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A soja constitui excelente fonte de proteina para a
alimentacdo humana e animal, porém contém
alguns componentes de acéo antinutricional, como
os inibidores de proteases, lectinas, fitatos e
saponinas. Neste trabalho foram avaliados os
efeitos do tratamento sob alta presséo isostatica,
considerado brando em relacdo ao tratamento
térmico, sobre os fatores antinutricionais como teor
de fitato e inibidor de tripsina de solugdo com 5% de
isolado proteico de soja, processada na faixa de
200 a 700 MPa. Foram realizadas duas extracfes
de fitato e inibidor de tripsina de bateladas
diferentes, sendo as amostras analisadas em
triplicata. H& indicios que o tratamento sob alta
presséo isostatica seja eficiente para eliminar o
fitato presente nas amostras de isolado proteico de
soja, mas ndo se mostrou efetivo para alterar os
teores de inibidor de tripsina.
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1INTRODUCAO

A soja constitui excelente fonte de proteina para a alimentagdo humana e animal. Porém,
como a maioria das leguminosas, contém algumas proteinas toxicas e outros componentes de acao
antinutricional, como os inibidores de proteases, lectinas, oligossacarideos, fitatos e saponinas
(SGARBIERI, 1996; CARRAO-PANIZZI e MANDARINO, 1994).

O gréo de soja crua apresenta naturalmente inibidores de proteases, como o de tripsina que
inibe a acdo da tripsina intestinal, estimulando maior secre¢éo de enzimas digestivas que sao eliminadas
nas fezes e representando perda enddgena importante de aminoacidos sulfurados. Essas perdas
podem causar alteracdes metabdlicas que resultam até mesmo em reducéo de crescimento, hipertrofia
e hiperplasia pancreética (LAJOLO e TIRAPEGUI, 1998; LIENER, 1994).

Os gréos de soja contém dois tipos de inibidores de tripsina, o de Kunitz e o de Bowman-Birk.
Esses inibidores séo sensiveis ao tratamento térmico, devido a presenca de duas pontes dissulfeto na
molécula do inibidor de Kunitz e de sete no inibidor de Bowman-Birk (VEM, MATSER e BERG, 2005).
Esses fatores antinutricionais sao eliminados normalmente pelo tratamento térmico e sua presenca é
controlada nos produtos industrializados (LAJOLO e TIRAPEGUI, 1998).

Os fitatos representam classe complexa de componentes naturais que ocorrem principalmente
em cereais e leguminosas e que afetam as suas propriedades funcionais e nutricionais. A maior parte
dos graos de leguminosas contém de 0,5 a 5,0% de fitato, ou acido fitico, pois podem armazenar o
fésforo na forma de fitato. Os fitatos séo sais do acido fitico (mioinositol do acido hexafosférico —
CH,,0,,P,). Nutricionalmente, a presenca de fitato € desfavoravel, pois ocasiona a formagéo de
complexos insolaveis com minerais e proteinas. Isso diminui a biodisponibilidade desses nutrientes,
sendo recomendada a sua remocao ou reducdo em produtos de soja (MAGA, 1982; KNUCKLES,
KUZMICKY e BETSCHART, 1985). O fitato pode ser eliminado mediante métodos quimicos ou fisicos,
porém tais tratamentos podem afetar as propriedades fisico-quimicas das proteinas (BROOKS e MORR,
1985). Ndo se encontrou na literatura, trabalhos que avaliem o efeito do tratamento sob alta presséo
sobre o teor de fitato em alimentos.

Nas ultimas décadas tém sido desenvolvidos e estudados processos alternativos de preservacéo
de alimentos para obtencéo de produtos com caracteristicas mais proximas as dos alimentos frescos,
porém com a mesma seguranca microbiolégica dos produtos pasteurizados ou esterilizados. O
processamento sob alta presséo encontra-se entre essas técnicas e, além de inativar microrganismos
e enzimas, pode alterar as estruturas proteicas, porém afetando menos as propriedades nutricionais e
sensoriais dos alimentos (VEM, MATSER e BERG, 2005). Segundo Messens, Van Camp e Huyghebaert
(1997), o tratamento sob alta pressao pode afetar as proteinas, alterando a sua conformacéo e levando
a desnaturacao, agregacéao ou geleificacédo, dependendo do sistema proteico (tipo de proteina, pH e
forga idnica), presséo aplicada, temperatura e duragdo do tratamento.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento sob alta pressao isostatica, na faixa
de 200 a 700 MPa, sobre os fatores antinutricionais da proteina de soja, como teor de fitato e fator anti-
tripsina em solugBes contendo 5% de isolado proteico de soja.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL
2.1.1 Isolado proteico de soja
Obteve-se o isolado proteico de soja (IPS) a partir da farinha desengordurada de soja (ProsamR®,

Bunge Alimentos Ltda, Esteio, Brasil), mediante extracéo alcalina (pH 8,0) seguida de precipitacéo a
pH 4,5 e neutralizagdo, conforme Molina, Papadopoulou e Ledward (2001) com modifica¢des. Apos o
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seu preparo, esse produto foi congelado em camaras apropriadas (-18°C) e, logo apés, liofilizado e
triturado.
2.2 METODOS

2.2.1 Preparo das amostras

Aliquotas de 50 g de dispersao de 5% de IPS (p/p), sem ajuste de pH (pH do IPS original =
6,60) foram preparadas e submetidas individualmente a pressées de 200, 300, 400, 500, 600 e
700 MPa por 20 minutos. As amostras previamente preparadas foram colocadas em embalagens
plasticas (Cryovac® W. R. Grace Ltd, Londres, Reino Unido), duplamente seladas e pressurizadas.
ApGs o processamento sob alta presséo, as amostras foram armazenadas sob refrigeracéo.

2.2.2 Tratamento sob alta presséo

Realizou-se o tratamento das amostras em equipamento de alta pressédo isostatica,
destinado a pressurizacao de alimentos (Food Lab HP Rig, Stansted Fluid Power Ltd., Essex,
Reino Unido), utilizando como meio liquido para a transmisséo de pressao ao alimento a mistura
de 6leo de ricino e etanol (20:80), conforme Torrezan (2007). As amostras foram tratadas sob alta
pressao individualmente a 200, 300, 400, 500, 600 ou 700 MPa, conforme a presséo requerida
para cada uma durante 20 minutos. Operou-se 0 vaso de pressao via ar comprimido com mecanismo
de elevacao e retracdo do émbolo, bomba de alta pressédo e sistema de descompresséo. A
temperatura inicial do vaso de trabalho néo foi alterada, sendo mantida nas condigbes ambiente
(cerca de 20,0°C).

2.2.3 Andlise estatistica

As médias foram comparadas com o uso da analise de variancia, sendo os dados levantados
analisados com o auxilio do programa Statistica 5.5 (STATSOFT, 2001).

2.2.4 Caracterizacéo do isolado proteico de soja (IPS)

O IPS foi analisado quanto a sua composi¢do centesimal, sendo o contetdo proteico
determinado pelo método Macro Kjeldahl (AOAC, 1997), utilizando-se o aparato Buchi Macro Kjeldahl.
Para a converséo de nitrogénio em proteina, o teor de nitrogénio foi multiplicado pelo fator 6,25 (SMITH
e CIRCLE, 1972).

O teor de gordura foi determinado pelo método de extragdo de Soxhlet, a umidade por secagem
em estufa e as cinzas por incineracdo em mufla conforme os métodos da AOAC (1997). Todas as
determina¢des foram realizadas em triplicata.

2.2.5 Teor de fitato

Determinou-se o teor de fitato em triplicata, tanto na amostra de isolado proteico de soja como
nas amostras submetidas ao tratamento sob pressao (200, 300, 400, 500, 600 e 700 MPa) por
20 minutos, segundo o método de Latta e Eskin (1980) que se baseia na propriedade do fitato de
guelar metais. No caso do IPS foram realizadas quatro extracdes e para as amostras pressurizadas
efetuaram-se duas extracdes de processamentos de bateladas diferentes. Todas as amostras foram
analisadas com a mesma concentra¢éo de proteina, ou seja, 0,05 g de IPS / mL de HCI 0,65N.

Para a determinacdo da concentragdo de fitato nas amostras elaborou-se curva padrdo de
fitato na concentracdo de 10 a 60 ug/mL em agua desionizada, utilizando-se fitato de sédio da
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Sigma®(P3168 - St. Louis, EUA) e observando-se os procedimentos previstos no método adotado
(LATTAE ESKIN, 1980).

Efetuou-se a extracdo do fitato das amostras em soluc¢do de HCI 0,65N por uma hora,
seguida de centrifugacéo a 15.000 g por 15 minutos. Filtrou-se a solu¢cdo em papel de filtro Whatman
n.3 e aliquotas do filtrado foram diluidas em agua desionizada e passadas em coluna de troca
ibnica pré-preparadas AG 1 — X8 resina, da Bio-Rad® (Hemel Hempstead, Reino Unido) para a
separacao do fitato. Aliquotas de 3 mL foram retiradas e adicionadas de 1 mL do reagente de
Wade (0,03% FeCl,.6H,0 e 0,3% de acido sulfossalicilico em agua desionizada), realizando-se a
leitura de absorbancia a 500 nm em espectrofotdmetro Ultravioleta/Visivel (UV/Vis) Perkin Elmer
Lambda 20 (Wiesbaden, Alemanha) controlado pelo “software” Winlab (Perkin Elmer, Waltham,
EUA).

2.2.6 Atividade de inibidor de tripsina

Foram realizadas duas extracdes de cada amostra de bateladas diferentes, sendo as determinaces
efetuadas em triplicata, segundo Kakade et al. (1974), tanto da amostra de IPS quanto das amostras
submetidas ao tratamento sob presséao (200, 300, 400, 500, 600 e 700 MPa) por 20 minutos.

Utilizou-se enzima de pancreas suino (T 7409 E.C. 3.4.21.4, Sigma®, St. Louis, EUA), tendo
como substrato benzoil-DL-arginina-p-nitro-anilida (BAPNA). Aatividade do inibidor de tripsina foi expressa
em termos de unidades de tripsina inibida por miligrama de proteina (UTI/mg de proteina), sendo uma
unidade de tripsina definida como o aumento de 0,01 unidades de absorbancia a 410 nm em 10 mL de
reacdo, sob as condic¢des utilizadas para a andlise. As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotbmetro UV/Vis Perkin EImer Lambda 20 (Wiesbaden, Alemanha), controlado pelo “software”
Winlab (Perkin Elmer, Waltham, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

ATabela 1 apresenta a composicéo centesimal do IPS utilizado nos testes experimentais.

TABELA 1 - COMPOSICAO CENTESIMAL MEDIA DO ISOLADO
PROTEICO DE SOJA (IPS)

Amostra Isolado protéico de soja
tm@m\ (IPS)

Proteina®?® 94,65 + 1,70
Lipideos™? 0,27 + 0,12
Cinzas®® 3,32 + 0,07
Umidade? 2,10 + 0,07

1Valores médios de trés determinacdes + desvio-padrao.
2N x 6,25.

% Valores expressos em Base Seca.

Os valores de proteina encontrados para o IPS foram semelhantes aos observados (87,9 a
94,1%) por Henn e Netto (1998) em isolados comerciais e proximos aos reportados por Takeiti (2002)
e Souza (2000) que encontraram, respectivamente, 96,88% e 96,90% para o IPS nativo. Os valores de
cinzas estdo compativeis com os apresentados por Souza (2000) e Takeiti (2002) que obtiveram,
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respectivamente, 2,65% e 3,22%. Os valores de umidade foram inferiores aos obtidos por Souza
(2000) e Takeiti (2002), cuja diferenca pode ser atribuida ao processo de liofilizagéo da proteina. No
caso da andlise de lipidios, o valor encontrado ficou proximo de 0,28% obtido por Garcia et al. (1998)
utilizando o mesmo método de analise.

3.1 TEOR DE FITATO

A Tabela 2 apresenta os valores de fitato da amostra inicial de IPS e das amostras tratadas
sob alta pressao isostatica. O valor inicial de fitato mostrou-se muito inferior a 18,81 mg/g de proteina,
relatado por Takeiti (2002), mas proximo a 5,44 mg/g de proteina encontrado por Souza (2000). Pelos
dados obtidos ha indicios de que o tratamento sob alta presséo pode afetar ou alterar o teor de fitato
presente em amostras de isolado proteico de soja.

3.2 INIBIDOR DE TRIPSINA

Os resultados encontrados para os teores de inibidor de tripsina s&o apresentados na Tabela 3. Os
valores obtidos para a amostra de IPS original estdo de acordo com os citados por Souza (2000) de
81,4 UTIl/mg de proteina para o IPS nativo, e Henn e Netto (1998) que, analisando o teor de inibidor de
tripsina para IPS comerciais, encontram valores na faixa de 5,2 a 94,7 UTI/mg de proteina. O tratamento
sob alta presséo néo exerceu nenhuma influéncia para alterar significativamente (p<0,05) esses teores em
relacdo a amostra sem tratamento. Tal resultado esta de acordo com o relatado por Ven, Matser e Berg
(2005) que combinaram os efeitos da alta presséo e temperatura para a inativagao de inibidor de tripsinaem
gréos e extrato hidrossollvel de soja. Constataram que o tratamento sob alta pressédo a temperatura
ambiente resultou em menores valores e ndo ocorreram redugdes de atividade do inibidor de tripsina.
Verificaram ainda que a inativagao do inibidor de tripsina s foi possivel combinando-se o tratamento sob
pressdo com temperaturas mais elevadas (90% de inativagdo com tratamento, com menos de 2 minutos,
atemperaturas entre 77 e 90°C e pressdes entre 750 e 525 MPa). Observou-se que embora tenha havido
aumento de temperatura durante o tratamento sob pressdo em decorréncia do efeito adiabatico, o
aquecimento promovido nao foi suficiente para afetar a atividade do inibidor de tripsina.

TABELA 2 - CONTEUDO DE FITATO (mg/g DE PROTEINA) EM AMOSTRAS DE ISOLADO
PROTEICO DE SOJA (IPS) ORIGINAL E AMOSTRAS DE IPS TRATADAS SOB ALTA PRESSAO
ISOSTATICA (200 A 700 MPa), POR 20 MINUTOS, A TEMPERATURA AMBIENTE

Tratamento sob pressdo das amostras de IPS (MPa) Fitato! (mg/g de proteina)
original, sem tratamento® 3,02 + 0,08

200° N&o detectado
300° N&o detectado
400° N&o detectado
500° N&o detectado
600° N&o detectado
700° N&o detectado

1 Valores expressos em base seca.
2Valores médios de 4 extragbes analisadas em triplicata.
3 Valores médios de 2 extragbes analisadas em triplicata.
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TABELA 3-CONTEUDO DE INIBIDOR DE TRIPSINA (UTI/mg DE PROTEINA) DAS
AMOSTRAS COM ISOLADO PROTEICO DE SOJA (IPS) E IPS TRATADOS
SOB ALTA PRESSAO ISOSTATICA (200 A 700 MPa) POR
20 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE

Tratamento sob pressdo das amostras de IPS Inibidor de Tripsina® 23
(MPa) (UTI/mg de proteina)
Original, sem tratamento 85,18 +1,75?

200 80,81 + 1,05°

300 86,38 + 3,09%

400 85,72 +2,63%

500 86,21 + 4,84%

600 85,39 + 2,86%

700 88,28 + 2,27¢

1 Valores expressos em base seca.
2Valores médios de 2 extragdes analisadas em triplicata.
3Valores com letras iguais ha mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

4 CONCLUSAO

Ha indicios de que o tratamento sob alta pressao isostatica seja eficiente para eliminar o fitato
presente nas amostras com 5% de isolado proteico de soja em solu¢Bes aquosas (has concentracées
de até 3 mg de fitato/g de proteina). No entanto, ndo se mostrou efetivo para alterar os teores de
inibidor de tripsina presentes nas amostras de isolado proteico de soja nas faixas de pressdes estudadas
de 200 a 700 MPa. Como foram realizadas duas extrac6es de cada amostra julga-se necessario
realizar novos estudos com outras concentracdes de fitato inicial e maior nimero de repetic6es das
analises para se obter resultado mais abrangente.

ABSTRACT

EFFECT OF ISOSTATIC HIGH PRESSURE TREATMENT ON PHYTATE AND TRYPSIN INHIBITOR CONTENT OF
SOY PROTEIN

Soybean is an excellent protein source for human and animal consumption but it has as well some
antinutritional factors such as protease inhibitors, lectins, phytate and sapponin. In this work, the effects of
isostatic high-pressure treatment (200-700 MPa), an alternative to thermal treatment, on antinutritional
factors phytate and trypsin inhibitor content in 5% soy protein isolate (SPI) solution were evaluated. Two
extractions of phytate and trypsin inhibitor of different batch were carried out and the analyses were repeated
three times. There is an indication that high-pressure treatment was efficient to eliminate the phytate but
could not change trypsin inhibitor content.

KEY-WORDS: SOY PROTEIN ISOLATE; PHYTATE; TRYPSIN INHIBITOR; ISOSTATIC HIGH PRESSURE.
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