,
porém foi na década de 60 que, juntamente com programas de incentivo do governo para a
producdo de trigo, a soja passou a figurar como uma cultura de importancia econdmica para o
pais. Ja na década de 70, a soja se consolidou como a principal cultura do agronegdcio no
Brasil. Com a evolucédo do cultivo no pais observou-se uma expansao da cultura para a regido
Centro-Oeste, sendo esta atualmente a maior regido produtora no pais (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO (CONAB), 2009; EMBRAPA, 2002).

Os Estados Unidos é o maior produtor mundial de soja, dados do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA) mostram que a safra de 2010/2011 foi de
aproximadamente 90,61 milhdes de toneladas, com exportagédo de 41,91 milhdes de toneladas
(USDA, 2011). O Brasil, segundo maior produtor, de acordo com levantamento feito pela
CONAB (2011) e o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (2011), apresentou uma
producdo de soja para a safra 2010/2011 recorde e em valores de aproximadamente 74,99

milhdes de toneladas com um aumento de aproximadamente 9,2% em relacéo a safra anterior.
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Nesse mesmo periodo o Brasil exportou cerca de aproximadamente 31,85 milhdes de
toneladas.

A soja pode ser comercializada em gréos ou com a separacdo do 6leo e do farelo. De
acordo com a Associacio Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (ABIOVE, 2011), as
cotacGes médias alcancadas para os valores de soja no primeiro semestre de 2011, baseadas na
bolsa de Chicago, foram de 504; 399 e 1261 US$/tonelada, para a soja em gréos, farelo e o
o6leo bruto respectivamente.

O farelo de soja, subproduto da industria de 6leo, hoje utilizado principalmente na
fabricacdo de ragfes tem grande potencial de ser utilizado como matéria prima para a extragdo
de proteinas, as quais desde que obtidas a baixo custo, podem ser utilizadas como plataforma
na obtencéo de varios derivados e produtos (ABDALLA et al., 2008).

1.1.1. Proteina de soja

A soja é uma leguminosa rica em proteinas de qualidade nutricional adequada, sua
composicdo pode variar de acordo com as condi¢cfes climaticas, tipo de solo entre outros
fatores. As proteinas presentes nos graos se encontram armazenadas principalmente no corpo
proteico do cotilédone e o farelo de soja sem 6leo pode conter até aproximadamente 52% de
proteinas (MARTINEZ et al., 2011).

Dentre os principais cultivares do Brasil analisados por Vieira e seus colaboradores
(1999), o conteudo total de aminodcidos essenciais variou de 39,5 a 45 g de
aminoacidos/100g de proteina, apresentando de 3,2 a 3,8 g/100g de proteina dos aminoacidos
sulfurados metionina e cisteina.

A maior parte da proteina de soja (90%) € constituida por proteinas de
armazenamento, principalmente as B-conglicininas e glicininas (70%) que apresentam um
coeficiente de sedimentacdo de 7S e 11S respectivamente (FUKUSHIMA, 2004).

A proteina de soja isolada tem sido aplicada extensivamente na industria alimenticia
para o0 processamento de carnes, bebidas nutricionais, formulas voltadas para criangas e
suplementos alimentares (CASTRO et al., 2007; POTTER et al., 2007; TSUMURA et al.,
2005).

Além do uso da proteina intacta h4 uma crescente demanda na utilizacdo de
hidrolisados proteicos de soja por apresentarem diversas vantagens tecnoldgicas muitas vezes

desejadas no desenvolvimento de um produto. Além dessas vantagens, os hidrolisados levam
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a uma melhora da biodisponibilidade da proteina da soja devido a uma melhor solubilidade e
ao alto contetdo de peptideos do hidrolisado (TSUMURA et al., 2005; ZIEGLER et al.,
1998).

1.2. Hidrolisados proteicos e complexos

O interesse na utilizacdo de hidrolisados proteicos pela industria alimenticia tem
crescido a cada ano. As fontes de proteinas sdo as mais diversas, tais com a caseina e proteina
do soro do leite (BIASUTTI et al., 2008), proteinas de origem vegetal como a soja
(SCHMIDT; SALAS-MELLADO, 2009), carcagas de frango (SCHMIDT; SALAS-
MELLADO, 2009) e pescado (SANTOS et al., 2009). As proteinas do leite (caseina e
concentrado de proteinas do soro de leite) sdo as mais utilizadas na preparacdo de
hidrolisados, devido ao alto valor nutricional. Hidrolisado oriundos destas proteinas tem
ampla aplicagdo clinica (FREITAS et al., 1993; SALES et al., 1995).

Hidrolisados de proteinas apresentam diversas vantagens tecnoldgicas tais como:
melhoria na solubilidade quando comparados a proteina integral, melhora das propriedades
emulsificantes, estabilidade ao aquecimento, maior resisténcia a precipitacdo provocada pela
alteracdo do pH e a presenca de ions metélicos, além de poderem apresentar peptideos com
atividade biolégica (CLEMENTE, 2000; YUST et al., 2010). Também apresentam varias
aplicacdes industriais, dentre elas em produtos cosméticos e de beleza (SECCHI, 2008),
alimentos fortificados, dietas enterais especificas e bebidas energéticas (FITZGERALD;
O'CUINN, 2006), meios de cultura (MICHIELS et al., 2011) e fertilizantes (ORDONEZ;
BENITEZ; GONZALEZ, 2008). No entanto, deve-se enfatizar que esses hidrolisados, para
serem utilizados na nutricdo humana e animal, devem preservar a qualidade nutricional da
proteina de origem, apresentar palatabilidade compativel com a via de administragdo e preco
adequado ao seu mercado alvo (CAVE; GUILFORD, 2004; HOU et al., 2011).

Os hidrolisados proteicos tém sido amplamente empregados como suporte nutricional
para pessoas que apresentam necessidades nutricionais especiais relacionadas a doencas
cronicas que implicam na méa absorcdo proteica ou a restri¢cdo a alguns tipos de aminodcidos.
Dentre estas doencas podem ser citadas: doenca de Crohn (WALKER-SMITH, 1997),
fenilcetonuria (CARREIRA et al., 2010), fibrose cistica, alergia e intolerancia a alimentos
(CLEMENTE, 2000; KIM et al., 2007a; LOPES; DELVIVO; SILVESTRE, 2005).
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Quando consideramos o aspecto nutricional, o hidrolisado proteico apresenta como
vantagem a reducdo do tamanho da proteina a peptideos e aminoacidos, o que pode facilitar a
absorcéo. Essa facilitacdo da absorcdo esta fundamentada nos mecanismos de absor¢do de
proteina pelo organismo, que ocorre na forma de aminoacidos livres, di e tri peptideos. Ao
longo dos anos, 0os mecanismos de absorcao/transporte de aminoacidos e peptideos tém sido
amplamente estudados e elucidados facilitando uma abordagem terapéutica mais eficiente
(CLEMENTE, 2000).

Os principais mecanismos de transporte dos aminoacidos livres sdo o transporte
passivo por difusdo simples dependente do gradiente de concentracdo e hidrofobicidade dos
aminoacidos e o transporte passivo por difusdo facilitada e mediada por carreadores. Estes
sistemas sdo saturdveis e susceptiveis a competicdo entre aminoacidos que apresentam
semelhancas estruturais como triptofano, histidina e fenilalanina. Ja o transporte de di e tri
peptideos € independente do transporte de amino&cidos livres e ocorre via transporte ativo.
Sdo relatados alguns mecanismos de transportes como o cotransporte com ions de hidrogénio
e com cations (ex: Ca®*). Ap6s a absorcdo, os peptideos sdo reduzidos a aminoacidos por
peptidases citosolicas presentes nos enterdcitos. Por fim, deve-se enfatizar que, devido as
peculiaridades de cada um dos mecanismos relatados os di e tri peptideos s&o mais
eficientemente absorvidos quando comparados a uma quantidade equivalente de aminoécidos
livres, justificando o uso preferencial de di e tri peptideos em detrimento a aminoacidos livres
principalmente em nutri¢do enteral (ADIBI, 1976; MATTHEWS, 1972; SILK, 1974; SILK;
GRIMBLE; REES, 1985; WEBB; MATTHEWS; DIRIENZO, 1992).

A hidrdlise de proteinas pode ser realizada por acdo de &cidos, alcalis ou enzimas,
sendo que os primeiros trabalhos de hidrélise proteica foram realizados com a utilizacdo de
alcalis (ex: hidréxido de sddio e de bario) e acidos (ex: acido cloridrico e trifluoroacético). O
rendimento dos dois processos é dependente do tipo de alcali ou &cido utilizado, a temperatura
e tempo de reagdo, poréem a hidrolise alcalina é considerada mais facil de ser conduzida do
que a acida devido a todo o aparato necessario para a sua realizacdo. Apesar dos dois
processos apresentarem altos rendimentos de hidrdlise sdo grandes as desvantagens, pois
resultam em produtos de baixa qualidade, podendo formar substancias toxicas tais como
lisina-alanina e por fim, no caso da hidrolise alcalina levar a racemizagdo (conversdo de
aminoacidos levogiros (L) em dextrégiros (D)), conversdo de aminoacidos (cisteina em
cistina) e até mesmo sua destruicdo (GRIGGS, 1921; TSUGITA; SCHEFFLER, 1982;
WARNER, 1941). J& a hidrdlise enzimética normalmente é feita em condicbes brandas de pH

(6-8) e de temperatura (40-60 °C), minimizando a ocorréncia de reagdes indesejaveis de
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racemizacdo e destruicdo dos aminoacidos (CHIANG; SHIH; CHU, 1999; CLEMENTE,
2000; SINHA et al., 2007).

O grau de hidrolise esta intimamente ligado a especificidade da enzima e, este altera as
propriedades de solubilidade, emulsificante e gelificante. O controle do tamanho dos
peptideos é essencial para o uso do hidrolisado para fins dietéticos (FITZGERALD;
O'CUINN, 2006; SINHA et al., 2007).

As primeiras enzimas utilizadas para a hidrdlise de proteinas foram as proteases
pancreaticas de origem animal, todavia as enzimas de origem vegetal, bacteriana e fungica
tem ganhado cada vez maior importancia (GUADIX et al., 2000).

Vérias enzimas isoladas ou associadas tém sido utilizadas nos processos de hidrélise
de proteinas (SINHA et al., 2007), dentre as quais podemos destacar as enzimas papaina,
Alcalase®, Neutrase® e Flavourzyme®.

A papaina é uma enzima de origem vegetal extraida do latex do fruto da Carica
Papaya L., ¢ uma hidrolase pertencente ao subgrupo das peptidases e cliva principalmente
ligacGes internas da proteina (endopeptidase), preferencialmente aminoacidos que possuem
grandes cadeias laterais hidrofébicas na posicdo S2 (EXPASY, 2011b). E estavel em pH entre
5 e 9 e com temperatura de atividade 6tima por volta de 65 °C (RAO et al., 1998). A
Alcalase®, endopeptidase de origem bacteriana produzida pelo Bacillus lichenformis, também
é uma hidrolase do subgrupo das peptidases e apresenta preferéncia hidrolitica para regies
com residuos ndo carregados em S1 (EXPASY, 2011a). Apresenta atividade e estabilidade em
pH entre 6 e 10 e temperatura entre 50 e 70 °C. A Flavourzyme®, também conhecida como
carboxipeptidase | (MEROPS, 2011), é um complexo de endo e exopeptidase, com maior
atividade de exopeptidase, produzida pelo fungo Aspergillus oryzae, apresenta uma atividade
Otima nos pHs entre 5 e 7 e temperatura 6tima em torno de 50 °C (SANTOS et al., 2009). A
Neutrase® é uma endopeptidase produzida pelo Bacillus amyloliquefaciens que apresenta
atividade otima em temperatura entre 45 e 55 °C e entre pH 5,5 e 7,5 (DAMRONGSAKKUL
et al., 2008).

Apesar do amplo uso de proteinas de origem animal para a producdo de hidrolisados
proteicos (MORATO et al., 2000), a produgdo de hidrolisados a partir de proteinas de origem
vegetal tem crescido sistematicamente. A diversidade e abundéncia de fontes, aliadas ao
menor custo tém sido um grande estimulo para novas descobertas, porém tem como fator
limitante a quantidade de alguns aminoacidos essenciais (sulfurados), sendo, portanto
necessario, a adicdo destes em formulagdes a base de hidrolisados proteicos de origem vegetal
(AGUIRRE; GARRO; SAVOY DE GIORI, 2008; CLEMENTE, 2000).
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Dentre as proteinas vegetais estudadas, o gluten, proteina proveniente do trigo, foi
estudado por Kong, Zhou e Qian (2007). A hidrélise aumentou a solubilidade da proteina e a
enzima Alcalase® apresentou um melhor desempenho dando origem aos menores peptideos
(menores que 1355 Da). Ja Kamnerdpetch et al (2007) estudaram a batata (Solanum
tuberosum) como fonte de proteina para a producédo de hidrolisado. Considerada como residuo
apos a extragdo do amido, a polpa gerada é rica em proteina (74%), com base nisso, 0s
pesquisadores, combinando as enzimas Alcalase® e Flavourzyme® desenvolveram um
hidrolisado que apresentou alto grau de hidrélise (44%) e uma grande quantidade de
aminoacidos livres devido a agdo da exopeptidase Flavourzyme®.

As proteinas da soja, também tem sido alvo de estudos para a producdo de
hidrolisados, parte deste interesse é devido a grande producdo mundial de soja e as acbes
benéficas atribuidas a proteina e seus peptideos, como a reducdo do colesterol plasmatico,
alteracdo da atividade do receptor de LDL em hepatdcitos e acdo antioxidante (OMONI;
ALUKO, 2005). A partir dessa diversidade de beneficios associados a proteina de soja,
diversos pesquisadores tém estudado a viabilidade de producdo de produtos derivados dessa
proteina dentre os quais os hidrolisados tém recebido atencédo especial.

A producdo de hidrolisado de proteina de soja com o uso de pancreatina foi realizada
por Netto e Galeazzi (1998), obtendo um grau de hidrélise de 14,5%. Os autores sugeriram
que, devido ao reduzido contetdo de aminoacidos aromaticos, especialmente fenilalanina, o
hidrolisado seria adequado para compor dietas para portadores de fenilcetondria.

Tsumura (2005) obteve hidrolisado de proteina de soja usando as enzimas papaina e
Pepsina, a primeira demonstrou maior afinidade para a digestdo de B-conglicinina, ja a
segunda apresentou maior afinidade pela glicinina. Os dois hidrolisados apresentaram um
aumento da solubilidade em pH 4,5 (ponto isoelétrico da proteina de soja) e da atividade
emulsionante.

Aguirre, Garro e Savoy de Giori (2008) estudaram a producéo de hidrolisado de soja
com a utilizacdo de diferentes bactérias lacticas, os hidrolisados produzidos apresentaram
melhora nas caracteristicas da proteina (ex: solubilidade) e uma fonte rica em lisina podendo
ser utilizado como fonte complementar deste aminoacido em misturas com outras fontes
proteicas de cereais.

A partir da producéo de hidrolisados de proteina, novas fronteiras tém sido exploradas
para a utilizacdo desses compostos. Um grande destaque tem sido dado para a producdo de
complexos de peptideos com metais (ex: ferro e manganés) oriundos de sais minerais de

interesse nutricional.
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A importancia dos metais para a manutencdo do equilibrio bioquimico-nutricional é
incontestdvel. No entanto, as bases moleculares envolvidas na homeostase (absorcéo,
distribuicdo, utilizacdo e eliminacdo) destes elementos ainda ndo foram completamente
elucidadas. Porém, varios estudos tém demonstrado que a forma de apresentacdo dos metais
tem papel decisivo na biodisponibilidade dos mesmos. Sendo que aqueles naturalmente
complexados com proteinas, ferritina (THEIL, 2004), hemoglobina (LAYRISSE et al., 1984)
ou preparados a partir de proteinas ou aminoacidos (CREMONESI et al., 1984; FRANZONE
et al., 1990) tem demonstrado maior biodisponibilidade e menores efeitos colaterais, quando
comparados aos compostos inorganicos.

Uma das vantagens do uso de metais na forma de complexos é que estes estdo menos
susceptiveis a interacdo com fatores antinutricionais (ex: &cido fitico) o que previne a
formacdo de compostos insoluveis e aumenta a disponibilidade do metal para a absor¢édo
(ASHMEAD, 2001).

Bao et al (2007) estudaram a complexacdo de hidrolisados enzimaticos da proteina de
soja com ions de célcio. De acordo com os resultados obtidos, os autores concluiram que a
complexacdo ocorre principalmente nos grupos carboxilicos dos aminoacidos acidos e nos
grupos imidazolicos da histidina, sendo dependente do nimero de aminoécidos dos peptideos.
A carga do aminoacido também foi sugerida como determinante para a formacdo do
complexo.

Resultados promissores foram mostrados na complexacdo de hidrolisados parciais de
proteinas do soro de leite com ferro por Kim et al (2007b), enquanto que Chaud et al (2002)
demonstraram que hidrolisados parciais de caseina obtidos por Freitas et al (1993), em
condigcdes apropriadas, formam complexos com ferro. Tais complexos apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas que contrastam com aquelas apresentadas pelo sulfato ferroso,
ou seja, o complexo formado é estavel e insolivel quando em pH &cido (similar ao do
estdmago) permanecendo o ferro, na faixa de pH de 2,0 a 7,5, na forma complexada, porém, é
soltvel em pH de neutro a alcalino (similar ao entérico). Os autores demonstraram tambem
que a administracdo do complexo Fe**-peptideo, por sonda géstrica, em ratos normais apos
jejum de 18 horas resultou em aumento e manutencdo dos niveis séricos de ferro quando
comparado a dose equivalente de sulfato ferroso.

A suplementacdo com Fe**-peptideo preveniu, em ratos, o desenvolvimento de
deficiéncia de ferro em situacdo de hipocloridria induzida por omeprazol (CONCEICAO et
al., 2001). Preveniu também a deposi¢édo hepatica de ferro com a administracéo de altas doses
do complexo por um periodo de 28 dias (MACHADO et al., 2005).
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Em estudo prospectivo longitudinal realizado com gestantes (AMBROSIO, 1999), a
suplementagéo com o complexo Fe**-peptideo apresentou maior eficécia quando comparada
ao sulfato ferroso, reducdo dos efeitos colaterais e consequentemente maior adesdo ao
tratamento.

Garcia-Aranda, Wapnir e Lifshitz (1983) mostraram que a absorgcéo de manganés em
ratos Wistar foi trés vezes maior para o metal ligado a histidina quando comparados a
administracdo deste sem o ligante. Para Wapnir e Stiel (1986), a administracdo conjunta de
zinco com 0s aminoacidos triptofano, histidina e prolina levou a um aumento da sua absor¢éo
na regido do jejuno em camundongos quando comparados ao metal administrado néo
complexado, os autores acreditam que a formacgdo de complexos dos peptideos com o zinco
foi determinante para o resultado observado nesse estudo.

Os resultados dos autores descritos acima deixam evidente o beneficio da utilizacdo de
complexos na nutricdo e abrem a possibilidade de estender a utilizacdo de complexos para
outros metais, que sao essenciais para a manutencao do equilibrio bioquimico-nutricional, tais
como 0 cobre, 0 manganés e o0 zinco, visando também a sua maior biodisponibilidade no

organismo.

1.2.1. Metais de interesse nutricional

Sédo diversos 0s metais essenciais para o funcionamento adequado do organismo. Cada
um apresenta importante funcdo na homeostase, agindo de maneira sinérgica em diferentes

situacOes. Dentre esses temos 0s metais cobre, zinco, ferro e manganés com destacado papel.

1.2.1.1. Cobre

O cobre € um elemento essencial para todos os organismos vivos. Nos seres humanos
0 cobre a absorvido principalmente na regido do duodeno e excretado no trato gastrointestinal
principalmente via bile, além disso, uma grande parte do cobre eliminado é reabsorvido pelo
organismo. A manutencao dos niveis de cobre no organismo é realizada pelo equilibrio entre
sua absorcdo e eliminacdo e estd ligada ao seu status nutricional (HASSAN;
NETCHVOLODOFF; RAUFMAN, 2000; ROMANA et al., 2011). O cobre atua

principalmente como cofator de diversas enzimas tendo importante desempenho no
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crescimento e desenvolvimento infantil, mecanismos de defesa, crescimento 6sseo, maturacao
das células sanguineas, transporte de ferro e colesterol, metabolismo energético e
desenvolvimento cerebral (LINDER et al., 1998; OLIVARES; UAUY, 1996).

A deficiéncia de cobre é marcante em criancas mal nutridas e também pode estar
associada a diversas doengas degenerativas, tais como Alzheimer, doenca de Wilson e
sindrome de Menkes (KLEVAY, 2008; OLIVARES; UAUY, 1996; ROMANA et al., 2011;
STRAUSAK et al., 2001).

1.2.1.2. Ferro

O ferro é um dos elementos mais utilizados pelos seres vivos. Sua deficiéncia afeta
aproximadamente 25 % da populacdo mundial, sendo as criancas na fase pré-escolar,
mulheres em idade reprodutiva e gestantes as mais afetadas. Estudos apontam uma
prevaléncia de anemia entre 30% e 40% em populacdo de criangas menores de cinco anos e
de 55% a 77% em lactentes no Brasil (BRASIL, 2009; UNICEF, 2009).

A deficiéncia de ferro faz com que as criangcas demonstrem-se cansadas, lentas e com
0 comportamento apético, afetando diretamente o aprendizado na fase escolar. Adultos
anémicos sdo menos produtivos que os ndo anémicos (MONGA et al., 2010; PATTERSON,;
BROWN; ROBERTS, 1998; TORREJON et al., 2004; UNICEF, 2009).

A funcéo mais notoria do ferro é participacdo no transporte de oxigénio quando ligado
as proteinas mioglobina e hemoglobina (DISILVESTRO, 2004), além disso, o ferro também
esta envolvido nos processos de sintese de proteinas, DNA e RNA, regulacdo da expressao
génica e proliferagéo celular (GANZ, 2003).

A deficiéncia de ferro esta ligada a baixa qualidade da alimentacéo, biodisponibilidade
do ferro, reducdo da capacidade absortiva e até mesmo a sua perda excessiva (DENIC;
AGARWAL, 2007).

A suplementagdo com ferro é recomendada como o tratamento mais utilizado para a
sua deficiéncia. No entanto, devido as altas doses de ferro, ocorrem diversos efeitos colaterais
0 que reduz a adesdo de pacientes, principalmente criancas, ao tratamento (MOREIRA-
ARAUJO; ARAUJO; AREAS, 2008; STEPHENSON, 1995).
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1.2.1.3. Manganés

O manganés é um metal essencial encontrado em diversos tecidos bioldgicos e esta
envolvido em diversos processos fisioldgicos importantes como metabolismo de proteina,
aminoéacidos, lipideos e carboidratos (ASCHNER et al., 2007).

Apesar de sua importancia, o excesso pode causar acumulo no cérebro na regido do
striatum, local responsavel pelo controle da funcdo motora. Esse acumulo leva a uma doenca
neurodegenerativa com sintomas semelhantes a doenga de Parkinson denominada
Manganismo e também a manifestacdes semelhantes a Esquizofrenia (GREGER, 1998;
QUINTANAR, 2008).

1.2.1.4. Zinco

A importancia do zinco para 0s seres Vvivos € inquestionavel, seu papel é marcante no
crescimento e desenvolvimento de seres humanos, assim como no desenvolvimento e
funcionamento do cérebro. Além disso, o zinco esta envolvido nos processos de proliferacéo,
diferenciacdo e apoptose das células (KOZLOWSKI et al., 2009; MARET; SANDSTEAD,
2006; TAKEDA; TAMANO, 2009).

A deficiéncia de zinco pode levar a diversos problemas dentre os quais retardamento
no crescimento, deficiéncia cognitiva e disfuncdo imunoldgica sdo os mais relevantes. A
perda do apetite com consequente anorexia também € relatada, assim como problemas
relacionados ao aprendizado e a memdria (PRASAD et al., 2004; SALGUEIRO et al., 2000;
TAKEDA; TAMANO, 2009). A falta de zinco durante a gestacdo e desenvolvimento pés-
natal, leva a sutis alteracdes no desenvolvimento neuroldgico do feto e da crianca
(MERIALDI et al., 2004).

As necessidades de consumo diario de zinco variam de 2 a 3 mg, sendo 0s cereais € a
carne vermelha suas principais fontes (TAKEDA; TAMANO, 2009).



5. CONCLUSOES
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A padronizacdo dos processos extrativos se mostrou dificultosa em escala
laboratorial. A dificuldade na execucdo de algumas etapas dos processos, tais como a
filtracdo, impossibilitou de se obter um resultado com melhor reprodutibilidade. Optou-se
pela utilizagdo do extrato padrdo 1:30 (m/v) devido as maiores facilidades na execugdo do
processo e bom rendimento.

Os ensaios enzimaticos revelaram que a enzima Alcalase® 2,4L apresentou um
melhor rendimento de hidrolise quando comparados as outras enzimas (Neutrase® 0,8L e
Flavourzyme® 1000L), em menor dilui¢do enzimatica (1:100) a uma concentracao de 0,75 %
de substrato no meio, ou seja uma relagdo de 7,5 mg de proteina de soja:10 ul de enzima.

A analise do perfil de peptideos formados quanto a sua distribuicdo de tamanho,
comprovou o melhor desempenho da enzima Alcalase® 2,4L em relacdo as demais enzimas.
Os resultados mostraram que a associacao de enzimas ou novas adi¢cdes nao sdo relevantes
para a mudanca do perfil do peptideo quando comparados ao uso exclusivo da Alcalase®
2,4L. Também ficou evidente que 30 minutos de reacdo de hidrolise sdo suficientes para a
formacéo de um perfil de peptideos adequados para a composi¢ao do hidrolisado.

A hidrélise com a Alcalase® 2,4L ndo alterou o padrdo de aminoacidos do
hidrolisado quando comparados a proteina de partida.

A remogdo do glicerol contido no meio contendo a enzima, utilizando-se do método
de cromatografia de exclusdo, ndo reduziu a atividade da enzima e contribuiu para a melhora
das caracteristicas fisicas do hidrolisado proteico de soja.

Na preparacdo dos complexos de peptideos com os metais ferro, manganés, cobre e
zinco a utilizacdo dos métodos de voltametria ciclica e titulacdo potenciométrica mostrou ser
reprodutivel e eficiente para a determinagdo da estequiometria de reacdo. Sendo que a maior
ou menor afinidade do metal pelo hidrolisado deveu-se as diferentes caracteristicas intrinsecas
de cada metal, o que refletiu diretamente na quantidade de cada metal ligado. Os resultados
mostraram o teor de metal ligado de 15,19% para 0 manganés, 5,55% para o ferro, 3,13% para
0 cobre e 2,94% para o zinco.

A obtencdo dos espectros na regido do UV-visivel comprovou a formagdo dos
complexos metélicos. No entanto, a técnica de absorcdo na regido do UV-Vis possibilita
avaliar a formacdo do complexo, porém ndo fornece informacbes a respeito do modo de
coordenacdo e quais grupamentos do hidrolisado interagem com o metal. Para isso outras

técnicas poderdo ser utilizadas, como por exemplo, espectroscopia vibracional Raman.
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A andlise da viabilidade econémica mostrou, para o volume de producédo sugerido, a
ndo viabilidade de producdo dos produtos propostos excetuando-se uma probabilidade de
viabilidade de 100% para o complexo de zinco.

A dificuldade ao acesso a informagdes sobre o custo de equipamentos e matérias-
primas dificultou a projecdo para uma maior escala de producgdo afetando diretamente os
resultados da viabilidade econémica do projeto.

Apesar dos resultados desfavoraveis de viabilidade econdmica, acredita-se que
mediante ajustes de producdo o projeto possa apresentar uma maior viabilidade comparada

aos resultados obtidos.
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