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RESUMO

MACHADO, Fabiano de Paula Pereira, M.S., Universidade Federal de Vigosa, Julho
de 2005. Efeitos do tratamento térmico na qualidade protéica de farinhas de
soja convencional e isenta de lectina e inibidor Kunitz. Orientador: José
Humberto de Queiroz. Conselheiros: Maria Goreti Almeida de Oliveira e Maurilio
Alves Moreira.

Nesse trabalho foi avaliado o efeito do tratamento térmico em autoclave na
qualidade protéica de farinhas integrais de soja, obtidas de uma linhagem contendo
KTI e lectina (KTl+Lec+) e de uma isolinha isenta desses antinutrientes (KTI-Lec-).
Para isso, foram avaliadas as composi¢cOes centesimais dessas farinhas in natura
assim como a inibicéo de tripsina, a atividade hemaglutinante, o indice de urease e a
solubilidade protéica nas farinhas in natura e processadas termicamente. Realizou-se
também um ensaio com ratos Wistar para a avaliacdo do ganho de peso, da
digestibilidade verdadeira in vivo, do quociente de eficiéncia protéica (PER), do
quociente de eficiéncia liquida protéica (NPR) e da utilizacdo liquida protéica (NPU).
O tratamento térmico foi efetivo na inativacdo de urease, lectina e inibidores de
tripsina, sendo que 15 minutos de tratamento térmico foram suficientes para reduzir
em mais de 90% o efeito desses compostos. Simultaneamente, as farinhas obtidas
nesse tempo de processamento apresentaram um adequado valor de solubilidade
protéica. Os resultados obtidos de PER, NPR e ganho de peso mostraram que o
tratamento térmico melhorou igualmente a qualidade nutricional das duas farinhas,
embora a farinha da isolinha KTI-Lec- tenha necessitado de um maior tempo de
processamento térmico. Por outro lado, ndo foi observado um aumento significativo
nos valores de NPU e de digestibilidade verdadeira in vivo para dietas contendo
farinhas da linhagem de soja KTI-Lec-, embora os valores tenham sido
estatisticamente iguais aos das dietas contendo farinha da linhagem de soja
KTIl+Lec+.
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ABSTRACT

MACHADO, Fabiano de Paula Pereira, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July,
2005. Effects of heat treatment in the protein quality of convencional and
lacking lectin and Kunitz inhibitor soybean flours. Adviser: José Humberto de
Queiroz. Committee members: Maria Goreti Almeida de Oliveira and Maurilio
Alves Moreira.

The effects of autoclaving in the protein quality of full-fat soybean flours prepared
from a line having KTl and lectin (KTI+Lec+) and a isoline lacking these antinutritional
factors (KTI-Lec-) were studied. Thus, it were measured the partial chemical
composition of these raw soybean flours and the trypsin inhibition, hemagglutination
activity, urease index and protein solubility of the raw and heated soybean flours. A
biological assay was conducted with Wistar rats in order to determine some nutritional
parameters like weight gain, in vivo true digestibility, protein efficiency ratio (PER), net
protein ratio (NPR) and net protein utilization (NPU). The heat treatment was enough
efficient in the urease, lectin and trypsin inhibitors inactivation, being 15 minutes
sufficient to reduce more than 90% of these compounds. Simultaneously, the flours
processed at that time had suitable protein solubility values. The results of PER, NPR
and weight gain showed that the heat treatment equally improved the nutritional
quality of both soybean flours, although that from the isoline (KTI-Lec-) required a
longer autoclaving time. For the other side, was not achieved a significant rise on the
NPU and in vivo true digestibility values to diets containing flours obtained from the
soybean isoline. However these results were significantly the same to that obtained

with diets containg soybean line KTIl+Lec+.
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1. INTRODUCAO

A soja tem sido amplamente utilizada como fonte de 6leo comestivel e proteina
para alimentacdo humana e animal. Além de seu elevado valor nutricional, beneficios
relacionados a saude humana contribuem para 0 aumento de sSeu consumo.
Entretanto, o potencial nutricional da soja é limitado pela presenca de fatores
antinutricionais que diminuem o desempenho de animais e podem provocar
alteracbes metabdlicas também em humanos. Lectina e inibidores de proteases sdo
0s principais responsaveis pelos efeitos fisiologicos observados pelo consumo de
soja.

Ha diversos métodos para inativar esses antinutrientes, sendo que o tratamento
térmico € o que apresenta os melhores resultados praticos. Além disso, a eliminacao
de fatores antinutricionais por meio de programas de melhoramento genético,
apresenta-se como uma alternativa eficaz para a obtencao de linhagens de soja com
maior valor nutricional ou que necessite de um menor tempo de tratamento térmico.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho consistiu em avaliar os efeitos da
eliminacdo genética de lectina e inibidor Kunitz assim como o efeito do tratamento
térmico na qualidade protéica de farinhas integrais de soja. Para isso, foram utilizadas
linhagem de soja contendo KTI e lectina (KTI+Lec+) e isolinha sem KTI e lectina (KTI-
Lec-) desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento Genético da Qualidade da Soja
do Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade

Federal de Vicosa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteinas da soja

As proteinas da soja constituem uma mistura de macromoléculas de tamanhos,
densidades de carga e estruturas diferentes, podendo ser agrupadas em quatro
fracbes com velocidades de sedimentacdo equivalentes a 2, 7, 11 e 15S. As
guantidades relativas e as faixas de pesos moleculares representadas por estas
fracOes sdo apresentadas na Tabela 1 (SGARBIERI, 1996).

Tabela 1 — Quantidades relativas, componentes e pesos moleculares de

fracGes protéicas obtidas de soja por ultracentrifugacao.

Fracdo protéica Porcentagem Componentes Peso Molecular
do total
2S 22 Inibidores de tripsina 8 000
21 500
Citocromo C 12 000
Globulina 2,3S 18 200
Globulina 2,8S 32 000
Alantoinase 50 000
7S 37 Beta-amilase 61 700
Lectina 110 000
Lipoxigenase 108 000
Globulina 7S 180 000
11S 31 Globulina 11S 210 000
350 000
15S 1 600 000




A maior parte das proteinas de sementes de soja € composta por proteinas de
reserva localizadas nos corpusculos protéicos. A O-conglicinina (globulina 7S) e a
glicinina (globulina 11S) sdo as principais proteinas de reserva das sementes de soja
e correspondem aproximadamente a 70% do total de proteinas (SGARBIERI, 1996).

A O-conglicinina é constituida por seis glicoproteinas distintas, designadas B a B,
compostas por diferentes proporcdes de residuos de manose e glicosamina e de
subunidades 0, [0’ e 0. Os polipeptideos B, e B, sdo constituidos por combinacdes
das estruturas [0 e [, enquanto B; B3, Bs e B; sGo compostos pelas subunidades [0'/0],
0/0/d, /0 e O, respectivamente (THANH e SHIBASAKI, 1976).

A glicinina é composta por seis subunidades polipeptidicas acidas (A1, Az, Az, Ag,
F2(1) e F2(2)) e quatro bésicas (B, B,, Bz € Bs). A composicdo aminoacidica desses
polipeptideos revela que os de natureza acida possuem proporcionalmente mais GIx
gue Asx, enquanto os polipeptideos basicos sdo mais ricos em leucina, valina e
alanina. Além disso, as subunidades A;, A, B; e B, apresentam maior nimero de
residuos de metionina em relacdo aos demais polipeptideos &cidos e basicos,
respectivamente (MOREIRA et al., 1979).

As proteinas da soja constituem a principal fonte protéica de origem vegetal
destinada a producéo de racdes, principalmente para aves e suinos, cujo consumo
tem aumentado nos ultimos anos. Para isso, contribuem nédo apenas seu elevado teor
protéico, geralmente acima de 40%, e de 6leo, aproximadamente 20%, como também
seu custo relativamente baixo e uma satisfatéria conversao alimentar quando utilizada
em racoes (ARNDT et al., 1999; EYES, 2002).

Constata-se também o aumento do consumo de soja na alimentacdo humana
devido a sua qualidade nutricional. A utilizacdo da soja em diversos alimentos permite
0 aumento significativo do valor nutritivo desses produtos tanto na quantidade de
proteinas como na qualidade em termos de aminoacidos essenciais. A utilizacdo de
soja possibilita a elaboracdo de misturas de proteinas vegetais com valor nutricional
comparavel ao de proteinas de origem animal (SRIHARA e ALEXANDER, 1984;
DHINGRA e JOOD, 2001; IWE et al. 2001; OBATOLU, 2002).

Mesmo se tratando de uma fonte protéica com valor nutricional limitado pelo seu
baixo conteddo de aminoéacidos sulfurados, EMMERT e BAKER (1995) mostraram
que a suplementacdo de concentrados ou isolados protéicos de soja com metionina
promoveu aumento significativo de sua qualidade protéica. Somado a isso, diversos



beneficios relacionados a saude humana devido ao consumo de soja e derivados,
principalmente na populacdo oriental, contribuem para uma maior aceitacdo de
proteinas de soja (ALBERTAZZI, 2002; CHIECHI et al., 2002; MWATSAMA, 2003).
Consequentemente, a populagdo esta mais consciente a respeito dos beneficios da
soja, o que influencia no aumento de seu consumo (BUS e WORSLEY, 2003). Além
disso, proteinas da soja apresentam algumas propriedades funcionais como
dispersibilidade em agua, absorcdo de agua ou de gordura, emulsificacdo, formacao
de espuma e viscosidade, indicando um potencial para sua aplicacdo na elaboracéo
de diversos produtos para o consumo humano (TRAINA e BREENE, 1994).

No entanto, a soja contém outros componentes protéicos e ndo protéicos que
limitam seu valor nutricional. Alguns, como inibidores de proteases, lectinas,
goitrogénios e antivitaminas podem ser eliminados com a aplicacdo de calor. Por
outro lado, saponinas, taninos, estrogenos, fatores de flatuléncia, alergenos e fitatos
sdo estaveis ao calor. Esses compostos causam efeitos fisiologicos adversos ou
diminuem a biodisponibilidade de nutrientes, provocando deficiéncia no crescimento
em humanos e animais (LIENER, 1994). Entre os compostos citados, lectinas e
inibidores de proteases tipo Kunitz e Bowman-Birk sdo os principais responsaveis
pelo baixo crescimento de animais alimentados com soja crua ou insuficientemente
processada (DOUGLAS et al., 1999; VASCONCELOS et al., 2001; PALACIOS et al.,
2002).

2.2. Inibidores de proteases

Inibidores enziméticos sdo encontrados em animais, microrganismos e plantas.
Atuam inibindo proteases, amilases, lipases, glicosidases e fosfatases, sendo mais
conhecidos os que inibem proteases (LAJOLO e GENOVESE, 2002).

Levando-se em consideragcdo o aspecto nutricional, os inibidores de proteases
presentes em leguminosas sdo 0s mais estudados, principalmente aqueles que
inibem as serino proteases tripsina e quimotripsina (LIENER et al., 1988; FRIEDMAN
et al., 1991). Os inibidores de tripsina correspondem aproximadamente a 6% do total
de proteinas de sementes de soja (FRIEDMAN e BRANDON, 2001).

Os inibidores de proteases encontrados em sementes de soja sdo divididos em
duas classes principais: inibidores tipo Kunitz (KTI) e tipo Bowman-Birk (BBI)



(LIENER, 1994). O primeiro € o principal responsavel pela atividade antitriptica
observada em sementes de soja e, portanto, o mais estudado (FRIEDMAN et al.,
1991). Apesar de inibidores tipo Kunitz estarem presentes em sementes de soja em
quantidade duas a trés vezes superior aos inibidores Bowman-Birk, eles se equivalem
em concentracdo molar (TAN-WILSON, 1988).

O inibidor tipo Kunitz de soja apresenta peso molecular de aproximadamente 20
KDa, sendo composto por motivos estruturais de aproximadamente 60 residuos de
aminoacidos, estruturalmente organizados como quatro cadeias [0 consecutivas
conectadas por loop (L-00;-L-O,-L-0s-L-00;). Seis dessas cadeias 0 formam um
pequeno barril O antiparalelo com um de seus lados fechado pelas outras seis
cadeias O (Figura 1). Também fazem parte de sua estrutura uma hélice 3,0 € duas
ligag6es dissulfeto (Cys 39-86 e Cys 136-145). O sitio reativo esté localizado em um
loop que é estabilizado pela formacao de ligacdes de hidrogénio entre alguns de seus
residuos e o residuo Asnl13 (SONG e SUH, 1998).

Figura 1 — Estrutura do inibidor Kunitz. Estdo indicados as cadeias O (verde), loop
(branco), as pontes dissulfeto (amarelo), a hélice 315 (vermelho) e o loop do sitio reativo
(seta azul) (SONG e SUH, 1998).

Esse inibidor apresenta trés isoformas denominadas Ti?, Ti® e Ti°, compostas por
181 residuos de aminoacidos e possuindo o sitio de ligacdo a enzima na mesma
posicdo Arg(63)-lle(64). Comparando-se as sequéncias de aminoacidos dessas

isoformas, Ti® difere de Ti° apenas pela troca de glicina por acido glutamico na



posicdo 55, enquanto Ti% e Ti° apresentam mudancas de residuos aminoacidicos em
outras oito posi¢des sendo que a glicina na posi¢ao 55 € mantida (KIM et al., 1985).

Os valores de constante de inibicdo de Ti* e Ti° sdo 1,5 x 10 "M e 2 x 10 %M,
respectivamente, enquanto para Ti® este valor é de 1,0 x 10 ® M. Portanto, Ti
apresenta menor adaptacao ao centro reativo da enzima, o que pode ser atribuida a
troca dos residuos aminoacidicos das posicoes 62 e 71 que estdo entre os residuos
envolvidos na interagao do inibidor com a enzima (KIM et al., 1985).

ORF e HYMOWITZ (1978) observaram grande variacdo na distribuicdo das
isoformas Ti?, Ti® e Ti¢ entre diferentes colecbes de germoplasma, sendo Ti® a forma
predominantemente encontrada. Essas isoformas sao codificadas por um sistema
multialélico co-dominante em loccus Unico. O fen6tipo de auséncia de inibidor Kunitz
é herdado como um alelo recessivo a essas isoformas.

Além de T3, Ti® e Ti°, WANG et al. (1996) relataram outras duas variantes
denominadas Ti*® e Ti”". A primeira apresentou mobilidade eletroforética mais lenta
que Ti® e a Gltima mais rapida que Ti°. Os autores constataram que essas variantes
eletroforéticas apresentaram distribuicdo bastante diferente entre as diversas
variedades analisadas.

O mecanismo que explica a inibicdo de proteases € analogo ao que descreve sua
acdo hidrolitica. Porém, comparando-se substrato e inibidor, a adaptacdo desse
altimo ao centro ativo da enzima € muito maior, promovendo grande aumento da
energia de ativacdo necessaria para ocorrer a hidrélise do inibidor. Logo, a formacéo
do complexo ndo covalente inibidor-enzima é termodinamicamente muito mais
estavel, resultando no acumulo desse complexo devido a sua baixa taxa de
dissociacao (JENSEN et al., 1996).

O inibidor Kunitz combina-se estequiometricamente, na proporgdo 1:1, com
tripsina e, em menor afinidade, com quimotripsina no mesmo sitio reativo
(BIDLINGMEYER et al., 1972; SONG e SUH, 1998). Durante a interacdo entre o
inibidor e a enzima, apenas doze residuos de aminoacidos do inibidor promovem a
formacdo do complexo. Entretanto, os cinco residuos presentes no loop do sitio
reativo, Pro61 (P3), Tyr62 (P2), Arg63 (P1), lle64 (P1’) e Arg65 (P2’), sdo os
responsaveis pela maioria destas interacdes. Entre esses, o residuo Arg63 é o
responsavel pela maior parte das ligacdes de hidrogénio formadas com a tripsina
(SONG e SUH, 1998).



O inibidor Kunitz é codificado por uma familia multigénica constituida por, no
minimo, dez genes, dos quais ao menos seis estdo ativos em embriées de sementes
de soja e organizados em pares de repeticdes. Trés genes (KTI1, KTI2 e KTI3) foram
caracterizados e ndo apresentaram introns. A proteina expressa por KTI3 é idéntica a
principal forma do inibidor Kunitz (Ti®) que é responsavel pela maior parte da
atividade antitriptica encontrada em sementes de soja. Os genes KTI1 e KTI2
compartiiham 97% de similaridade em sua regido codificadora, enquanto a
similaridade entre KTI3 e esses dois genes é de 80%. Esses trés genes codificam
MRNAs de 0,9kb (JOFUKU e GOLDBERG, 1989).

Analisando-se a base molecular da mutacdo que impede o acumulo de inibidor
Kunitz durante o desenvolvimento da semente, JOFUKU et al. (1989) constataram na
linhagem mutante que duas dele¢cbes e uma transversdao GO T, na regido de
codificacdo do gene KTI3, resultaram na criacdo de quatro cédons de parada no
MRNA transcrito. Com isso, a traducdo deste mRNA ¢é interrompida com a producao
de proteina truncada. Apesar da transcricdo desse gene nao ser afetada na linhagem
mutante, essa mutacao implica na sintese de mRNA instavel que é encontrado em
nivel bastante reduzido. Dessa maneira, a reduc¢do da quantidade de inibidor Kunitz
em sementes de soja € consequéncia tanto da sintese da proteina truncada como do
baixo nivel de mRNA transcrito.

Os genes KTI1, KTI2 e KTI3 séo regulados durante a embriogénese, alcancando
sua expressdo maxima no estagio médio de maturacdo do embrido. Contudo, o gene
KTI3 é expresso a um nivel superior em relacdo aos outros dois genes devido,
principalmente, a uma maior taxa de transcricio do gene KTI3. Apesar da
similaridade genética, os genes KTI1 e KTI2 s&o diferentemente expressos. Os genes
KTI1 e KTI2 também sédo expressos em outras partes da planta como folha, raiz e
talo, enquanto KTI3 é expresso somente na folha. No entanto, essa expressao é
reduzida devido, em parte, a um menor nivel transcricional (JOFUKU e GOLDBERG,
1989).

A classe de inibidores Bowman-Birk contém pelo menos 8 isoformas ja
identificadas em sementes de soja. Elas sdo subdivididas em 3 grupos, apresentando
de 65 a 80 residuos de aminoacidos, com peso molecular variando de 7 a 9 KDa.
Dentro de cada subgrupo, as diferentes isoformas parecem estar relacionadas por
protedlise limitada. A multiplicidade desses inibidores pode ser justificada também



pela presenca de varios genes que codificam diferentes isoinibidores. Nesse sentido,
a soja parece conter pelo menos 3 loci génicos, cada um codificando um isoinibidor
de subgrupo diferente (TAN-WILSON et al., 1987).

STAHLHUT e HYMOWITZ (1983) encontraram trés variantes eletroforéticas de
inibidores Bowman-Birk em sementes de diferentes cultivares de soja e constataram
grande variacao na distribuicao de duas dessas isoformas.

A forma classica do inibidor tipo Bowman-Birk possui aproximadamente 8 KDa, 72
residuos de aminoacidos e 7 ligagbes dissulfeto (TAN-WILSON et al., 1987).
Apresenta sitio ativo para inibicdo de tripsina localizado na ligacéo peptidica Lys(16)-
Ser(17) e para inibicdo de quimotripsina na ligacdo Leu(43)-Ser(44) (JENSEN et al.,
1996).

O inibidor tipo Bowman-Birk contém dois loops de nove residuos de aminoacidos,
incluindo duas cisteinas, localizados em lados opostos da molécula, permitindo ao
inibidor atuar independente e simultaneamente em duas proteases distintas,
geralmente tripsina e quimotripsina (Figura 2). Uma sequéncia tipica do loop consiste
de Cys-Thr-X-Ser-lle-Pro-Pro-GIn-Cys, em que o residuo X varia com a protease a
qual o inibidor é especifico (WERNER e WERNER, 1992, citados por SCARPI et al.,
2001).

Figura 2 — Estrutura do inibidor Bowman-Birk. Estdo mostradas as pontes dissulfeto

(amarelo) e os dois loops (vermelho) para inibicdo de duas proteases distintas.

O loop dos sitios reativos compreendem os residuos das posi¢des de P3 a P6’, de
acordo com a nomenclatura de SCHECHTER E SCHOENBERGER (1989) citados



por McBRIDE et al. (1998), sendo que alguns sdo bem conservados quando se
comparam diferentes sequiéncias de loops do sitio reativo de Bowman-Birk.

O residuo de treonina da posicdo P2 do loop é altamente conservado em
inibidores Bowman-Birk de diferentes fontes o que se deve a sua importante
contribuicdo para a estabilidade do sitio reativo e do mecanismo inibitério. Em estudo
realizado por McBRIDE (1998), constatou-se que uma rede de ligacdes de hidrogénio
envolvendo os grupamentos O-hidroxil e 0O-metil desse residuo exercem importante
contribuicdo para os baixos valores da taxa hidrolise e da constante de inibigcdo (Ki)
do inibidor. Observou-se também que residuos menores sao preferenciais na posicao
P2, pois aqueles contendo cadeias laterais alifaticas ou aromaticas grandes
resultaram em inibidor com reduzida atividade inibitoria. Valores ainda mais altos de
Ki foram obtidos quando se utilizou glutamato ou aspartato, o que foi atribuido a
interacOes eletrostaticas desfavoraveis entre as cadeias laterais destes aminoacidos
com o residuo Asp102 da triade catalitica da tripsina.

A presenca de residuos de prolina com configuracao cis-trans em P3’-P4’ contribui
para a conformacdo necessaria para a atividade antitriptica do inibidor. Embora a
ligacdo peptidica cis, altamente conservada em P3’, seja essencial para esta
atividade, o residuo de prolina em P4’ apenas estabiliza a configuracéo cis em P3’,
eliminando conformacdes alternativas que possam diminuir a inibicdo (BRAUER et
al., 2002). Por outro lado, o residuo de serina altamente conservado na posi¢cdo P1’
ndo é essencial para a integridade do loop do sitio reativo e apresenta pouca
contribuicho para a afinidade do inibidor pela tripsina. BRAUER e
LEATHERBARROW (2003) sugeriram que, para uma melhor compreensdo da
participacdo do residuo em P1’, na inibicdo de serino proteases, estudos devem ser
realizados na tentativa de se verificar possiveis interacdes ou competicdes entre as
cadeias laterais dos residuos em P1’, P2 e P5'.

Além dos inibidores tipos Kunitz e Bowman-Birk, que compdem as duas principais
classes de inibidores de proteases em sementes de soja, outros inibidores foram
identificados. TAN-WILSON et al. (1987) relataram uma outra classe denominada
inibidores de tripsina ricos em glicina que inibem fortemente tripsina bovina. A
principal caracteristica que diferencia essa classe de inibidores das outras ja descritas
€ seu elevado teor de glicina. Esses inibidores apresentam mais de 200 residuos de
amino&cidos dos quais apenas dois sdo cisteinas, diferindo-se estruturalmente dos



inibidores tipo Bowman-Birk. Além disso, a composi¢cao de aminoacidos, mobilidade
eletroforética ou pontos isoelétricos dos inibidores dessa nova classe sdo diferentes
dos inibidores tipo Kunitz.

HWANG et al. (1977), avaliando a presenca de inibidores de baixo peso molecular
em sementes de soja, observaram a presenca de inibidores com capacidade de inibir
tripsina mas nao quimotripsina e que, aparentemente, ndo estdo relacionados a
inibidores tipo Bowman-Birk.

A quantidade de inibidores de proteases em sementes de soja depende de alguns
fatores como variedade, tempo e condi¢cbes da colheita, duracdo e condicdes da
estocagem e interacdo gendtipo x local de cultivo (BURNS, 1987; KUMAR et al.,
2003).

Além desses fatores, CARVALHO et al. (1999) avaliaram o efeito da eliminacdo
genética de lipoxigenases (LOX) de diferentes cultivares de soja nos niveis dos
inibidores Kunitz e Bowman-Birk e constataram reducdo de 34 a 72% na atividade
antitriptica e de 32 a 54% na atividade antiquimotriptica em sementes de soja.
Embora nédo esteja devidamente esclarecido, a presenca de pelo menos uma das trés
isoenzimas lipoxigenases (LOX1, LOX2, LOX3) parece promover a biosintese de
jasmonato que, conhecidamente, ativa os genes de inibidores de protease.

Diversas fun¢des biologicas sédo atribuidas a inibidores de proteases em plantas
como, por exemplo, constituicdo de parte das proteinas de reserva, regulacdo de
proteases endodgenas e defesa contra ataque de insetos e microrganismos
(RICHARDSON, 1977). No entanto, a auséncia simultdnea de inibidor Kunitz e de
lectina em sementes de soja ndo prejudicou o desenvolvimento, a germinagdo ou o
crescimento das plantas (PRISCHMANN e HYMOWITZ, 1988).

2.3. Lectinas

Lectinas sdo proteinas ndo pertencentes ao sistema imunoldgico capazes de
reconhecer sitios especificos em moléculas e ligar-se reversivelmente a carboidratos,
por meio de ligac6es de hidrogénio e interacdes ibnicas, hidrofébicas e de van der
Waals, sem alterar a estrutura covalente das ligacbes glicosidicas dos sitios
(KOCOUREK e HOREJSI, 1983, citados por KORDAS et al., 2000; AOYAMA et al.,
2001). Por esse motivo, sdo capazes de promover aglutinacéo de células, inclusive

10



de heméaceas de animais, sendo, portanto, conhecidas também como hemaglutininas
ou aglutininas (LIS et al., 1970). Estdo amplamente distribuidas nos reinos animal e
vegetal, atuando como moléculas de reconhecimento intra e intercelular ou entre
organismos (CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991; ARASON, 1996).

Lectinas de plantas, principalmente de leguminosas, sdo as mais estudadas,
sendo-lhes atribuidas diversas funcdes biolégicas fundamentais por estarem
presentes em diversos tecidos e 6rgaos da planta. Entre essas funcdes podem ser
citadas ativacdo de enzimas em sementes de soja (AOYAMA et al., 2001),
constituicdo de parte das proteinas de reserva de sementes (VODKIN et al., 1983;
CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991), protecdo contra predadores e patdgenos
(CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991; VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004) e
reconhecimento celular para a formacao simbiética Rhizobium-leguminosa (HIRSCH,
1999).

A lectina de soja é uma glicoproteina de 120 KDa e possui 4,5% de manose e 1%
de glicosamina. E constituida por duas subunidades diferentes (I e Il) de 28 kDa que
contém uma cadeia de carboidrato de 2kDa e se associam para a formacédo do
tetramero (l2ll;) (LIS et al.,, 1966; LOTAN et al., 1974, 1975). A composicao
aminoacidica dessas subunidades possui grande similaridade, diferindo apenas em
um residuo de lisina excedente na subunidade | e em dois residuos de Asx e um de
GIx na outra subunidade (LOTAN et al.,, 1975). Essa proteina contém poucos
residuos de metionina, é isenta de cisteina e apresenta elevado numero de
aminoacidos contendo hidroxila e de natureza acida (LOTAN et al.,, 1974). Em
comparacéo a inibidores Kunitz e Bowman-Birk, a maior susceptibilidade de lectina de
soja a inativacdo pelo calor constatada por QIN et al. (1996) deve-se principalmente a
auséncia de ligacbes dissulfeto em sua estrutura por ndo apresentar residuos de
cisteina (LOTAN et al., 1974).

Ao contrario de lectinas de diferentes fontes que geralmente apresentam o mesmo
namero de subunidades e de sitios de ligacdo a residuos de carboidratos, a lectina da
semente de soja possui apenas dois desses sitios (LOTAN et al., 1974). Os residuos
de carboidratos presentes nesses sitios de ligacdo constituem uma unidade
polissacaridica Unica, ligada a proteina por meio de ligacdo covalente N-glicosidica

entre residuos de asparagina e N-acetil-D-glicosamina (LIS et al., 1966).
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Lectina de soja apresenta especificidade a superficies celulares nas quais os
sitios receptores contém residuos de N-acetil-D-galactosamina ou dissacarideos
contendo N-acetil-D-galactosamina na extremidade n&o redutora. Porém, essa
afinidade € bem menor para D-galactose e seus derivados. Por outro lado, lectina de
soja ndo apresenta afinidade por outros sacarideos como N-acetil-D-glicosamina, D-
manose, D-glicose, D- e L-fucose e metil O- e O-D-glicosidases (LIS et al., 1970).

Alguns residuos de aminoécidos estdo direta ou indiretamente envolvidos na
ligacéo da lectina ao residuo de carboidrato. Nesse sentido, a0 menos um residuo de
triptofano, ao contrario de tirosina e histidina, participa na ligacdo dessa proteina a
residuos de carboidrato. Embora as cadeias laterais de residuos de lisina, arginina,
glutamato e aspartato ndo estejam presentes no sitio ativo, esses grupamentos
carregados séo importantes para estabilizar a conformacéao ativa da lectina (DESAI et
al., 1988).

A atividade aglutinante da lectina de soja mostra ser dependente também da
presenca de certos ions metalicos. Essa proteina contém em sua estrutura quatro
sitios para ligacdo de metais de transicdo, sendo que dois apresentam baixa
afinidade por Mn®*, mas somente um dos sitios de alta afinidade deve ser ocupado
para a proteina desempenhar sua atividade biologica (JAFFE et al., 1977).

O genoma da soja possui dois genes (L1 e L2) relacionados a lectina. No entanto,
0 gene L2 ndo possui fungcdo conhecida, enquanto o gene L1 codifica a lectina
presente em sementes de soja (GOLDBERG et al., 1983).

Comparando-se a linhagem convencional que acumula niveis normais de lectina
com a linhagem mutante que apresenta nivel ndo detectavel dessa proteina, ambas
apresentam o gene codificador de lectina. No entanto, na linhagem mutante esse
gene € interrompido pela insercdo de um segmento de DNA de 3,4 kb dentro da
regido codificadora. A presenca desse elemento, que possui caracteristicas
estruturais analogas a transposons procarioticos e eucariéticos, promove uma falha
no processo de transcricdo e resulta no bloqueio da sintese ou processamento do
MRNA, impedindo a expressdo do gene codificador de lectina (GOLDBERG et al.,
1983). O gene que expressa lectina ndo contém introns e sua transcricdo resulta na
formacdo de mRNA de 1 kb para a sintese de lectina em sementes de soja (VODKIN
et al., 1983).
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Com excecédo de trés mudancas de base, as regides codificadoras para lectina
das linhagens convencional e mutante sdo idénticas. Além disso, apresentam
promotor com a mesma sequéncia consenso (TATAAATA) (VODKIN et al., 1983).

A producao de lectina é praticamente restrita a fase embrionéria, periodo no qual
a expressao de seu gene esta sob regulacdo, sendo maximizada durante o estagio
médio de maturacdo do embrido quando, simultaneamente, as proteinas de semente

atingem seu maior nivel de expressdo (GOLDBERG et al., 1983).

2.4. Efeitos antinutricionais de lectinas e inibidores de proteases de soja

As principais consequéncias verificadas em animais alimentados com soja crua ou
subprocessada sdo ganho de peso insatisfatorio devido a baixa digestibilidade
protéica e alteracdes no metabolismo de diversos érgdos, principalmente pancreas e
intestino (PERILLA et al., 1997; VASCONCELOS et al., 2001).

Para explicar o mecanismo pelo qual inibidores de tripsina exercem seus efeitos
no pancreas, GREEN e LYMAN (1972) citados por LIENER (1994) postularam que a
secrecdo pancreatica em ratos € controlada por um mecanismo de feedback negativo
gue estabelece uma relacdo inversa entre a secrecdo enzimatica e o nivel de tripsina
presente no intestino delgado. Portanto, quando o nivel de tripsina no intestino é
reduzido o pancreas responde de maneira a produzir mais enzima. O horménio
colecistocinina € o mediador entre o nivel de tripsina no intestino e a secrecéo
pancreatica (LIENER, 1995).

Na tentativa de se entender a relacdo entre a secrecao pancreatica e o hormonio
colecistocinina, IWAI et al. (1988) citados por LIENER (1994) identificaram um
peptideo, contendo 61 residuos aminoacidicos no suco pancreatico de ratos.
Somente quando o inibidor se complexa com a tripsina, esse peptideo, que € sensivel
a esta enzima, fica livre e promove a liberacdo de colecistocinina que, por sua vez,
estimula a secrecdo enzimatica pelo pancreas. Dessa forma, o inibidor de tripsina
estimula o crescimento do pancreas, atribuido a hipertrofia (aumento no tamanho das
células acinares pancreaticas) e a hiperplasia (aumento do numero de células
acinares pancreaticas).

Associada a esta hipertrofia estd 0 aumento na secrecao de enzimas digestivas,

incluindo tripsina, quimotripsina e elastase. Devido ao fato de enzimas pancreéticas
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como tripsina e quimotripsina serem ricas em aminoacidos sulfurados, o efeito
hiperativo do pancreas é desviar esses aminoacidos da sintese de proteinas dos
tecidos para a sintese de novas enzimas que sao excretadas quando complexadas
com inibidor. Sendo assim, ocorre a perda de peso, ja que aminoacidos sulfurados
sao limitantes em proteinas de soja (LIENER, 1995).

Entretanto, a hipertrofia do pancreas provocada por ingestdo de farinha de soja
crua e outros produtos de soja ndo foi observada em macacos, cobaias ou leitdes,
embora os dois ultimos apresentaram baixo ganho de peso quando alimentados com
farinha de soja crua (STRUTHERS et al.,, 1983; HASDAI et al.,, 1989). Portanto,
diferentes espécies podem responder de modo diferente a dietas contendo soja crua
e a extrapolacdo do mecanismo que explica a hipertrofia e a perda de peso em ratos
para outras espécies deve ser vista com cuidado. Possivelmente, em algumas
espécies o horménio colecistocinina e inibidores de tripsina podem ndo ser os
principais fatores envolvidos na hipertrofia pancreéatica (STRUTHERS et al., 1983).

Embora a maioria dos estudos em que se avaliam os efeitos antinutricionais
provocados pela ingestdo de inibidores de proteases sao provenientes de
experimentos utilizando-se animais, LIENER et al. (1988) mostraram que, em
humanos, o inibidor Bowman-Birk promoveu um aumento na secrecao pancreatica de
tripsina, quimotripsina, elastase e amilase. Esses resultados sugeriram a existéncia
de um controle feedback negativo da secrecdo pancreatica também em humanos.

Inibidores de tripsina também tém sido avaliados em relacdo a seu potencial
carcinogénico. MYERS et al. (1991) constataram o efeito de inibidor de tripsina em
potencializar o efeito de azaserina no desenvolvimento de lesGes preneoplésticas.
Vérios trabalhos mostraram o desenvolvimento de ndédulos neoplasticos e
hiperplasticos, assim como o de carcinomas, no pancreas de ratos alimentados com
farinha de soja crua ou concentrado de inibidor de tripsina (LIENER, 1995). No
entanto, diferentes animais apresentam respostas variadas em relacdo ao
desenvolvimento de hipertrofia, hiperplasia e nddulos pancreéticos (BURNS, 1987).

KENNEDY (1998) relata que a propriedade anticarcinogénica do inibidor Bowman-
Birk, purificado ou concentrado em extrato de soja, vem sendo muito estudada em
diversos sistemas modelo in vivo.

Os efeitos bioldgicos de lectinas envolvem basicamente sua ligacao a receptores,
contendo residuos especificos de carboidratos, localizados na superficie do epitélio
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intestinal ou de células acinares pancreaticas (HAJOS e GELENCSER, 1995; GRANT
et al., 1997). Uma vez ligadas ao trato digestivo, lectinas podem promover alteragdes
na morfologia celular e no metabolismo do estdmago, assim como do intestino
delgado, induzindo mudancas nas funcdes digestivas, absortivas, secretérias ou
protetoras do sistema digestivo. Além disso, podem inibir a acdo de varias enzimas
intestinais e da membrana em bordadura em escova (KORDAS et al., 2000;
VASCONCELOQOS, 2004).

BUTTLE et al. (2001) observaram em salméo atlantico (Salmo salar) alimentado
com racao suplementada com 3,5% de lectina de soja a ruptura das vilosidades (DV)
com liberacdo do conteddo da mucosa (SM) para o lumen intestinal (GL). (Figuras 3a
e 3b). Em truta arco iris (Oncorhynchus mykiss) alimentada com racao suplementada
com 60% de soja observaram-se vacuolos absortivos (AV) com tamanho irregular em
torno da camada de enterdcitos e ruptura da membrana em bordadura em escova
(BB), inclusive na extremidade das vilosidades (VT), com liberacdo do contetdo (SM)
para o lumen intestinal (GL) (Figuras 3e e 3f).

Dessa forma, a ruptura das microvilosidades intestinais combinada com os efeitos
inibitérios de enzimas digestivas permitem as lectinas atuarem, de forma direta ou
indireta, ndo somente na utilizacdo de proteinas e carboidratos como também nos
estagios inicial e final da digestdo e do transporte de proteinas e carboidratos
(VASCONCELOQOS, 2004).

Somado aos efeitos observados no intestino, ensaios com ratos confirmaram a
liberacdo de colecistocinina dependente da dose de lectina utilizada e estimulo na
secrecdo de enzimas sintetizadas pelo pancreas (JORDINSON et al., 1997). Portanto,

lectinas podem estar também envolvidas na hipertrofia pancreatica.
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Figuré 3'(a) Aparéncia hiétz)lgi normal de sec¢&o do intestino distal de salmao atlantico

£

alimentado com dieta controle. (b) Aparéncia histolégica de secdo do intestino distal de
salmdo atlantico alimentado com dieta contendo 3,5% de lectinas de soja. (e) Aparéncia
histoldégica normal de sec¢éo do intestino distal de truta de arco iris alimentada com dieta
controle. (f) Aparéncia histologica de secdo do intestino distal de truta de arco iris

alimentada com dieta contendo 60% de soja.

Os efeitos bioldgicos provocados por lectinas e inibidores de proteases sao
consequéncia da sua estabilidade ao trato gastrointestinal de animais. Nesse sentido,
HAJOS e GELENCSER (1995) constataram que 76% do inibidor Kunitz mantiveram-
se biologicamente ativos apds sua passagem pelo trato gastrointestinal de ratos,
enquanto lectina e Bowman-Birk apresentaram resisténcia bem menor. Por outro
lado, LIENER (1986) afirmou que o inibidor tipo Bowman-Birk apresentou maior
estabilidade que o inibidor tipo Kunitz quando exposto ao suco gastrico humano,
enquanto JORDINSON et al. (1997) constataram que lectina de soja apresentou
estabilidade ao suco pancreatico de ratos.

De acordo com SILVA e SILVA (2000), a maior questdo sobre os riscos a saude
provocados por fatores antinutricionais € o desconhecimento dos niveis de tolerancia,
do grau de variacao do risco individual e da influéncia de fatores ambientais sobre a
capacidade de detoxificagdo do organismo humano. Essa preocupacdo aumenta
tendo em vista trés grupos populacionais: 1) pessoas, principalmente criangas,

16



alérgicas a leite de vaca e as quais é administrado extrato hidrossoluvel de soja; 2)
pessoas que, por motivos filoséficos ou religiosos, substituem todas as proteinas de
origem animal por aquelas de origem vegetal, principalmente soja; 3) pacientes que,
apresentando quadro clinico de hiperlipidemia, utilizam proteinas de soja como
substituicdo a proteinas de origem animal na tentativa de se reduzir o nivel de
colesterol sangtiineo.

Sendo assim, ainda nao é satisfatorio o conhecimento a respeito das implicacbes
nutricionais e fisiolégicas da ingestdo cronica de soja e derivados contendo baixos
niveis de lectinas e inibidores de proteases, pois a maioria dos experimentos
realizados abrangem um tempo relativamente curto (LAJOLO e GENOVESE, 2002).

2.5. Eliminacgé&o de lectinas e inibidores de proteases de farinhas de soja

2.5.1. Tratamento térmico

A aplicagcdo de calor € a maneira mais utilizada para se eliminar fatores
antinutricionais termolabeis. Diferentes técnicas podem ser utilizadas para inativar
fatores antinutricionais, como extrusao, autoclavagem, tostagem com ar quente ou
com vapor, cozimento e aplicacdo de microondas (SAKLA e GHALI, 1988; ARMOUR
et al.,, 1998; QIN et al., 1998; LJOKJEL et al., 2000; WHITE et al.,, 2000;
WIRIYAUMPAIWONG et al., 2004). Embora sejam tecnologias diferentes, todas elas
estdo baseadas na aplicacdo de calor na matriz protéica da soja, resultando em
desnaturacao protéica de lectinas e inibidores de proteases.

Avaliando-se o efeito do calor nos inibidores Kunitz e Bowman-Birk puros em
solucdo, observou-se que o0 segundo apresentou maior estabilidade. Enquanto
Bowman-Birk manteve aproximadamente 75% de atividade antitriptica apos
tratamento a 100 °C por 360 minutos, o inibidor Kunitz foi quase completamente
inativado apds 180 minutos (DIPIETRO e LIENER, 1989). No entanto, o inibidor
Kunitz in situ apresentou maior estabilidade térmica que o Bowman-Birk (DIPIETRO e
LIENER, 1989; FRIEDMAN et al., 1991).

Quando se compara a inativagdo dos inibidores Kunitz e Bowman-Birk in situ e
puros em solucao, observa-se maior susceptibilidade ao tratamento térmico quando

presentes na matriz protéica da soja (DIPIETRO e LIENER, 1989), o que se deve as
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alteracdes na estrutura dos inibidores devido a formacao de ligacdes dissulfeto com
grupos tiois (SH) livres presentes na matriz protéica (FRIEDMAN et al., 1984).

Esse efeito pode ser potencializado com a adicdo de compostos contendo grupo
tiol, como cisteina e N-acetilcisteina, o que resulta na formacéao de ligacdes dissulfeto
mistas entre os inibidores, os compostos adicionados e as proteinas presentes na
matriz protéica da soja. Nessas ligacGes dissulfeto formadas, um dos atomos de
enxofre origina-se do composto adicionado e o outro da proteina. Dessa forma,
ligacbes dissulfeto que contribuem para a adequada conformacéo estrutural dos
inibidores sédo alteradas o que resulta na perda da capacidade dos inibidores em se
complexar com o0s sitios ativos de tripsina ou outras enzimas proteoliticas
(FRIEDMAN et al., 1984). Essa perda da atividade inibitoria de enzimas, assim como
a maior susceptibilidade a acao de enzimas proteoliticas promovida pela formacao de
ligacdes dissulfeto mistas, permitem melhora na digestibilidade protéica in vivo e
consequentemente maior ganho de peso (FRIEDMAN et al., 1982, 1984).

Segundo TRUGO et al. (2000), o tratamento térmico aplicado ndao somente
reduziu a atividade antitriptica, como também promoveu uma desnaturacéo parcial de
proteinas da soja, expondo suas ligacdes peptidicas a enzimas digestivas. Esses
efeitos contribuiram sinergisticamente para o aumento da digestibilidade protéica.
Nesse sentido, FRIEDMAN et al. (1991) mostraram que, mesmo em se tratando de
linhagem isenta de inibidor Kunitz, a utilizagdo de tratamento térmico é necesséria
para aumentar o valor nutricional de farinhas de soja.

Por outro lado, se o aquecimento for muito severo pode ocorrer diminuicdo da
quantidade ou da digestibilidade de proteinas de soja, reduzindo sua absorcédo e
utilizacdo para a nutricdo humana ou animal. LJOKJEL et al. (2000) verificaram uma
reducdo significativa na quantidade de arginina, lisina e cisteina quando farelo de
soja, previamente tostado a 105°C por 30 minutos, foi autoclavado por 30 minutos a
130°C. Quando esse farelo foi adicionado a dieta de “mink” como Unica fonte protéica,
observou-se reducdo dos valores de digestibilidade de todos os aminoéacidos, sendo
mais acentuada para cisteina, aspartato e lisina.

FRIEDMAN e BRANDON (2001) alertaram para a perda de aminoacidos durante o
processamento ou a estocagem, em virtude da ocorréncia de reac6es de Maillard,
principalmente entre os grupamentos [1-NH; da lisina e grupos aldeidicos de acUcares
redutores presentes na soja. Em pH elevado, pode ocorrer também a formacéo de
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lisinoalanina e a conversdo de L- para D-lisina que ndo sao fontes utilizaveis pelo
organismo humano.

No entanto, o tratamento térmico insuficiente resulta em baixo desempenho do
crescimento de animais devido a atividade residual antitriptica ou antiquimotriptica
que diminui a digestibilidade protéica (FRIEDMAN et al., 1991; PERILLA, 1997). Por
outro lado, a completa inativacdo térmica de lectinas e inibidores de proteases em
soja pode resultar na diminuicdo de sua qualidade protéica (QIN et al., 1996; ARNDT
et al., 1999). Assim é compreensivel que produtos de soja processados ainda
contenham atividade residual desses antinutrientes (BARBOSA, 1997; MAENZ et al.,
1999).

2.5.2. Melhoramento genético

Estudos mostram que lectinas e inibidores de tripsina, principalmente o inibidor
Kunitz, sdo o0s principais responsaveis pelo baixo desempenho de animais
alimentados com soja crua (DOUGLAS et al., 1999). Sendo assim, o desenvolvimento
de linhagens de soja sem fatores antinutricionais € apontado como alternativa
eficiente para aumentar o valor nutricional dessa leguminosa. DOMAGALSKI et al.
(1992) identificaram varios acessos de diferentes espécies do género Glycine
ausentes da principal forma do inibidor Bowman-Birk, sugerindo a utilizacdo desses
materiais para o desenvolvimento de cultivar de soja sem essa isoforma. Além disso,
diversas linhagens de soja com nivel reduzido de lectinas, inibidor Kunitz e outros
inibidores com capacidade de inibir tripsina e quimotripsina também podem ser
utilizadas em programas de melhoramento genético de soja (FRIEDMAN et al., 1991;
KRISHNAN, 2001; VASCONCELOS et al., 2001).

Entre alguns dos beneficios relacionados a eliminacdo de lectina e inibidor Kunitz
de sementes de soja destaca-se a melhora na digestibilidade protéica e no ganho de
peso. CARDOSO et al. (2003) relataram um aumento nos valores de digestibilidade
protéica quando ratos foram alimentados com farinha de soja isenta de KTI.
FRIEDMAN et al. (1991) também trabalharam com isolinha sem KTI e obtiveram
maior ganho de peso em comparac¢ao a linhagem convencional de soja. PALACIOS
et al. (2002) observaram que a eliminacdo de lectina e de inibidor Kunitz de soja
proporcionou uma melhora de aproximadamente 55% no valor de ganho de peso em
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porcos quando se comparou ao resultado obtido com a linhagem convencional.
Outras vantagens relacionadas as linhagens de soja com menor quantidade de
inibidores de tripsina sdo a menor incidéncia de alteracdes metabdlicas em 6rgdos de
animais e a diminuicdo no tempo de tratamento térmico necessario para aumentar o
valor nutricional das proteinas de soja (FRIEDMAN et al., 1991; VASCONCELOS et
al., 2001).

Outro aspecto importante é que a eliminacao desses fatores antinutricionais nao
promoveu reducao significativa da quantidade de proteinas ou lipideos em sementes
de soja (MONTEIRO et al., 2003). Além disso, a eliminacdo de lectina e de inibidor
Kunitz ndo alterou a composi¢cdo ou a digestibilidade de aminoéacidos, inclusive
sulfurados, em comparacdo a linhagens convencionais (FRIEDMAN et al., 1991;
DOUGLAS et al., 1999). Por outro lado, KRISHNAN (2001) sugere o desenvolvimento
de isolinhas que acumulem formas inativas de inibidores de tripsina em sementes de
soja, pois esses antinutrientes constituem um grupo de proteinas ricas em

aminoacidos sulfurados, e sua eliminacdo poderia diminuir o valor nutricional de soja.

2.5.3. Outras técnicas

Utilizando cromatografia de afinidade, BAJPAI et al. (2005) removeram lectinas e
inibidores de tripsina de farinha de soja e verificaram ser possivel obter farinha de
soja sem esses fatores antinutricionais. Também obteve-se elevada taxa de
recuperacdo desses compostos em uma forma altamente purificada com alto valor
agregado.

OSMAN et al. (2002) constataram inativagdo mais eficiente de inibidores Kunitz e
Bowman-Birk purificados quando foram autoclavados em meio alcalino devido a
destruicdo de ligacdes dissulfeto necessarias para a estabilidade e a atividade desses
inibidores (FRIEDMAN et al., 1984).

O tratamento de farelo de soja com protease subtilisina produzida por Bacillus
subtilis permitiu a diminuicdo dos niveis de inibicdo de tripsina e o aumento da
digestibilidade de proteinas em leitdes jovens (CAINE et al.,1998).

FARAG (1998) observou que em soja integral tratada com dose de irradiacao

gama de 60 KGy ocorreu reducdo na atividade hemaglutinante e antitriptica, o que
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permitiu um aumento dos valores de eficiéncia protéica e de ganho de peso em

pintinhos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material genético

Foram utilizadas duas isolinhas derivadas da variedade de soja Monarca com alto
teor de proteina, sendo uma com teores normais do inibidor de tripsina Kunitz (KTI) e
de lectina e a outra isenta de KTI e lectina. Essas isolinhas estdo sendo
desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do
BIOAGRO/UFV. Inicialmente, foram obtidas linhagens com essas caracteristicas
separadamente, utilizando a variedade Monarca como progenitor recorrente. As
fontes doadoras dos genes para alto teor protéico, auséncia de KTI e lectina foram o
acesso BARC-8, a linhagem BRM 925262 e o acesso Columbia, respectivamente.
Apds a obtencdo dessas linhagens com as caracteristicas isoladas foram feitas
combinacdes por meio de intercruzamentos das trés isolinhas, com posteriores
autofecundacBes e selecbes para reunir as trés caracteristicas em apenas uma

variedade.
3.2. Obtencéao das farinhas integrais de soja

Os graos dos dois gendétipos foram previamente analisados por eletroforese em
gel de poliacrilamida segundo item 3.3.1 e submetidos a tratamento térmico em calor
seco (aproximadamente 80°C por 5 minutos) para facilitar a retirada da casca. Esse
aquecimento provoca uma ligeira perda de agua do cotilédone que se encolhe,
permitindo a casca se desprender facilmente. Em seguida, os graos foram quebrados
em moinho de martelo e a casca removida com o uso de peneira. Os fragmentos dos
graos foram novamente moidos em moinho de martelo. As farinhas obtidas foram
passadas através de peneira Granutest (n° 40, abertura de 0,42 mm) com objetivo de
padronizar o tamanho de suas particulas o que interfere nos valores de solubilidade
protéica (PARSONS et al., 1991).
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3.3. Caracterizacao das farinhas integrais de soja

3.3.1. Anédlise eletroforética de KTl e lectina

As farinhas foram analisadas quanto a presenca de KTI e lectina por eletroforese
em gel de poliacrilamida. Para isso, foram utilizados géis de poliacrilamida com
sistema descontinuo contendo SDS descrito por LAEMMLI (1970) com algumas
modificacoes. O gel de concentracdo foi preparado com 6% de acrilamida-
bisacrilamida em tamp&o 0,5 M de Tris, pH 6,8 e 0,4% de SDS e o gel de separacéao
com 14% de acrilamida-bisacrilamida em tampé&o contendo 0,5 M de Tris, pH 8,8 e
0,4% de SDS. O tampéao de corrida foi preparado com 0,5 M de Tris, pH 8,8, 1,92 M
de glicina e 1% SDS. Para o preparo da amostra foram macerados 15 mg da farinha
em 500 nL de tampao de extracdo (0,092 M Tris, 0,023 M CaCl,.2H,0, 20% de
sacarose, pH 8,1) e centrifugados 18 500 x g por 15 minutos. A 60 [IL desse
sobrenadante foram adicionados 30 [IL de tamp&o de amostra 3X (0,18755 M Tris,
30% glicerol, 6,9% SDS pH 6,8, 2% de O-mercaptoetanol, azul de bromofenol) e
aguecidos por 3 minutos a 100°C. Em seguida, a amostra foi homogeneizada e 25 [L
foram aplicados em gel para analise eletroforética. A corrida foi realizada a 120 Volts
até todo o corante abandonar o gel de separacéo. O gel obtido foi corado em solucao
corante (0,15% corante Comassie Blue, 9% acido acético, 45% metanol) e, em

seguida, colocado em solucao descorante (7,5% acido acético, 25% metanol).

3.3.2. Determinacgéo da composicéo centesimal

Foram caracterizadas farinhas integrais de soja, nao tratadas termicamente,
obtidas a partir das linhagens com KTI e lectina e sem KTI e lectina.

3.3.2.1. Quantificacéo de proteinas

A determinacdo do contetdo de proteinas foi realizada em triplicata, segundo o
método de Kjeldahl, descrito pela AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 1984). Para isto, foram pesados exatamente aproximadamente 300 mg
da farinha de soja em balanca analitica e digeridos em 10 mL de mistura digestora
(H,SO,4 concentrado, 1% de selénio e 1% de sulfato de cobre). Ap6s a digestao
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parcial do material, foi adicionado 1 mL de peroxido de hidrogénio a mistura,
digerindo-a por mais 1 hora. Na fase de destilacdo a aménia liberada foi recolhida em
solucdo de &cido borico com indicador 4%. O material recolhido foi titulado com HCI
0,05 M. Foi utilizado o fator de 6,25 para converter a quantidade de nitrogénio

encontrada em teor de proteinas.

3.3.2.2. Quantificacdo de cinzas

O conteudo de cinzas foi determinado em triplicata, segundo o método da AOAC
(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1984). A amostra foi
colocada em cadinho previamente seco e pesado e levado a mufla a uma
temperatura de 5700C por aproximadamente 15 horas. Em seguida, o cadinho
contendo as cinzas foi colocado em dessecador para resfriar e pesado. O
procedimento foi novamente realizado até a completa incineracdo da amostra. O

calculo do teor de cinzas foi realizado como mostrado a seguir:

% Cinzas= C_ x100
PA

Onde:
C = peso das cinzas;
PA = peso da amostra.

3.3.2.3. Quantificacdo de umidade

A determinacdo do conteudo de umidade foi realizada em triplicata, pelo método
gravimétrico, segundo AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS,1984). Foram pesados exatamente aproximadamente 2 g de amostra em
balanca analitica e colocados em placa de Petri, previamente seca e pesada, para
secar em estufa por 5 horas a uma temperatura de 105°C. Em seguida, a amostra foi
colocada em dessecador para resfriar e pesada. O procedimento foi novamente
realizado até peso constante. O calculo do teor de umidade foi realizado da seguinte

maneira:
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% de umidade = (P2 —P1) x 100
P2

Onde:
P2 = peso da amostra Umida,
P1 = peso da amostra seca.

3.3.2.4. Quantificacéo de lipidios

A determinacdo do conteudo de lipidios foi realizada em triplicata, segundo o
método da AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS,1984).
Aproximadamente 5 g de farinha de soja foram pesados em balanca analitica e
colocados em cartucho de papel de filtro, que foi colocado em um extrator Soxhlet,
conectado a um bal&o previamente seco e pesado, contendo em torno de 250 mL de
éter de petréleo. Todo o conjunto foi colocado em uma chapa aquecedora conectada
a um sistema de refrigeracdo. Apos 16 horas, a chapa foi desligada, o solvente
recuperado e o baldo colocado para secar em estufa a 1050C por um periodo de 5
horas. O baldo contendo os lipidios extraidos foi colocado em dessecador para
resfriar e pesado. O procedimento de secagem foi repetido até completa evaporacao

do solvente, e o célculo da porcentagem de lipidios foi realizado da seguinte forma:

% de lipidios= (P2 — P1) x 100
PA

Onde:

P2 = peso do baldo apds extracao e secagem;
P1 = peso do baldo vazio seco e pesado;

PA = peso da amostra.
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3.3.2.5. Quantificacéo de carboidratos

A determinacdo do conteudo de carboidratos foi realizada por diferenca em
relacdo aos demais componentes. Para isso, foi subtraida de 100% a soma das

porcentagens de lipidios, proteinas, umidade e cinzas.

3.4. Processamento térmico das farinhas integrais de soja

Para o processamento térmico, foi utilizada metodologia segundo ANDERSON-
HAFERMANN et al. (1992) com modificagcbes. As farinhas integrais de soja
provenientes dos dois gendtipos foram autoclavadas durante 5, 10, 15 e 25 minutos.
Para cada processamento foram adicionadas quantidades iguais das farinhas em
erlenmeyers de 1 L, formando uma fina camada cuja espessura foi de
aproximadamente 1 cm. Os erlenmeyers foram colocados em autoclave e o tempo de
tratamento térmico iniciado quando o interior da autoclave atingiu 121°C. Ao atingir o
tempo definido, a autoclave foi desligada, as amostras deixadas esfriar a temperatura

ambiente e estocadas a —20°C.
3.5. Quantificacdo da inibicao de tripsina das farinhas de soja

A guantificacéo da atividade dos inibidores de tripsina foi realizada em extratos
das farinhas de soja processadas e in natura.

3.5.1. Reagentes

Tripsina pancreatica bovina (tipo Ill) e o substrato sintético n-benzoil-D,L-arginina-
O-nitroanilida (D,L-BApNA) foram obtidos da Sigma Chemical Co. Solugbes estoque
de tripsina (1 mg/mL) foram preparadas em HCl 1mM e armazenadas a —20°C.
Durante a realizacdo das medidas de atividade a enzima foi mantida em banho de
gelo.

Solucéo estoque de D,L-BApNA 60 mM foi preparada a partir de 130,47 mg de
substrato em 5 mL de dimetilsulféxido e armazenada a —20°C. A concentracdo da

solucéo utilizada nos ensaios foi de 1,2 mM, sendo preparada a partir de 200 [IL do
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estoque diluidos em 10 mL de tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo CaCl, 0,02 M.
A solucdo deve ser preparada na hora do uso mantendo-se estavel por cerca de 2

horas.

3.5.2. Medidas da atividade de tripsina na presenca e auséncia de inibidores

Para a extracao dos inibidores foi utilizado o método descrito por BRANDON et al.
(1988) com modificacOes realizadas por BARBOSA (1997). A cada 100 mg de farinha
de soja desengordurada e liofilizada foram adicionados 15 mL de tampéao Tris-HCI
0,1M, pH 8,2 contendo CaCl2 0,02 M. A suspensdo foi agitada por 3 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 35 600 x g
por 30 minutos e o sobrenadante utilizado para a quantificacdo da inibicdo de tripsina

e do teor de proteinas.

A determinacao da atividade de tripsina foi realizada na presenca e auséncia de
inibidores segundo método descrito por ERLANGER et al. (1961) com modificacGes
realizadas por BARBOSA (1997). Foram adicionados 450C]L de tampéao Tris-HCI 0,1
M, pH 8,2 contendo CaCl2 0,02 M, 500L da solucéo de tripsina e 100C]L do extrato
em tubo de ensaio. Decorridos exatamente 5 minutos de incubacao, 5000]L desta
mistura foram transferidos para outro tubo contendo 5000CL deste tampao e 500CIL da
solucéo D,L-BapNA (0,2 mM). Ap6s 5 minutos, a reacao foi paralisada com a adicéo
de 3000IL de solucao de acido acético 60% (v/v). O controle da atividade da enzima
foi feito substituindo-se o extrato por tampéao Tris-HCI e o branco, substituindo-se a
enzima e o extrato pelo mesmo tampé&o. Os brancos do controle da enzima e das
amostras foram preparados adicionando-se acido acético antes da adicdo do
substrato D,L-BApNA.

A absorvancia da solugéo foi medida a 410 nm em espectrofotdmetro Beckman
DU-65. As andlises foram efetuadas em triplicata para cada uma das trés repeticoes.
Os resultados foram convertidos em mg de tripsina pura inibida por grama de proteina

do extrato, por meio da equacéo:

mg de tripsina inibida/g de proteina = AxB
Cx1.000xP

26



Onde:

A = absorvancia do controle enziméatico menos absorbancia da amostra, ambas
corrigidas pela leitura de seus respectivos brancos;

B = fator de diluicdo da amostra;

C = fator de tripsina. Esse fator corresponde a absorbancia em 410 nm do produto
da atuacéo de 1[lg de tripsina sob o substrato D,L-BApNA nas condi¢ces do ensaio.
Equivale a dizer que 10L de tripsina pura da uma leitura de absorbancia de 0,019,
nas condicdes do ensaio (KAKADE et al., 1974);

P = concentracao de proteina em g/mL do extrato.

3.5.3 Medidas do teor de proteinas nos extratos das farinhas de soja

Foi utilizado o método do acido bicinconinico (BCA) descrito por SMITH et al.
(1985) e adaptado por BARBOSA (1997), utilizando-se soroalbumina bovina (BSA)
como padrao.

O reagente de trabalho utilizado consistiu na mistura do reagente A com o
reagente B na proporc¢ao de 50:1, respectivamente.

Para o preparo do reagente A foram dissolvidos em agua destilada 1 g de
bicinconinato de sdédio, 0,16 g de tartarato de potassio, 1,8 g de carbonato de sédio,
0,4 g de hidréxido de sodio e 0,95 g de bicarbonato de sddio. O pH da solucéo foi
ajustado para 11,3 com NaOH e o volume completado para 100 mL.

Para o preparo do reagente B foram dissolvidos em agua destilada 2 g de sulfato
de cobre pentaidratado e o volume completado para 50 mL.

O procedimento para andlise consistiu em pipetar 50 nL de extrato em um tubo ao
qual foi adicionado 1 mL do reagente de trabalho. Essa mistura foi colocada em
banho-maria a 37°C (x1) por 30 minutos.

Apés este tempo, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente por 20
minutos e a absorvancia determinada a 562 nm em espectrofotometro Beckman DU-
65. Para cada repeticdo os extratos foram analisados em triplicata.

Foi utilizada uma curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA) a partir de
diluicdes seriadas de solucéo estoque de albumina 0,2% (p/v). Para a determinacéo
do conteldo de proteinas, a absorvancia medida nos extratos foi utilizada na equacao

obtida com a regresséo linear da curva padréo de BSA.
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3.6. Avaliacdo do indice de urease das farinhas de soja

Essa metodologia consiste em medir a variacdo de pH provocada pela acdo da
urease em uma solucdo de uréia sob condi¢des controladas.

Foi utilizada metodologia segundo CARDOSO (2003). Para isso, foram utilizadas
solu¢cdes tampéo fosfato de potassio (0,05 M, pH 7,0) para o tubo controle e tampéo
fosfato de potassio com uréia (7,5 g uréia por litro de solu¢do tampéo e o pH corrigido
para 7,0) para o tubo teste. Para cada determinacdo de variacdo de pH foram
utilizados um tubo controle e um tubo teste, ambos contendo 0,2 g (+0,001) de
amostra. Foram adicionados 10 mL da solugdo tampédo ao tubo branco, sendo
devidamente tampado e acondicionado em banho-maria a 30°C (x1). Ap6s 3 minutos,
o mesmo volume da solucdo tampao contendo uréia foi adicionado ao tubo teste, o
qual também foi mantido pelo mesmo tempo em banho-maria. Os tubos foram
agitados aproximadamente a cada 5 minutos. Apos 30 minutos, o conteldo de cada
tubo foi transferido para béqueres e o pH medido em potenciébmetro devidamente
calibrado. O indice de urease consiste na diferenca de pH entre os tubos branco e
teste. Para cada uma das trés repeticbes o indice de urease foi determinado em

duplicata.

3.7. Avaliacao da solubilidade protéica das farinhas de soja em solucéo de
KOH 0,2%

Foi utilizada metodologia segundo BRASIL (1991). O método baseia-se na
extracdo e determinacdo da fracdo de nitrogénio da amostra sollvel em solucdo de
hidroxido de potassio 0,2%, sendo o resultado expresso em percentagem de
nitrogénio soltvel em relagédo ao nitrogénio total contido na amostra.

Apoés agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 3840 x g por 15 minutos e 15
mL do sobrenadante foram recolhidos para determinacdo do contetdo de nitrogénio
total pelo método de Kjedhal, segundo AOAC (1984). O célculo da porcentagem de

nitrogénio soluvel (% NS) foi feito utilizando a seguinte férmula:

% NS = ((Va-VE) x0,05 x f x 1,4) x 100
PA
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Em que:

Va = volume de HCI 0,05 M gasto na titulacdo da amostra,

Vg = volume de HCI 0,05 M gasto na titulagcdo do branco;

f = fator de padronizacao do HCI;

PA = peso da amostra em grama.

A solubilidade protéica foi calculada como indice de solubilidade de nitrogénio (%
ISN) a partir do quociente entre a percentagem de nitrogénio sollvel (% NS) e a
porcentagem de nitrogénio da farinha (%oNT):

indice de solubilidade de nitrogénio (% ISN) = % SN x 100

% NT

3.8. Avaliacao da atividade hemaglutinante de lectinas das farinhas de soja

Essa analise consiste na medida da capacidade de lectinas em aglutinar solucéo
de hemaceas de coelho ou humanos.

Foi utilizada metodologia segundo OLIVEIRA et al. (2003). Foram adicionados 10
mL de tampéao fosfato de potassio salino (0,15 M, 0,9 % NaCl, pH 7,4) a 1 g de
farinha de soja e agitados a 4 °C por 12 horas. Em seguida, o homogeneizado foi
centrifugado a 17 600 x g por 30 minutos e o0 sobrenadante utilizado para
determinacédo da atividade hemaglutinante.

Para o preparo da suspensdo de hemaceas, sangue de coelho foi coletado em
tubo contendo anticoagulante citrato de sddio (4,4 % de citrato de sédio, 1,6 % de
acido citrico, pH 4,8). Em seguida, foram adicionados aproximadamente 8 mL de
tampéo fosfato salino a cada 4 mL de sangue e centrifugados a 750 x g por 10
minutos a 2 °C. As hemaceas foram lavadas outras duas vezes com 0 mesmo
tampdo. Este precipitado de heméaceas obtido pode ser conservado em geladeira por
até 3 dias. A suspensédo de hemacias 0,2 % foi obtida adicionando-se 0,2 mL deste
precipitado de hemaceas a 10 mL do tampao fosfato salino.

Os ensaios de hemaglutinacéo foram realizados em placas de ELISA adicionando-
se 25 pL dos extratos obtidos, que foram diluidos em série (1:2) em tampéo fosfato
salino, e 25 pL de solucdo de hemaceas 0,2 %. Para a comparacdo do efeito de

aglutinacdo foram utilizados um branco, substituindo-se o extrato por tampéo, e um
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controle positivo, contendo extrato de soja com lectina. A aglutinacao, visivel a olho
nu, foi monitorada apds 50 minutos a temperatura ambiente. As analises foram
realizadas em triplicata.

A atividade hemaglutinante foi expressa segundo FRIEDMAN et al. (1991) como a
reciproca da menor concentracdo da amostra, expressa em mg/mL, capaz de

aglutinar solucéo de hemaceas.

3.9. Avaliagéo nutricional das farinhas de soja

O ensaio bioldgico foi conduzido durante 14 dias com 72 ratos machos da raca
Wistar, recém desmamados com 23 dias de idade. As composi¢cdes das dietas
experimentais utilizadas foram baseadas na dieta AIN-93G, indicada para animais em
fase de crescimento segundo REEVES (1993), tendo sido planejado entre 9 e 10% de
proteina para essas dietas. As composicdes das dietas sdo mostradas nas Tabelas 1
e 2. Nas Tabelas 3 e 4 sdo apresentadas as composi¢cdes das misturas mineral e
vitaminica utilizadas nesse experimento.

Os animais foram divididos em grupos de seis completamente ao acaso, de modo
gque a média dos pesos entre 0s grupos nao excedesse 10 gramas. Foram
distribuidos em gaiolas individuais, onde receberam agua e alimento ad libitum
durante o periodo experimental. Os grupos de ratos foram alimentados com dietas a
base de farinhas de soja, processadas em diferentes tempos de tratamento térmico, e
a base de caseina adotada como referéncia.

Determinou-se a digestibilidade protéica que € a medida da porcentagem de
proteinas que sao hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas na forma de
aminoacidos ou de qualquer outro composto nitrogenado (SGARBIERI, 1996). A
utilizacdo de um grupo de seis animais com dieta aprotéica permitiu a determinacao
da digestibilidade verdadeira. Para isso, foi subtraido do contetdo de nitrogénio fecal
de ratos alimentados com as dietas teste o conteudo de nitrogénio fecal daqueles
alimentados com a dieta isenta de proteina. A digestibilidade verdadeira foi expressa

utilizando-se a seguinte formula:

D = NI = (NF — NFK) x 100
NI
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Em que:

D = digestibilidade verdadeira;

NI = quantidade de nitrogénio ingerido pelo grupo com dieta teste;
NF = quantidade de nitrogénio fecal do grupo com dieta teste;

NFK = quantidade de nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

Para o calculo da digestibilidade, as dietas foram marcadas com corante indigo
carmim (aproximadamente 300 mg para cada dieta) no quinto dia de experimento e
as fezes coletadas diariamente do sexto ao nono dia do experimento, sendo
acondicionadas em recipientes individuais para cada rato e mantidas sob
refrigeracdo. Apés o periodo de coleta, as fezes foram secas em estufa com
circulacao de ar, a 105°C durante 24 horas. Em seguida foram resfriadas, pesadas e
moidas em multiprocessador para determinacdo da quantidade de nitrogénio,
utilizando-se o método de Kjedhal, com amostras em triplicata segundo AOAC (1984).

Ao término dos 14 dias de experimento também foram medidos os valores de
ganho de peso, quociente de eficiéncia protéica (PER), quociente de eficiéncia
protéica liquida (NPR) e indice de utilizacdo protéica liquida (NPU). Esses valores
foram medidos para cada animal para se ter o controle da homogeneidade do grupo.

O PER é o quociente do ganho de peso, em gramas, e da quantidade de proteina
ingerida, também em gramas, para ratos submetidos a uma dieta contendo a proteina
em estudo (SGARBIERI,1996). O valor de PER é um indicativo da qualidade da

proteina em estudo para promover o crescimento de animais.

PER = ganho de peso (q)

proteina consumida (g)

O NPR é uma modificacdo do PER, consistindo em somar a perda de peso do
grupo que recebeu dieta aprotéica ao ganho de peso do grupo contendo a dieta teste
(SGARBIERI, 1996).

NPR = ganho de peso(q) + perda de peso do grupo aprotéico (q)
consumo de proteina (g)
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NPU compara a ingestado de nitrogénio, por um periodo de tempo, com o contetudo
de nitrogénio na carcaca do animal (SGARBIERI, 1996). O valor de NPU é um
indicativo da qualidade da proteina em estudo para promover a manutenc¢éo corporal

em animais.

NPU =(N carcaca do grupo com dieta teste—N carcaca do grupo aprotéico) x 100

N consumido pelo grupo contendo dieta teste

Para o célculo de NPU, as carcacas dos ratos abatidos foram evisceradas e secas
em estufa com circulacado de ar a 105°C por 24 horas. Em seguida, foram maceradas
em porcelana e desengorduradas em extrator Soxhlet por aproximadamente 8 horas,
utilizando-se éter etilico como solvente. As carcacas desengorduradas foram

pulverizadas em multiprocessador e armazenadas a -20°C.
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Tabela 1 - Composicdo das dietas experimentais (g/kg de mistura) utilizadas

no experimento com ratos

Ingredientes Dietas

(g/kg) Aprotéica Caseina D1 D2 D3 D4 D5
Caseina - 182,69

Farinha de - - 216,11 213,82 213,96 210,64 214,01
soja

Amido 132 132 132 132 132 132 132
dextrinizado

Sacarose 100 100 100 100 100 100 100
Oleo de soja 70 70 70 70 70 70 70
Fibra (celulose 50 50 50 50 50 50 50
microcristalina)

Mistura 35 35 35 35 35 35 35
salinica

Mistura 10 10 10 10 10 10 10
vitaminica

L-cistina 3 3 3 3 3 3 3
Bitartarato de 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
colina

Amido de 5975 414,81 381,39 383,6 383,54 386,86 383,49
milho

% de proteina* Nd 9,72 10,2 10,06 9,93 9,78 10,19

Fonte: REEVES et al (1993)

D1 - dieta de farinha de soja integral KTI+ Lec+ in natura.

D2 - dieta de farinha de soja integral KTI+ Lec+, processada a 121°C/ 5 minutos.
D3 - dieta de farinha de soja integral KTI+ Lec+, processada a 121°C/ 10 minutos.
D4 - dieta de farinha de soja integral KTI+ Lec+, processada a 121°C/ 15 minutos.
D5 - dieta de farinha de soja integral KTI+ Lec+, processada a 121°C/ 25 minutos.
*Valor determinado pelo método de Kjeldhal descrito pela AOAC (1984).

nd — ndo determinado
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Tabela 2 - Composicao das dietas experimentais (g/kg de mistura) utilizadas

no experimento com ratos

Ingredientes
(9/kg)

Dietas

Aprotéica Caseina

D6

D7

D8

D9

D10

Caseina
Farinha de
soja

Amido
dextrinizado
Sacarose

Oleo de soja

Fibra (celulose
microcristalina)

Mistura
salinica

Mistura
vitaminica

L-cistina

Bitartarato de
colina

Amido de
milho

% de proteina*

132

100
70
50

35

10

3
2,5

597,5

nd

182,69

132

100
70
50

35

10

3
2,5

208,56 208,33 203,86 204,04 206,03

132

100

70
50

35

10

3
2,5

132

100

70
50

35

10

3
2,5

132

100

70
50

35

10

3
2,5

132

100

70
50

35

10

3
2,5

132

100
70
50

35

10

3
2,5

414,81 388,94 389,17 393,64 393,46 391,47

9,72

9,9

9,40

9,73

10

10,14

Fonte: REEVES et al (1993)

D6 - dieta de farinha de soja integral KTI- Lec- in natura.

D7 - dieta de farinha de soja integral KTI- Lec-, processada a 121°C/ 5 minutos.

D8 - dieta de farinha de soja integral KTI- Lec-, processada a 121 °C/ 10 minutos.

D9 - dieta de farinha de soja integral KTI- Lec-, processada a 121°C/ 15 minutos.

D10 - dieta de farinha de soja integral KTI- Lec-, processada a 121°C/ 25 minutos.
*Valor determinado pelo método de Kjeldhal descrito pela AOAC (1984).
nd — n&o determinado



Tabela 3 — Composicao da mistura salina utilizada no experimento com ratos

Sais minerais g

Macro elementos minerais essenciais

Carbonato de calcio anidro (40,04% Ca) 357,0
Fosfato de potassio monobdasico (22,76% P; 23,73% K) 196,0
Citrato de potéssio tri-potassio (36,16% K) 70,78
Cloreto de sodio (39,34% Na; 60,66% CI) 74,0
Sulfato de potéassio (44,87% K; 18,39% S) 46,60
Oxido de magnésio (60,32% Mg) 24,0
Citrato férrico (16,5% Fe) 6,06
Carbonato de zinco (52,14% Zn) 1,65
Carbonato de manganés (47,79% Mn) 0,63
Carbonato cuprico (57,47% Cu) 0,30
lodato de potéassio (59,35% 1) 0,01
Selenato de sdédio anidro (41,79% Se) 0,01
Paramolibdato de aménio (54,34% Mo) 0,01

Micro elementos minerais potencialmente benéficos

Meta silicato de sédio 9 hidrato (9,88%Si) 1,45
Sulfato de cromo e potassio (10,42% Cr) 0,27
Cloreto de litio (16,38% Li) 0,02
Acido Bérico (17,5% B) 0,08
Fluoreto de sédio (45,24% F) 0,06
Carbonato de niquel (45% Ni) 0,03
Vanadato de amonio (43,55% V) 0,01

Sacarose (.S.p. 1000




Tabela 4 — Composicao da mistura vitaminica utilizada no experimento com ratos

Vitaminas g
Acido nicotinico 3,0
Pantotenato de calcio 1,6
Piridoxina HCI (B6) 0,7
Tiamina HCI (B1) 0,6
Riboflavina (B2) 0,6
Acido félico 0,2
D-biotina 0,02
Cianocobalamina (B12) 2,5
DL-alfa tocoferol acetato (E) 15,0
Retinol palmitato (A) 0,8
Colecalciferol (D) 0,25
Menaquinona (D) 0,075
Sacarose g.S.p. 1000

3.10. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e ao teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, para comparacao das médias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacédo das farinhas integrais de soja
4.1.1. Verificacdo das linhagens de soja

As farinhas integrais de soja obtidas a partir da linhagem convencional e da
isolinha isenta de KTI e lectina, ndo tratadas termicamente, foram submetidas a
eletroforese SDS-PAGE. A confirmacdo da presenca ou auséncia de KTI e lectina,
como mostrado na Figura 4, foi realizada por comparacdo com padrbes conhecidos
para a presenca ou auséncia de KTI e lectina.

K+L+ K-L- FS1 FS2

Lectina

KTI

Figura 4 — Analise de KTI e lectina por eletroforese SDS-PAGE em farinhas da linhagem
com KTI e lectina (FS1) e da isolinha sem KTI e lectina (FS2) por comparagdo com 0s
padrdes contendo KTI e lectina (KTI+Lec+) e sem KTI e lectina (KTI-Lec-).

4.1.2. Composicado centesimal das farinhas de soja in natura

Os resultados das analises fisico-quimicas apresentados na Tabela 5 mostram
que as duas amostras apresentaram valores muito préximos dos constituintes
avaliados, revelando que a eliminacdo de KTI e lectina ndo diminuiu o valor

nutricional em termos da quantidade de proteinas e lipideos. Os valores encontrados
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para os constituintes medidos estdo na faixa de valores obtida por MONTEIRO et al.

(2003) e apresentados por LIU (1995) para diferentes variedades de soja.

Tabela 5 - Composicéo centesimal das farinhas de soja integrais nao tratadas

termicamente

Amostras Proteinas(%) Lipideos(%) Umidade(%) Cinzas(%) Carboidratos(%)
FS1 43,96+0,52 15,83+0,08 9,12+0,04 5,22+0,06 25,87
FS2 45,55+0,06 15,84+0,06 9,4+0,08  5,23+0,03 23,98

*Os valores apresentados correspondem a média + desvio padréo.
FS1 - farinha de soja integral obtida da linhagem KTI+ Lec+
FS2 - farinha de soja integral obtida da linhagem KTI- Lec-

4.2. Efeito do tratamento térmico no indice de urease das farinhas de soja

Os resultados do indice de urease apresentados na Tabela 6 refletem claramente
o efeito do tratamento térmico na inativacdo dessa enzima, estando de acordo com
diferentes trabalhos (QIN et al., 1996, CARDOSO, 2003). Para a farinha da amostra
com KTI e lectina (FS1) os valores variaram de 1,85 a 0,02 ap6s 25 minutos de
tratamento térmico, enquanto no material da amostra sem KTI e lectina (FS2) a
variacao foi de 1,91 a 0,08.

Verifica-se também que a amostra FS1 apresentou acentuada diminuicdo do
indice de urease entre 5 e 10 minutos de tratamento térmico, o que ocorreu entre 10
e 15 minutos na amostra FS2. Sendo assim, a amostra com KTI e lectina apresentou
maior sensibilidade a inativacdo da urease que a amostra sem KTI e lectina. No
entanto, com 15 minutos de tratamento térmico, as duas farinhas apresentaram
indices de urease estatisticamente iguais. Apesar do valor de indice de urease ter
sido significativamente diferente entre os dois materiais no tempo de 25 minutos, isso
nao deve ser levado em consideracao, pois esses diferentes valores se aproximam

de zero, estando no limite de precisdao do método.
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Tabela 6 — indice de urease das farinhas de soja submetidas a diferentes tempos de

tratamento térmico

Amostras’ DpH’
Tempo de tratamento térmico (minutos)
0 5 10 15 25
FS1 1,9+0,02*°  1,4+0,04%°  0,4+0,03°®  0,1+0,01°® 0,02+0,01%°
FS2 1,9+0,03"*  1.8+0,03%*  1,7+0,03“* 0,1+0,01° 0,08+0,01°?

*Os valores correspondem a média + desvio padrao.

As médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma linha e letras minusculas
diferentes na mesma coluna diferem entre si a 5% pelo teste Tukey.

'FS1 - farinha de soja KT+ Lec+, FS2 -farinha de soja KTI- Lec-.

Além da influéncia de tempo e temperatura na inativacdo de urease,
McNAUGHTON et al. (1980) comprovaram, para o mesmo tempo de tratamento
térmico, maior inativacao quando se aumentou a umidade em farelos de soja.

O indice de urease destaca-se como metodologia rapida, barata e reprodutivel,
sendo muito utilizada em industrias de soja com o objetivo de se avaliar o efeito do
tratamento térmico na qualidade nutricional, uma vez que a urease e os inibidores de
tripsina apresentam um padréo similar de inativacdo (QIN et al., 1996). O calor
aplicado ndo deve ser muito severo, o que pode implicar na reducdo da
digestibilidade, mas deve ser suficiente para inativar fatores antinutricionais
(LIAKJIEL et al., 2000; WHITE et al., 2000).

Nesse sentido, valores de indice de urease de 0 a 0,3 sdo relatados como
indicadores de soja processada com boa qualidade nutricional. Trabalhando com
leitdes, WHITE et al. (2000) verificaram que ganho de peso satisfatorio foi obtido com
soja integral processada em tostador, com valor de indice de urease de 0,25.
ANDERSON-HAFERMANN et al. (1992) autoclavaram (121°C por 12 minutos)
farinha integral de soja isenta de inibidor Kunitz e observaram que o indice de urease
de 0,3 permitiu bom crescimento de frangos.

Sendo assim, 15 minutos de tratamento térmico foi suficiente para se atingir

valores aceitaveis de indice de urease, nas duas amostras utilizadas.
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4.3. Efeito do tratamento térmico na atividade antitriptica das farinhas de

soja

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, verifica-se que a inibicao
promovida pela farinha de soja in natura sem KTI e lectina foi de 27,62 mg de tripsina
inibida/g de proteina, enquanto os inibidores de tripsina presentes na farinha de soja
convencional inibiram 40,75 mg de tripsina/g de proteina. A principio, essa diferenca
de 32% em relacdo aos dois materiais foi menor que o esperado, tendo em vista que
o inibidor Kunitz da soja é responsavel por aproximadamente 50% da inibicdo de
tripsina em soja (FRIEDMAN et al.,, 1991). Porém, MONTEIRO et al. (2003) e
CARDOSO (2003), avaliando a atividade antitriptica em farinhas de soja isentas de
KTI, constataram uma reducédo de apenas 20% e 8%, respectivamente, em relacdo a
linhagem convencional utilizada. Esses resultados comprovam que a inibicdo de
tripsina ndo se deve apenas ao inibidor Kunitz, estando presentes na matriz da soja
outros componentes ativos contribuindo para esta inibicao.

FRIEDMAN et al. (1991) verificaram que a farinha de isolinha de soja sem KTI
ainda manteve atividade residual antitriptica de aproximadamente 54%, o que foi
atribuido ao inibidor Bowman-Birk e a outros inibidores especificos e ndo especificos.
Segundo DOMAGALSKI et al. (1992) fitatos e taninos podem atuar de modo né&o
especifico inibindo proteases. DOUGLAS et al. (1999) constataram a presenca de
guantidades aproximadamente iguais de inibidor Bowman-Birk em linhagens de soja
isentas de KTI ou lectina, sugerindo que a presenca desse inibidor independe da
presenca desses antinutrientes. Somado a isso, foram identificadas em soja
diferentes formas de inibidores de baixo peso molecular, variando em sua atividade
inibitoria de tripsina e quimotripsina (HWANG et al., 1977; STAHLHUT e HYMOWITZ,
1983). TAN-WILSON et al. (1987) estudaram uma nova classe de inibidores de
tripsina, ricos em glicina, que apresentaram forte inibicao de tripsina bovina.

Portanto, a variacdo desses compostos em sementes de soja contribuem para os
diferentes niveis de inibicdo de tripsina entre diversas variedades (FRIEDMAN et al.,
1991; CARVALHO et al., 1999; VASCONCELOS et al., 2001). Por isso, mesmo em
linhagens de soja sem KTI, é necesséaria a aplicacdo de tratamento térmico para
maximizar a qualidade nutricional de soja (FRIEDMAN et al.,, 1991; ANDERSON-
HAFERMANN et al., 1992).
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Tabela 7 — Inibicdo de tripsina das farinhas de soja submetidas a diferentes tempos

de tratamento térmico

Amostras® mg de tripsina inibida/g de proteina do extrato ~

Tempo de tratamento térmico (minutos)
0 5 10 15 25
FS1 40,8+6,3"*  11,9+2,25°* 7,840,252  3,14+0,2°P2 1,1+0,172
FS2 27,6+1,4"°  7,620,85" 58+0,55°P% 1 4+0,3°P2 0,3+0,1°2

*Os valores correspondem a média + desvio padrao.

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma linha e letras minusculas
diferentes na mesma coluna diferem entre si a 5% pelo teste Tukey.

'FS1 — farinha de soja KTI+ Lec+; FS2 — farinha de soja KTI- Lec-.

Também pode ser notado que o efeito do tempo de tratamento térmico na reducéo
de inibidores e os valores de inibicdo de tripsina apresentados na Tabela 7 estdo de
acordo com os resultados obtidos em outros trabalhos (McNAUGHTON et al., 1980,
QIN et al., 1996; CARVALHO et al., 1999).

Em consonéncia com o trabalho realizado por QIN et al. (1996), os resultados
apresentados nas Tabelas 7 e 8 mostram que a aplicacao do tratamento térmico nos
primeiros minutos permitiu acentuada reducédo de inibicdo de tripsina nas duas
amostras, que se tornou mais branda com o aumento do tempo de processamento.
Além disso, a medida que se aumentou o tempo de tratamento, a diferenca dos
valores de inibicdo entre as duas amostras diminuiu, ndo havendo diferenca
significativa entre os dois materiais a partir de 10 minutos de tratamento térmico.
Resultados semelhantes foram encontrados por ARNDT et al. (1999).

Geralmente quanto maior a temperatura empregada menor serd o0 tempo
necessario para ser alcancada uma satisfatoria reducao de inibidores, o que também
se aplica a outros antinutrientes termolabeis como lectinas (QIN et al., 1996).
Também contribuem para a magnitude da eliminacdo de inibidores a variedade
utilizada, o teor de umidade na soja antes do processamento e o nivel de inibicdo
residual permitido sem comprometimento da qualidade protéica (FRIEDMAN et al.,
1991; ANDERSON-HAFERMANN et al., 1992; QIN et al., 1998; ARNDT et al., 2000;
WHITE et al., 2000).
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Tabela 8 — Reducdo da atividade antitriptica das farinhas de soja em diferentes

tempos de tratamento térmico

Amostras® Reducéo da atividade antitriptica em %

Tempo de tratamento térmico (minutos)

0 5 10 15 25
FS1 0 70,89 80,90 92,51 97,32
FS2 0 72,48 79 95 98,76

'FS1 — farinha de soja KTI+ Lec+; FS2 — farinha de soja KTI- Lec-

Os resultados apresentados nas Tabelas 7 e 8 fornecem evidéncias de que
pequenas diferencas nos valores de reducdo da atividade de inibidores em soja
podem implicar em diferencas significativas na quantidade desses antinutrientes.

Quando se comparam os resultados das Tabelas 6 e 7, verifica-se maior
sensibilidade dos inibidores de tripsina ao tratamento térmico em comparacdo a
urease, pois a partir de 10 minutos os valores de atividade antitriptica sao
estatisticamente iguais. Enquanto os valores de indice de urease ainda diferem
significativamente nesse mesmo tempo.

Em relacdo a quantidade residual de inibidores presentes em soja processada,
PERILLA et al. (1997) observaram que frangos alimentados com soja extrusada
(126°C por 20 segundos), contendo 1,26 mg de tripsina inibida/g de amostra, ainda
alcancaram 6timo ganho de peso.

WHITE et al. (2000) constataram que leitdes submetidos a dietas a base de soja
processada, contendo 9,18 mg de tripsina inibida/g de amostra, apresentaram ganho
de peso satisfatorio.

4.4. Efeito do tratamento térmico na solubilidade protéica das farinhas de

soja em solucéo de KOH 0,2%

A eliminacdo genética de lectina e inibidor Kunitz ndo afetou a solubilidade
protéica da isolinha. Os resultados apresentados na Tabela 9 mostram que, em cada
tempo de tratamento térmico, os valores de solubilidade protéica obtidos para as
farinhas de ambas as linhagens foram estatisticamente iguais.
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Somente a partir de 10 minutos de processamento térmico ocorreu diminuicao
significativa dos valores de solubilidade protéica das duas amostras. Entretanto,
mesmo quando essas farinhas foram autoclavadas por 25 minutos essa reducéo foi
relativamente pequena em comparacdo aquela observada por ARNDT et al. (1999).
Esses autores encontraram reducdo de aproximadamente 28% nos valores de
solubilidade protéica quando autoclavaram farinha de soja por 20 minutos. Além
disso, verificaram que a partir de 10 minutos de tratamento térmico ndo houve
reducdo significativa na atividade antitriptica, enquanto os valores de solubilidade
protéica sofreram acentuada reducéo ap6s 20 minutos.

WIRIYAUMPAIWONG et al. (2004) verificaram que a reducédo da solubilidade
protéica depende basicamente do processo de aquecimento e das condicbes
operacionais como tempo e temperatura utilizados.

Segundo QIN et al. (1998), temperaturas muito altas promovem mais

desnaturacao de proteinas que inativacao de inibidores de tripsina.

Tabela 9 — Solubilidade protéica das farinhas de soja em diferentes tempos de

tratamento térmico

Solubilidade protéica (%)

Amostras *
Tempo de tratamento térmico (minutos)
0 5 10 15 25 Média

86,61 86,48 85,15 82,37 76,76 83,472
FSl +0,86 +0,97 +0,23 +1,51 +0,90

89,46 88,34 86,31 84,20 78,08 85,28 2
FSe +0,26 +0,57 +0,50 +0,71 +0,66
Média 88,03" 8741" 8573% 8328° 77,42°

*Os valores correspondem a média + desvio padrao.

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma linha e letras minusculas
diferentes na mesma coluna diferem entre si a 5% pelo teste Tukey.

'FS1 — farinha de soja KTI+ Lec+; FS2 — farinha de soja KTI- Lec-.

Os valores de solubilidade protéica observados neste trabalho estdo de acordo
com PERILLA et al. (1997) e ARNDT et al. (1999). No entanto, o valor encontrado
para o material in natura foi relativamente baixo, o que pode ser explicado pela

possibilidade de se ter trabalhado com farinha de soja cujo tamanho das particulas
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possam ter sido maiores que o utilizado por aqueles autores, e pela utilizacdo de
diferentes tipos de soja e de equipamentos para o0 processamento térmico
(PARSONS et al., 1991).

ARABA e DALE (1990) e PARSONS et al. (1991) indicaram a solubilidade protéica
como um parametro para avaliacdo da qualidade nutricional de farelo de soja que
melhor se relacionou com a performance de animais. Nesse sentido, aqueles autores
mostraram que a variacdo dos valores de solubilidade protéica ocorreu paralelamente
a dos valores de ganho de peso e de coeficiente de eficiéncia alimentar, ao passo
gue a urease foi completamente inativada antes da diminuicdo do desempenho dos
animais.

Sendo assim, ARABA e DALE (1990) relataram que valores de solubilidade
protéica de 70 a 85% séo indicativos de soja adequadamente processada, sendo que
acima de 85% estdo relacionados a possivel subprocessamento, enquanto abaixo de

70% podem indicar superprocessamento.

4.5. Efeito do tratamento térmico na atividade hemaglutinante de lectinas das

farinhas de soja

Os resultados de atividade hemaglutinante apresentados na Tabela 10 mostram a
eficacia do tratamento térmico na inativacao de lectinas da farinha de soja KTl+Lec+
(FS1). Os valores de atividade hemaglutinante em FS1 variaram de 1,28 na farinha
de soja in natura a 0, apds 25 minutos de tratamento térmico, ndo diferindo
significativamente a partir de 15 minutos de processamento. A amostra FS2 néo
apresentou atividade hemaglutinante, confirmando a auséncia de lectina na isolinha
KTI-Lec-. QIN et al. (1996) também verificaram a reducdo da atividade

hemaglutinante em diferentes temperaturas e tempos de processamento térmico.



Tabela 10 - Atividade hemaglutinante das farinhas de soja submetidas a

diferentes tempos de tratamento térmico

Amostras® Atividade hemaglutinante 2

Tempo de tratamento térmico (minutos)

0 5 10 15 25
FS1 1,28+0" 0,64+0582 0,27+0,09°¢  0,07+0,02P2 oP2
FSZ OAb OAb OAb OAb OAa

*Os valores correspondem a média + desvio padrao.

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma linha e letras minusculas
diferentes na mesma coluna diferem entre si a 5% pelo teste Tukey.

A atividade hemaglutinante é definida como a reciproca da menor concentracdo da
amostra (mg/mL) capaz de aglutinar heméaceas de coelho nas condi¢fes utilizadas para o
ensaio.

'FS1 — farinha de soja KTl+Lec+; FS2 — farinha de soja KTI-Lec-.

Os valores de atividade hemaglutinante encontrados estdo na faixa de valores
reportada por FRIEDMAN et al. (1991) que também avaliaram o efeito do tratamento
térmico em farinha de soja sem KTI. No entanto, mesmo apd6s 60 minutos de
processamento em autoclave (121°C), aqueles autores encontraram atividade
residual de hemaglutinacdo, enquanto neste trabalho nenhuma atividade foi
detectada ap6s 25 minutos de processamento térmico. Porém, essa diferenca de
valores encontrada entre os dois trabalhos pode ser explicada pela maior quantidade
de lectinas na soja utilizada por aqueles autores em relacdo a soja utilizada neste
trabalho, uma vez que pode haver grandes diferencas na quantidade de lectinas entre
diferentes variedades (ARMOUR et al., 1998; FRIEDMAN et al., 1991).

VASCONCELOS et al. (2001) encontraram valores de 6,5 e 6,4 mg de lectina/Kg
para farinhas de soja desengordurada obtidas dos cultivares Rio Balsas e Bays,
respectivamente, desenvolvidas pela EMBRAPA (Piaui, Brasil).

Avaliando o efeito nutricional de linhagens de soja sem KTI ou lectina, DOUGLAS
et al. (1999) encontraram valores menores que 0,00015 mg de lectina/g de amostra
para linhagem isenta de lectina. As linhagens convencional e sem KTI apresentaram
8,3 mg e 8 mg de lectina/g de amostra, respectivamente.

Comparando-se os resultados das Tabelas 6, 7 e 10, nota-se que lectinas

apresentaram maior sensibilidade ao tratamento térmico que inibidores de tripsina e
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urease, pois foram completamente inativadas com 25 minutos de processamento.
Nesse tempo, foi observada atividade residual de urease e inibidores de tripsina.

QIN et al. (1996) observaram que lectinas foram mais eficientemente eliminadas
quando foi utilizada temperatura de 120°C ao invés de 102°C. Ap6s 1 minuto e 30
segundos de tratamento térmico verificou-se inativacdo quase completa de lectinas,
enquanto foi detectada consideravel atividade residual de urease e inibicdo de

tripsina.

4.6. Efeito do tratamento térmico no valor nutricional das farinhas de soja

4.6.1. Efeito do tratamento térmico nos valores de ganho de peso

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 11, 12 e 13, comprova-se
a melhor qualidade nutricional da caseina em relacéo a proteinas de soja, sendo que
o tratamento térmico mostrou-se bastante eficaz no aumento do valor nutricional
dessa leguminosa.

Os resultados apresentados na Tabela 11 mostram que os valores de ganho de
peso foram estatisticamente iguais para ratos alimentados com dietas a base de
farinhas de soja KTI+Lect+ e KTI-Lec- in natura. Entretanto, o tratamento térmico
melhorou igualmente a qualidade nutricional destas farinhas.

Portanto, nota-se que os valores de ganho de peso aumentaram
significativamente quando as farinhas de soja KTl+Lec+ e KTI-Lec- foram tratadas
termicamente por 5 minutos e 15 minutos, respectivamente. Esses valores
observados foram quase o dobro em comparacao aqueles obtidos para estas farinhas

in natura.
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Tabela 11 — Ganho de peso de ratos alimentados com dietas de farinha de soja

submetidas a diferentes tempos de tratamento térmico

Dietas Tempo de Ganho de peso (g) Ganho de peso
tratamento * relativo a caseina
térmico (minutos) (%)
Caseina - 71,33+8,87" 100
KTl+Lec+ 0 24,5 +8,50° 34,35
KTI-Lec- 0 275+7,77° 38,55
KTI+Lec+ 5 41,83 +3,13°¢ 58,64
KTI-Lec- 5 32 +5,59 P 44,86
KTI+Lec+ 10 42 + 6,87 B¢ 58,88
KTI-Lec- 10 36 + 4,98 B°P 50,46
KTI+Lec+ 15 42,67 + 6,745 59,82
KTI-Lec- 15 45,33 + 10,80 B¢ 63,54
KTl+Lec+ 25 46,67 + 3,98 © 65,43
KTI-Lec- 25 44,17+ 8,06 ¢ 61,92

*Os valores correspondem a média + desvio padrao.

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra igual ndo diferem entre si a 5% pelo teste
Tukey.
*Apo6s 14 dias de experimento

Os valores de ganho de peso obtidos neste trabalho foram superiores aos
encontrados por CARDOSO (2003) que obteve 23,5 g para dieta a base de farinha de
soja com KTI, processada a 120°C/18 minutos, e 26,83 g para dieta a base de farinha
de soja sem KTI autoclavada a 120°C/12 minutos.

FRIEDMAN et al. (1991) encontraram valores de ganho de peso de 88 g € 90,8 g
guando ratos foram alimentados com dietas a base de farinhas de soja convencional
e de isolinha sem KTI, respectivamente, processadas a 121°C por 20 minutos. No
entanto, quando seus resultados sdo comparados em relacdo aos obtidos para o
grupo controle de caseina sdo encontrados valores de 66% a 68% de ganho de peso,

muito proximos agueles encontrados neste trabalho.
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4.6.2. Efeito do tratamento térmico nos valores de quociente de eficiéncia

protéica (PER) e de quociente de eficiéncia protéica liquida (NPR)

Como pode ser observado na Tabela 12, as dietas contendo farinha de soja
KTIl+Lec+ apresentaram valores de PER de 1,79 a 2,94, enquanto os valores de NPR
variaram de 0,99 a 2,28 de acordo com o tratamento utilizado. Para as dietas
contendo farinha de soja KTI-Lec- os valores variaram de 2,15 a 2,99 para PER e de
1,3 a 2,27 para NPR.

Tabela 12 — PER, PER relativo (RPER), NPR e NPR relativo (RNPR) de dietas
contendo farinhas de soja submetidas a diferentes tempos de

tratamento térmico

Dietas Tempo de PER” RPER (%) NPR " RNPR (%)
tratamento
térmico

(minutos)
Caseina - 4,05+0,15% 100 3,45+0,21 " 100
KTI+Lec+ 0 1,79 +0,42 F 44,19 0,99 +0,51° 28,69
KTI-Lec- 0 2,15+ 0,42 °F 53,08 1,30 +0,51 ° 37,68
KTl+Lec+ 5 2,62+0,195°P 64,69 1,95+0,258¢ 56,52
KTI-Lec- 5 2,39 +0,27°° 59,01 1,59+0,32°P 46,08
KTl+Lec+ 10 2,77 +0,21 ¢ 68,39 2,07 + 0,20 B¢ 60
KTI-Lec- 10 2,73 +0,335C 67,4 1,93+0,338¢ 5594
KTl+Lec+ 15 2,9+0,245¢ 71,6 2,17 +0,245%¢ 62,89
KTI-Lec- 15 3+0,17°8 74,07 2,28+0,29 B 66,08
KTI+Lec+ 25 2,94+0,13° 72,59 2,28+0,14° 66,08
KTI-Lec- 25 2,99+0,29° 73,82 2,27+0,34° 65,79

*Os valores correspondem a média + desvio padrao.
Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra igual ndo diferem entre si a 5% pelo teste
Tukey.

Apesar de as dietas ndo terem apresentado diferenca significativa entre si em
relacdo aos valores de PER e NPR, inclusive nos diferentes tempos de tratamento
térmico utilizados, observa-se uma tendéncia na reducdo da diferenca dos valores

desses parametros entre as dietas avaliadas com o aumento do tempo de
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processamento. Quando se compara o valor desses parametros entre dietas
contendo farinha de soja in natura e farinha de soja processada, verifica-se uma
diferenca significativa que se torna maior com o aumento do tempo de tratamento
térmico, confirmando a importancia da aplicacdo de calor para a melhora da
qualidade nutricional. FRIEDMAN et al. (1991) observaram essa mesma tendéncia
guando submeteram ratos a dietas contendo farinhas de soja com e sem KTI
processadas a diferentes tempos de processamento térmico.

Embora os valores de PER e NPR das dietas contendo farinha de soja KTIl+Lec+
e KTI-Lec ndo tenham diferido significativamente, apds 5 minutos e 10 minutos de
tratamento térmico, respectivamente, dos tempos seguintes de tratamento, é evidente
a tendéncia no aumento desses valores com o0 tempo de processamento.
Comportamento semelhante foi encontrado por FRIEDMAN et al. (1991) que,
trabalhando com dietas contendo farinha de soja com e sem KTI, observaram valores
de PER estatisticamente iguais quando as farinhas foram tratadas termicamente por
20 e 30 minutos. Além disso, os valores encontrados foram também estatisticamente
iguais entre essas duas dietas.

Valores de PER proximos ao deste trabalho foram encontrados por SARWAR
(1997) que obteve valores de 1,3 e 3,04 para farelo de soja cru e autoclavado
(121°C/20 minutos), respectivamente, em experimento com ratos. Esse mesmo
material apresentou valores de NPR de 2,51 e 4, respectivamente, superiores aos
verificados neste trabalho.

CARDOSO (2003) encontrou valores de PER relativo de 66,84% para dieta com
farinha de soja contendo KTI, autoclavada a 120°C/18 minutos, e 59,2% para dieta
contendo farinha de soja sem KTI, processada a 120°C/12 minutos, inferiores aos
obtidos neste trabalho que foram aproximadamente 72% e 70%, respectivamente. No
entanto, aquele autor obteve para essas mesmas amostras, valores de NPR relativo
de 82,14% e de 70,80%, respectivamente, bem superiores aos encontrados neste

trabalho que foram préximos de 66 e 60%.
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4.6.3. Efeito do tratamento térmico nos valores de digestibilidade verdadeira

in vivo e de indice de utilizacdo protéica liquida (NPU)

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 13 nota-se que o
tratamento térmico promoveu aumento significativo dos valores de digestibilidade
verdadeira das dietas a base de farinha de soja KTl+Lec+, variando de 82,79 a
88,32%. Entretanto, os valores de digestibilidade verdadeira para as dietas contendo
farinha de soja KTI-Lec-, que variaram de 86,92 a 91,22%, foram estatisticamente
iguais nos diferentes tempos de tratamento térmico, apesar da tendéncia no aumento
desses valores. Além disso, os valores de digestibilidade verdadeira das dietas
contendo soja KTI+Lec+ e KTI-Lec- foram estatisticamente iguais em todos o0s

tempos de tratamento térmico utilizados.

Tabela 13 — Digestibilidade protéica verdadeira in vivo absoluta e relativa, NPU e
NPU relativo (RNPU) das dietas contendo farinhas de soja submetidas

a diferentes tempos de tratamento térmico

Dietas  Tempo de Digestibilidade* Digestibilidade NPU ° RNPU (%)
tratamento verdadeira (%) verdadeira
térmico relativa (%)
(minutos)
Caseina - 98,59 + 0,77 * 100 59,83 + 1,62 * 100
KTl+Lec+ 0 82,79+ 1,86° 83,97 21,99+6,73° 36,75
KTI-Lec- 0 86,72 + 5,49 BCP 87,96 3155+457¢ 52,73
KTI+Lec+ 5 83,99 + 1,63 P 85,19 32,09+ 3,445 53,63
KTI-Lec- 5 87,11 + 0,81 B°P 88,35 33,51 + 2,45 B¢ 56
KTl+Lec+ 10 87,51 + 2,98 B¢P 88,83 35,35+4,10 ¢ 59,08
KTI-Lec- 10 87,70 + 1,52 BCP 88,95 37,29 +2,67 5 62,32
KTl+Lec+ 15 88,32 + 3,14 B¢ 89,58 36,90 + 3,08 5¢ 61,67
KTI-Lec- 15 91,22 +3,38° 92,52 39,53 +2,748 66,07
KTl+Lec+ 25 89,56 + 2,08 ® 90,84 40,78 +1,88°% 68,16
KTI-Lec- 25 90,91 +1,98° 92,21 36,55+ 2,185 61,08

*Os valores correspondem a média + desvio padrao.
Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra igual nao diferem entre si a 5% pelo teste

Tukey.
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Segundo OLGUIN et al. (2003) interacdes entre proteinas e outros componentes,
a presenca de oligossacarideos e compostos associados a fibras em dietas a base
de soja podem ocasionar aumento na proliferagdo microbiana implicando em
excrecdo aumentada de nitrogénio, resultando em diminuicdo dos valores de
digestibilidade aparente de nitrogénio.

MIURA et al. (2001) observaram que dietas a base de farinhas de soja com e sem
KTIl, submetidas a diferentes tempos de tratamento térmico, apresentaram
coeficientes de digestibilidade verdadeira estatisticamente iguais. Aqueles autores
atribuiram estes resultados a um menor consumo e excre¢cao nos tratamentos com
farinha de soja crua e maior consumo e excrecao nos tratamentos com farinha de
soja processada.

MONTEIRO et al. (2003) obtiveram valores de digestibilidade verdadeira relativa &
caseina de 88,16% e 93,4% para dietas a base de farinha de soja integrais nao
processadas, com e sem KTI, respectivamente. Neste trabalho, os valores
encontrados foram inferiores, sendo de 83,97% para dieta contendo farinha da soja
convencional e de 87,96% para aquela contendo farinha de soja isenta de KTI.

CARDOSO (2003) avaliou a digestibilidade verdadeira relativa de dietas a base de
farinhas de soja com KTI, processada a 120°C/18 minutos, e sem KTI, autoclavada a
120°C/12 minutos, e encontrou valores de 87,54% e 85,35%, respectivamente. Neste
trabalho, com 15 minutos de tratamento térmico foram obtidos valores de
digestibilidade verdadeira proximos a 90% e, portanto, superiores aos valores
relatados por CARDOSO (2003).

Como a digestibilidade de proteinas de soja € muito influenciada pela quantidade
de inibidores de tripsina (VASCONCELOS et al., 2001), diferengcas nos valores de
digestibilidade encontrados em diferentes experimentos podem ocorrer devido a
variacdes da quantidade e dos tipos de inibidores presentes em diferentes linhagens
de soja (TAN-WILSON et al.,, 1987; ARMOUR et al., 1998) e a diferentes
metodologias empregadas para a inativacao desses fatores antinutricionais (PERILLA
et al., 1997; FARAG, 1998; MONTEIRO et al., 2003).

Os resultados de NPU apresentados na Tabela 13 mostram que, ao contrario dos
outros parametros nutricionais avaliados, houve diferenca significativa entre as dietas
a base de farinha de soja ndo processada. Portanto, a farinha de soja crua KTI-Lec-

foi melhor para manutencéo de pesos de ratos que a farinha de soja convencional
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crua. Como observado para a digestibilidade verdadeira, os valores de NPU de dietas
contendo farinhas de soja KTI-Lec-, processadas termicamente, foram
estatisticamente iguais, apesar desses valores também terem apresentado tendéncia
de aumento com o tempo de tratamento térmico.

Os valores de NPU relativo encontrados neste trabalho estdo préximos daqueles
encontrados por VASCONCELOS et al. (2001) que avaliaram dois diferentes
cultivares brasileiros de soja. Esses autores obtiveram valores de NPU relativo a
ovoalbumina de 43,37% para dieta a base de farinha de cultivar Rio Balsas e de
33,54% para a dieta contendo farinha do cultivar Bays. Quando a farinha desse
segundo cultivar foi tratada termicamente, o valor de NPU relativo da dieta contendo
esta farinha foi de 74,25%, sendo superior ao encontrado neste trabalho.

Os resultados obtidos de PER, NPR, NPU e ganho de peso, foram dependentes
da quantidade de inibidores de tripsina presente na farinha de soja crua. Logo, houve
melhora na qualidade nutricional de farinhas de soja KTI+Lec+ e KTI-Lec-, tratadas
termicamente, em relacédo as farinhas in natura. MIURA et al. (2001), em seu estudo
com farinhas de soja desengorduradas com e sem KTI, processadas a 95°C por
diferentes tempos, também encontraram esta relacdo entre a quantidade de inibidores
de tripsina e os valores de PER e NPR.

FRIEDMAN et al. (1991) verificaram que seria necessario menor tempo de
tratamento térmico sobre a isolinha de soja isenta de inibidor Kunitz, em relacdo a
linhagem convencional, para maximizar o potencial dessa fonte protéica para o
crescimento e desenvolvimento de ratos. Porém, neste trabalho n&o foi verificado este
comportamento para a isolinha utilizada.

Inibidores de proteases e lectinas presentes em sementes de soja crua diminuem
a qualidade nutricional de soja pelo comprometimento do desenvolvimento de animais
(PERILLA et al., 1997; DOUGLAS et al., 1999). Portanto, seria esperado que, com a
utilizacdo de isolinha de soja sem KTI e lectina, sua qualidade nutricional fosse
superior a de linhagens convencionais, principalmente levando-se em consideracao a
aplicacdo de tratamento térmico para maximizar o valor nutricional dessa isolinha.
Contudo, isso nao foi observado neste trabalho.

ARMOUR et al. (1998) também obtiveram resultados muito semelhantes aos
deste trabalho. Esses autores avaliaram o desempenho de ratos submetidos a dietas

contendo farinhas in natura de dois cultivares de soja, um dos quais contendo teor
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reduzido de lectina e de inibidores de tripsina e quimotripsina. Observou-se que, com
excecdo dos pesos de intestino delgado e de pancreas, o desempenho de ratos
submetidos a dietas contendo farinha crua desses dois cultivares de soja foi
estatisticamente igual. Logo, a contribuicdo geral de lectina ou de inibidores de
protease para o baixo desempenho dos animais foi pequena. Portanto, outros fatores
podem ser responsaveis por boa parte dessa deficiente utilizacdo da soja in natura
como fonte protéica para o crescimento.

TURNER e LIENER (1975) avaliaram a qualidade nutricional de extratos in natura
obtidos a partir de farinhas de soja desengorduradas com e sem lectina. Os autores
observaram valores estatisticamente iguais de PER e ganho de peso quando ratos
foram alimentados com dietas contendo esses diferentes extratos como Unica fonte
protéica.

Segundo KAKADE et al. (1972), outro fator néao relacionado a inibidores de tripsina
e capaz de causar hipertrofia pancreética e inibicdo de crescimento pode estar
presente em soja crua. Aqueles autores sugerem que, além do teor de aminoacidos
sulfurados e inibidores termolabeis de crescimento, outros fatores podem estar
envolvidos no valor nutricional de proteinas de soja.

SAMBETH et al. (1967) estudaram o efeito de diferentes fragdes de concentrado
protéico de soja no desempenho de frangos. Esses autores concluiram que os efeitos
antinutricionais observados podem ser o resultado das interacdes de diversos
componentes presentes nas diferentes fracfes de soja estudadas. Além disso, estas

interacBes parecem atuar de maneira sinergistica.

53



5. CONCLUSOES

A farinha in natura obtida da isolinha de soja KTI-Lec- apresentou valor de inibicao
de tripsina significativamente menor em comparacdo a farinha in natura da linhagem
KTI+Lec+ confirmando a eliminacao do inibidor Kunitz. Entretanto, o valor de inibicao
de tripsina observado para a isolinha ainda foi relativamente elevado, sugerindo a
presenca de outros compostos presentes na matriz protéica da soja capazes de inibir
tripsina.

O tratamento térmico em autoclave utilizado neste trabalho foi efetivo na
eliminacdo de urease e dos fatores antinutricionais lectina e inibidores de tripsina
presentes nas farinhas das duas linhagens de soja utilizadas. Essa inativacao
aumentou com o tempo de tratamento térmico, sendo que, com 15 minutos de
processamento, foi superior a 92%.

Urease e inibidores de tripsina foram menos sensiveis ao tratamento térmico em
comparacdo a lectina que foi completamente inativada com 25 minutos de
processamento.

Ao mesmo tempo, constatou-se que o0 tratamento térmico ndo promoveu
acentuada desnaturacao protéica nas farinhas das duas linhagens utilizadas, mesmo
com a inativagéo da maior parte dos fatores antinutricionais avaliados.

O tratamento térmico melhorou a qualidade nutricional das farinhas obtidas da
linhagem KTI+Lec+ e da isolinha KTI-Lec-. Quando a farinha de soja da linhagem
KTIl+Lec+ foi autoclavada por 5 minutos, os valores de PER, NPR e de ganho de
peso aumentaram significativamente para a dieta contendo essa farinha. Por outro
lado, foram necessarios 10 minutos de tratamento térmico para que houvesse
melhora significativa nos valores de PER e de NPR para dietas contendo a farinha de
soja da isolinha KTI-Lec-, enquanto 15 minutos de tratamento foram necessarios para
0 aumento no ganho de peso.

O tratamento térmico também proporcionou uma melhora significativa nos valores
de NPU e de digestibilidade verdadeira de dietas contendo farinha de linhagem de
soja KTI+Lec+, o que nao foi observado nas dietas contendo farinha da isolinha KTI-
Lec-.

Com excecao dos valores de NPU para dietas contendo farinhas in natura da

linhagem de soja KTI+Lec+ e da isolinha KTI-Lec-, aqueles obtidos para as outras



dietas, assim como os valores de PER, NPR, ganho de peso e de digestibilidade
verdadeira, foram estatisticamente iguais comparando-se as duas linhagens
avaliadas. Portanto, outros compostos estaveis ao calor com propriedades inibidoras
de proteases podem estar presentes em soja causando baixo desempenho em ratos.
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7. APENDICE

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia dos resultados de indice

de urease das farinhas de soja submetidas a diferentes
tempos de tratamento térmico

FV GL QM
Amostra 1 1,14
Tempo 4,25
Amostra x tempo 4 0,50*
Residuo 20 0,00053

CV (%) = 2,45
*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia dos resultados de inibicao

de tripsina das farinhas de soja submetidas a diferentes
tempos de tratamento térmico

FV GL QM
Amostra 1 142,48
Tempo 4 1109,47
Amostra x tempo 4 38,58*
Residuo 20 4,73

CV (%) = 4,23
*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia dos resultados de

solubilidade protéica das farinhas de soja submetidas a

diferentes tempos de tratamento térmico

FV GL

QM
Amostra 128,36
Tempo 71,68
Amostra x tempo 0,24
Residuo 20 0,27

CV (%) =0,72
*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Tabela 4 - Resumo da analise de variancia dos resultados de atividade
hemaglutinante das farinhas de soja submetidas a

diferentes tempos de tratamento térmico

FV GL QM
Amostra 1 15232,53"
Tempo 4 4155,20°
Amostra x tempo 4 4155,20°
Residuo 50 9,07

CV (%) = 13,36
*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Tabela 5 - Resumo da analise de variancia dos resultados de ganho
de peso de ratos alimentados com dietas contendo

farinhas de soja submetidas a diferentes tempos de
tratamento térmico

=Y GL oM
Tratamento 10 927,11°
Residuo 55 51,54

CV (%) =17,40
*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Tabela 6 - Resumo da andalise de variancia dos resultados de PER e
NPR das dietas contendo farinhas de soja submetidas a

diferentes tempos de tratamento térmico

FV GL QM

PER! NPR?
Tratamento 10 1,98" 2,417
Residuo 55 0,075 0,10

'CV (%) = 9,96; °CV (%) = 15,95
*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Tabela 7 - Resumo da analise de variancia dos resultados de
digestibilidade verdadeira e NPU das dietas contendo
farinhas de soja submetidas a diferentes tempos de

tratamento térmico

FV GL QM
Digestibilidade NPU 2
verdadeira *
Tratamento 10 105,39 " 501,47
Residuo 55 7,05 22,48

ICV (%) = 2,99; °CV (%) = 12,87
*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.



