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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos: produzir um concentrado protéico de soro
doce (CSD) utilizando-se ultrafiltracdo e diafiltragdo, e caseinato de sodio (CasNa):
verificar o efeito das proteinas do lactosoro e do caseinato de sodio (CasNa),
comparativamente ao isolado protéico de soja (IPS) e a caseina comercial (CC) nos niveis
séricos € hepéticos de colesterol total e triacilgliceréis, bem como sobre as proteinas séricas
totais. O CSD apresentou a seguinte composicdo, expressa em base seca: 83,84% de
proteina, 4,48% de lipidios, 2,77% de cinzas, 8,88% de lactose, 96,37% de solidos totais, A
solubilidade foi 93,09% em tampdo citrato-fosfato, pH 4,6. Para o CasNa obteve-se 76,88%
de proteina, 1,66% de lipidios, 9,01% de cinzas, 19,91% de lactose, 93,85% de solidos
totais. A solubilidade em 4gua, pH ajustado a 7, foi de 98,2%.

Foram feitos dois ensaios biclégices com ratos Wistar normolipidémicos, cada
ensaio com os tratamentos CSD, IPS, CasNa ¢ CC. Os animais receberam dieta e agua “ad
libitum”. Todas as dietas foram isoprotéicas e isocaléricas com base nas recomendagdes de
Reeves ef al, (1993), substituindo-se o Oleo vegetal por 6% de gordura de coco e

acrescentando-se 1% de colesterol.

No pnimeiro ensaio utilizou-se 20% de proteina para todas as dietas. Foram
atilizados 106 animais recém-desmamados, sendo que 10 foram separados e sacrificados
para obtengdo dos valores de referéncia (TO) e os demais divididos em 4 grupos com 24
ratos cada. Nos tempos 15, 30, 45 e 60 dias, foram sacrificados 6 animais de cada grupo,
efetuando-se analises para verificar o efeito das dietas, principalmente do CSD, na redugio
dos niveis séricos e hepéaticos de colesterol total e triacilglicerdis. Notou-se um efeito
positivo na reducdo dos niveis de colesterol do CSD e IPS, mais evidente para os niveis

séricos do que para os hepaticos,

Um segundo ensaio foi fetto com 123 animais de 57 dias de idade, onde todas as
dietas continham 30% de proteina. Quinze animais foram sacrificados para a obtengfo dos
valores de referéncia (T0) e os demais foram divididos em 4 grupos com 27 animais em
cada grupo. Nos tempos 15, 30 e 45 dias os animais foram sacrificados e as anélises foram

feitas da mesma maneira que no primeiro ensaio. A hipocolesterolemia foi mais notada
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quanto aos niveis hepaticos, apresentando menores valores para o tratamento com CSD e
com o IPS, respectivamente. Os resultados para triacilglicerdis nfio permitiram concluir
sobre os efeitos dos tratamentos sobre a lipidemia, no soro sangiiineo e no figado, tanto no

primeiro quanto no segundo ensaios.
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SUMMARY

The present work had the following objectives: to produce whey protein concentrate
(WPC) using ultrafiltration and diafiltration, and sodium caseinate (CasNa); to verify the
effect of milk whey protein on serum and liver total cholesterol and total blood serum
protein, comparatively to soy bean protein isolate (SPI) and commercial casein (CC). The
WPC presented the following composition (dry basis): protein 83.84%, total lipids 4.48%,
ash 2.77%, lactose 8.88% and total solids 96.37%. Solubility in citrate-phosphate buffer,
(pH 4.6) was 93.09%. For the sodium caseinate the composition was: protein 76.88%, total
lipids 1.66%, ash 2.77%, lactose 8.88% and total solids 93.85%. The solubility in water, pH
adjusted to.7.0, was 98.2%.

Two biological assays with rats were performed with the treatments WPC, SPI,
CasNa and CC. During the assays the animals received diet and water ad libitum. All the
diets were isoproteic and isocaloric, based on recommendations of Reeves et al., (1993), by

6% coconut replacing the oil plus 1% cholesterol.

In the first assay, 20% protein was utilized in all diets. One hundred and six
weaning rats were used, 10 rats were sacrificed at the begining for reference (T0) and the
remaining animals divided in 4 groups of 24 rats each. Six animals were sacrificed from
each group after 15, 30, 45 and 60 days of experiment. Analysis were performed to verify
the influence of the treatments on blood serum and liver levels of colesterol and
triacylglycerols. A positive reduction of cholesterol was demonstrated for the rats fed WPC

and SPI, Cholesterol reduction was more evident in the blood senam than in the liver.

A second assay was performed using 123 animals with 57 days of age and all diets
were prepared with 30% protein. Fifteen animals were sacrificed at the begining for
reference value, the remaining were divided in 4 groups of 27 rats per group. After 13, 30
and 45 days of experiment animals were sacrificed and analysis were performed in the
blood serum and liver, as in the firt assay. Hypocholesterolemia was noticed mainly in the
liver, which presented lower values for the treatments with WPC and SPI. The results for
triacylglicerols did not permit any conclusion as to the effect of the treatments on blood

serumn and liver lipidemia for both, the first and second assays.

X111



1. INTRODUCAO

O leite bovino contém 3,9% de gordura, 3,3% de proteina, 5% de lactose e 0,7% de
minerais. Pode ser considerado o alimento mais completo da natureza e o (nico que satisfaz
as necessidades dos recém-nascidos, nos primeiros meses de vida. O leite humano difere do
leite de outras espécies de mamiferos por apresentar a menor concentragdo de proteina,
porém a mais elevada relagio proteinas de soro/caseinas. Portanto, as proteinas de soro de
outros tipos de leite, por exemplo do leite de vaca, oferece um perfil de aminodcidos que
mais se aproxima ao do leite humano. As principais proteinas do leite de vaca sdo as
caseinas (~80%) e as proteinas do soro (~20%). As caseinas podem ser separadas das
proteinas do soro principalmente por dois processos. precipitagio no pH isoelétrico (pH
4.6, 20°C); coagulagio pela agdo da enzima quimosina (renina), no processo industrial de

fabricacdo de queijos (Wong et al,, 1996).

Quando a caseina ¢ removida do leite desnatado, o liguido remanescente recebe o
nome de soro de leite. Se a remogao da caseina € feita pela adicdo de acido (pH 4,6), o soro
se denomina “soro acido”, se feito pela agdo da quimosina, tem-se o “soro doce™ que em
geral, contém maior quantidade de peptidios € aminoacidos livres, resultantes da acfo da
quimosina sobre as caseinas. O soro contém 03,6% de agua e 6,4% de sdlidos. Desidratado,
o soro contém cerca de 12% de proteinas, 3% de gordura, 10% de minerais ¢ 75% de

lactose (Wong et al., 1996).

Morr & Ha (1993) estimaram que a produgiio mundial de soro proveniente da
fabricagdo de queijos ¢ de caseina era da ordem de 86 bilhdes de Kg, o que continha

aproximadamente 0,5 bilh&o de Kg de proteinas do soro.

Para Santos & Martinez (1996), as proteinas de soro de leite possuem propniedades
nutritivas ¢ funcionais bem superiores a outras proteinas de origem animal e as de origem
vegetal. Sabe-se que essas proteinas tém sido usadas cada vez mais em nutrigio humana
pelo seu elevado valor nutritive, superior as do ovo integral e as do leite humano, além de

apresentarem varias propriedades fisioldgicas especiais.
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Segundo Bird (1996), 45% do soro produzido na Europa entre 1991-1992 foi
processado com destino & alimenta¢io animal, 40% utilizado na fabricagdo de soro em po,

12% na fabricag¢do de Concentrado Protéico de Soro (CPS) e 3% na produgdo de lactose.

 Devido ao seu alto teor de agua (93%) e baixo teor protéico (0,7%), o uso de soro
lacteo em produtos alimenticios convencionais tém sido bastante [imitado, ja que o custo da
secagem € bastante elevado. O fracionamento dos componentes do soro por ultrafiltragdo
(UF) modifica este quadro, tornando vidvel o aproveitamento das proteinas do soro

(Thijssen & Van Oyen, 1977).

Para Marshall & Harper (1988), nos ultimos 25 anos, as proteinas de soro foram
reconhecidas como sendo valiosos nutrientes que poderiam ser utilizados de diferentes
modos. Eles consideraram que esse periodo foi de rapido crescimento na tecnologia de
alimentos, tendo havido um grande aumento do uso de proteinas funcionais em alimentos

processados bem como a recuperagdo econdmica das proteinas de soro.

Mais recentememte, muitos alimentos passaram a ser estudados por suas
propriedades funcionais fisiologicas por conterem componenies que agem modulando o

metabolismo no sentido de oferecer maior protegio & saude (Mazza, 1998, Sgarbieri, 1999).

A aterosclerose € a principal causa de doencas cardiovascutares e cerebrovasculares,
levando a doencas como infarte do miocardio e derrame cerebral, respectivamente, sendo a
principal causa de morte nas populagdes ocidentais (mats de 40% de todas as mortes). Isso
pode ser atribuido, em parte, as mudangas ocorridas nos habitos alimentares, com aumento
no consumo de produtos industrializados e ricos em gorduras, ac invés de vegetais e fibras.
Uma elevag@o no colesterol sérico total € um dos maiores fatores de risco de aterosclerose
(Grundy, 1995). Evidéncias experimentais indicaram que a diminuigdo do colesterol sérico
pode reduzir a progressio e entfo induzir a regressdo do processo aterosclerdtico (Goldman

& Cook, 1984).

Dados de literatura sugerem que doengas degenerativas como Alzheimer, Parkinson,
cancer, aterosclerose, imunodeficiéncias e doengas infecciosas tiveram seus efeitos

prejudiciats diminuidos pela ingestdo continua de proteinas de soro de leite (Bounous ef af.,
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1981). Ja Kajikawa ef al. (1994) afirmaram que a ingestdc de proteinas de leite afeta os
niveis séricos de lipidios, especialmente, as proteinas de soro que tendem a reduzir esses

niveis.

Potter et al. (1993} ja consideravam a proteina como sendo um fator da dieta que
pode influenciar os lipidios séricos. Segundo Carrol (1991) proteinas de origem animal,
como a caseina, geralmente sdo hipercolesterolémicas e aterogénicas guando comparadas
com proteinas vegetais, como a proteina de soja, tanto em seres humanos quanto em uma
variedade de modelos animais. Goldberg (1993) citado por Dias (1997) sugere o uso da
proteina de soja como alternativa ndo-farmacologica para redugfio do colesterol. Salienta,
ainda, que, na prevencdo priméaria de enfermidades coronarianas, médicos e pacientes
desejam evitar o uso de medicamentos para reduzir concentragdes elevadas de colesterol.
Assim, o uso de adjuntos a dieta, tais como fibras € proteina de soja, pode reduzir, aos
niveis desejados, as concentragdes de lipidios, sem uso de terapia farmacologica. De acordo
com seus estudos, a proteina de soja, incorporada a uma dieta baixa em gorduras, pode

reduzir as concentragdes de colesterol total e das lipoproteinas de baixa densidade, LDL,

Com o propdsito de verificar os possiveis efeitos funcionais fisiologicos das
proteinas de soro de leite, na forma de concentrado protéico, na redug@io dos niveis de
colesterol e triacilglicerdis séricos, foram enfocados neste trabalho:

- produgio de um concentrado protéice de soro doce (CSD) e caseinato de sodio (CasNa)
com o minimo de desnaturagiio das proteinas;

- efetuar a caracterizagio quimica do concentrado protéico de soro doce e do caseinato de
sodio (composi¢io centesimal e de aminoacidos e solubilidade);

- verificar o efeito das proteinas do lactosoro (concentrado protéico de soro doce) ¢ do
caseinato de sodio nos niveis lipidicos de ratos Wistar, particularmente nos niveis de
colesterol total e ftriacilglicerois a nivel sérico e hepatico e proteina sérica total,

comparativamente & uma caseina e um isolado protéico de soja comerciais.

Introducdo 3



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Proteinas de soro

Apds a remogdo da caseina do leite, como resultado dos processamentos de queijo
ou extrag¢do de caseina, permanecem no soro as proteinas e peptidios que resultam da agéo
da plasmina e quimosina para o leite tratado com renina e ainda com uma pequena €

variavel quantidade de B-caseina (Marshall & Harper, 1988).

As proteinas do soro incluem B-Lactoglobulina (8-Lg), a-Lactalbumina (ot-La),
imunoglobulinas (Ig), albumina sérica bovina (BSA) e polipeptidios de menores pesos
moleculares derivados da protedlise de algumas das caseinas. Os dois grupos principais sdo
o da B-Lg e da a-La, representando mais de 80% das proteinas do soro, sendo que a 3-Lg

representa aproximadamente 55% e a a-La 25% (Horne, 1990).

A B-lactoglobuiina, principal proteina do soro, existe no leite como um dimero em
temperatura ambiente e entre pH 5 e 7. Acima de 40°C o dimero comega a se dissociar em
mondmeros, forma priméria da B-Lg durante a desnaturagdo térmica. A o-lactalbumina (o-
La) € a segunda proieina mais importante do soro, sendo a de menor peso molecular e a
mais termoresistente. A o-La € uma proteina que liga calcio e estas ligagBes de calcio séo
fortemente dependentes do pH. Sabemos que a lactalbumina € produzida pela precipitagio
térmica ou precipitagio acida na presenga de ions calcio. A albumina sérica bovina (BSA)
contém a maior cadeia peptidica de todas as proteinas de soro e esta envolvida nas ligagdes
com 4cidos graxos (Marshall & Harper, 1988). A BSA ¢ sintetizada no figado ¢ entra para a
cifculat;é'.o aparecendo no leite através das células secretoras, onde formam um menor

componente de aproximadamente 1-2% do total de proteinas do leite (Horne, 1990).

As imunogiobulinas (Ig) no leite e no soro incluem IgG, IgA e IgM, sendo que a
IgG corresponde a 80% do total das imunoglobulinas. Essas proteinas, junto com a
lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima ¢ xantina oxidase sdo importantes em relagdo as

propriedades antimicrobianas do colostro (Reiter, 1985). A maioria das proteoses €
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peptonas do soro sdo produtos da degradagdo da B-caseina e contribui para a propriedade
formadora de espuma apresentada pelo soro. Em alguns leites eles podem contribuir com

mais de 20% do conteudo protéico de soro (Horne, 1990).

O soro contém de 4 a 7g de proteina/litro, sendo que a concentragio real depende do
-tipo de soro (4cido ou doce, tipo de queijo ou caseina), estagio de lactagio e condigSes de

processamento usados na manufatura do queijo ou caseina (Marshall & Harper, 1988).

As proteinas nativas do soro s@o separadas das caseinas no leite bovino pela sua
solubilidade em pH 4,6. As proteinas do soro apresentam diferentes sensibilidades para
temperaturas maiores que 50°C. O grau de desnaturacdic depende dos componentes da
proteina, da concentragdo total dos solidos e de proteina, temperatura, tempo de exposigio,
pH ¢ forga i8nica. As Ig sdo mais sensiveis & temperatura enquanto que a fragfo proteose-

peptona é termoestavel em uma larga faixa de pH (Marshall & Harper, 1988).

As proteinas de soro apresentam alto valor nutricional e, dependendo do tipo de
processamento, alta funcionalidade incluindo solubilidade em uma larga faixa de pH,
formacio de gel termoinduzido, espumas estaveis e emulsifica quantidades significantes de

lipidios (Marshall & Harper, 1988).

Dependendo do método de secagem do produto, da variagéio das caracteristicas de
absor¢do de 4gua, varios produtos de diferentes graus de funcionalidade podem ser
produzidos por uma variedade de tratamentos térmicos ¢ ajuste de pH (Marshall & Harper,

1988).

Os derivados protéicos de soro sfo formas soluveis contendo 25-95% de proteina
em peso seco e sdo produzidos comercialmente por UF, adsor¢do e troca ibnica, e
precipitagdo com polifosfato ou filtragdo em gel, freqiéntemente associado com a
desmineralizacdo e cristalizacio da lactose. Os produtos protéicos de soro com mais de
90% de proteina em peso seco s30 chamados de isolados protéicos de soro (IPS),
semelhante aos produtos que s@o produzidos na indistria de soja (Marshall & Harper,

1988).
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As técnicas para a produgdo de soro foram revistas por Evans & Gordon (1990),
Marshall (1982) e Matthews (1984).

Recentemente, produtos protéicos puderam ser preparados também em plantas-
piloto ou em produgdo comercial por técnicas de fracionamento das proteinas do soro de
leite. Entre eles tém-se a o-lactalbumina, B-lactoglobulina, fosfolipoproteinas, lactoferrina,

lactoperoxidase € Ig (Marshall & Harper, 1988).

2.2 Produtos protéicos de soro

O soro liquido pode passar por varias etapas de processamento antes de se tornar
concentrado ou isolado protéico. Essas etapas incluem predigestdo parcial, coagulagio das
caseinas, ultrafiltracdo e diafiltraggo para remocio de lactose (agicar do leite, com peso
molecular de 342 Da), sais minerais e gordura; osmose reversa para separar diferentes
particulas moleculares; dois processos de troca idnica e secagem de alta velocidade com
baixa temperatura para evitar desnaturagdio dos componentes protéicos do soro (Brink,

1996).

Os produtos obtidos de soro integral {(queijo; soro em pé; e soro desmineralizado)
contem, relativamente, baixas concentragdes de proteina (10-15%) e a proteina, geralmente,
tem somente pape! nutricional nos alimentos. As proteinas de soro s&o usadas em alguns
tipos de quetjo (incluindo o queijo feito da ultrafiltragdo do leite) ¢ combinadas com as
caseinas ou proteinas microbianas, como um meio de aumentar o rendimento. As proteinas
de soro sdo mais concentradas no soro deslactosado e desmineralizado (15-25% em peso

seco), mas tem poucas caracteristicas funcionais (Marshall & Harper, 1988).

2.3 Concentrado protéico de soro

Em 1990, somente nos EUA, a indastria de alimentos fabricou aproximadamente
80.000 toneladas de concentrado protéico de soro (CPS) com teores de 35-75% de proteina
(Morr, 1992).
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A concentraciio das proteinas do soro pode ser conseguida por ultrafiltragdo (UF) e
diafiltragiio (DF). Para todos os concentrados protéicos de soro o fracionamento de outros
componentes do soro (principalmente dgua e lactose) representa somente uma parte do

processo. As principais operagBes para concentragdo de proteinas estdo descritos a seguir.

2.3.1 Ultrafiltragéo

A ultrafiltracdo é uma técnica preferida para a fabricagdo do CPS com = 50% de

proteina (Morr & Foegeding, 1990).

A UF ¢ um processo de fracionamento fisico-quimico e uma técnica de
concentracio onde uma solugdo pressurizada flui sobre uma membrana porosa (Porter &
Michaels, 1970). Segundo Kosikowsky (1986), trata-se de um processo que permite a
separagiio seletiva de solutos de baixo peso molecular juntamente com a dgua, a partir de
alimentos liquidos. Essa separagdo dependera do valor “cut off” da membrana, que €
indicado pelo peso molecular minimo que a membrana ira reter e, deste modo, ocorre uma
concentragio de substincias macromoleculares na solugdo processada (retentado). De
acordo com Morr & Ha (1993), ultrafiltragio € um processo industrial utilizado para o
fracionamento de soro com o objetive de produzir um concentrado protéico de soro com
alto teor de proteina. E usualmente seguida de diafiltragio com 4gua desionizada para a

remogdo de lactose residual e minerais do retentado antes da secagem.

As principais vantagens da UF sobre outros processos de separagdo sao: ndo
envolve mudanca de fase; pode ser conduzido a baixas temperaturas e pressdo hidrostatica,
nfio afetando substincias termosensiveis; ndo necessita de reagentes quimicos (Porter &

Michaels, 1970). A figura 1 ilustra o principio de funcionamento da ultrafiltrago.

A membrana sé permite a separagdo seletiva de proteina da lactose, dos sais
minerais e da agua. O retentado ou concentrado (a solugio na qual a proteina € concentrada,
com solutos de alto pese molecular) flui ao longo da membrana, enquanto sob efeito de
pressdo, a agua flui através da membrana, junto com solutos de baixo peso molecular (o

permeado). A proteina é retida pela membrana, junto com glébulos de gordura, coldides ou
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solidos em suspensao, e ¢ concentrada em relagdo aos outros solutos do soro original

(Glover, 1986).

Durante a UF, com a retirada do permeado através da membrana, ocorre a formagao
de uma camada secundaria dos componentes retidos, sobre a superficie da membrana. Este
fendmeno € conhecido como concentragdo polarizada ou, se a camada superficial se torna
aderente a membrana, o termo “fouling” € mais apropriado (Beaton, 1979). No caso do
soro, isto € causado principalmente pela precipitagdo de sais de calcio e/ou adsor¢do de
proteinas do soro, que ocorrem na superficie e dentro dos poros da membrana (Hanema-

Aijer et al., 1989).

9 - w z Q 9 Retentado

Membrana

] 9 Permeado

Agua w

@ Proteina B Lactose e Minerais

Figura 1 - Representag@o esquematica da ultrafiltragcdo do soro.

Assim, qualquer tratamento tecnologico leva a remocdo de parte ou de toda a
membrana secundaria evitando ou reduzindo a precipitagdo dos sais de calcio, podendo

minimizar o “fouling” da membrana e melhorar a taxa de permeacao. Com esse intuito, ha
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uma série de propostas de pre-tratamentos do soro a ser submetido &4 UF. S3o elas:

o clarificagdo e filtragio, que tem o objetivo de remover particulas em suspensio como
gordura residual, microorganismos, finos de caseina etc., e, com isso retardar a formagio

da camada secundéria sobre a membrana ativa (Mello, 1989);

¢ aquecimento e o simples ajuste de pH do soro acido de 4,6 para 7,0 pela adigio de
hidréxido de célcio ou sddio, faz o fosfato de calcio precipitar. O sedimento, removido
por gravidade, contém lipidios e proteinas, além de minerais. A aplicagio dessa técnica de
neutralizacio melhora o fluxo mas as concentragdes de minerais no CPS resultante
aumentam, devido ao alto coeficiente de rejeigio do calcio e fosfato a pH 7. O fosfato de
calcio residual ndo removido no processo de decantagfo fica retido no produto. Esse
processo compreende a base da patente concedida a J. M. Attebery (US Patent 3 560 219;
citada por Mattheus ef al,, 1978) ¢ uma variante do pré-tratamento proposto por Kim ef
al. (1989) que confirmaram ser a taxa de permeaco do soro assim tratado, o dobro do
soro controle. As proteinas do CPS obtido peta UF do soro tratado s&o mais soluveis a pH
3, mas apresentam menor poder de emulsificagdo que as proteinas do CPS do soro

controle (Mello, 1989).

A diminuigédo do pH tem o efeito de solubilizar o fosfato de calcio; abaixo do pH 5,
ndo sendo provavel a precipitagio do fosfato de calcio. Além disso, o pH afeta a carga
elétrica e a capacidade de hidratagiio da proteina. Quanto maior a distdncia do ponto
isoelétrico, maior sera a carga liquida. Uma alta carga liquida favorece a dispersdo da
proteina e diminui a tendéncia a deposi¢dio. O efeito do pH sobre o comportamento de
associagéo/dissociagio da -Lg, que constitui aproximadamente 50% da proteina bruta do
soro, € bem conhecido. Na faixa de pH de 5,2 a 7.5, todas as variantes genéticas da B-Lg
existem como dimeros. A dissociagio, para a forma monomérica, tem sido observada
abaixo do pH 3,5, com a extenso da dissociagfio aumentando em funcgio da diminuigio do
pH. A faixa de pH geralmente utilizada neste pré-tratamento vai de 3,0-a 1,5, sendo que a
methora na taxa de permeagfio depende do tipo de soro utilizado, particularmente do seu

teor mineral (Viotto, 1993).
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e substituigdo do calcio pelo sodio; desmineralizagfio, seqiiestro de célcio com EDTA ou
adigdo de citrato de sédio e pré-concentragdo do soro (Ennis ef al., 1981; Hayes ef al,

1981).

~ O pré-tratamento oferece um meio de se controlar a composig@o € o processamento
do soro e, portanto, altera a taxa de permeagiio, composi¢io e propriedades do CPS
resultante. A caracterizagdo dos fluxos liquidos do processo de UF, o acompanhamento das
mudancas de composi¢do e propriedades funcionais do CPS e o efeito sobre o desempenho
da membrana, provocado pelo uso de pré-tratamento do soro, contribuem para um melhor
entendimento do fendmeno de “fouling” durante a UF do soro, sendo extremamente
importantes para o estabelecimento de uma tecnologia de obtenglo comercial do CPS
{Viotto, 1993).

Portanto, a UF formece uma nova forma de concentrar solutos de alto peso
molecular presentes em solu¢io sem aplicagiio de calor e sem uso de condigdes fisicas ou
quimicas severas. Para as proteinas isso significa concentragio sem qualquer modificacéo
séria na estrutura € na funcionalidade. Por exemplo, as proteinas em alimentos podem ser
conceniradas com um minimo de desnaturacdo e enzimas podem ser conceniradas sem

perda significativa de atividade (Mello, 1989).

A diafiltragio pode ser combinada & UF, usada para separar mais lactose e sals
minerais e elevar a concentracdo de proteina do soro de 60% a 80%, ou mais. Diafiltracéo ¢
um processo de membrana que aumenta a concentragio protéica adicionando agua
continuamente ao retentado 4 medida que esie circula pelo sistema de UF. A diafiltraggo
promove a lavagem ou separacio subsegiiente da lactose e sais minerais das proteinas e
permite obter uma proporgdo proteina-solidos mais elevada. Como resultado da
diafiltracio, a concentragio de proteina no CPS se eleva para os valores iguais ou
superiores a 80% (Marshall & Harper, 1988). A diafiltragdo aumenta a pureza do
concentrado protéico e a funcionalidade dos ingredientes bem como o controle final da

composicdo (Huffman, 1996).
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2.4 Composicéio dos derivados protéicos de soro de leite

Os dertvados protéicos de soro constituem-se de diferentes produtos que podem
diferir significantemente tanto em composi¢do quanto no desempenho em sistemas
alimenticios. Eles variam em contetudo protéico de 25->95%, de 0,2 a 10% de gordure, de
0,1 a 15% de cinzas ¢ de 0 a 60% de lactose. Com o aumento nos teores de proteina
aumentam também os teores de gordura, a razdo proteina/carboidrato, a razio

proteina/cinzas, o valor nutricional e a funcionalidade por unidade de peso do concentrado.

Para uma igual concentragdo a importéncia nutricional ¢ a funcionalidade dos CPS

s80 0s mesmos para produtos com 0s niveis protéicos acima de 50% (Harper, 1984).

2.5 Propriedades funcionais fisiclogicas das proteinas de soro de leite

As proteinas de soro de leite apresentam propriedades fisiologicas importantes
(imunolégicas), devido ao fato de promoverem aumento nos niveis de glutationa celular. O
fator de crescimento ligado a insulina (IGF-1) € um hormdnio liberado durante o
metabolismo do horménio de crescimento. A quantidade de IGF-1 produzida determina a
extensfo dos efeitos do hormdnio de crescimento no desenvolvimento de criangas e da
formacdo de musculo e esqueleto em adultos. Os estudos indicam que a quantidade de IGF-
1 ¢ diretamente proporcional a qualidade e quantidade de proteina na dieta. Hidrolisando o
soro para obter di, iri, e oligopeptidios, aumenta-se o valor bioldgico (VB) e assim aumenta
a liberacio de IGF-1. Isso torna o soro a melhor proteina formadora da massa corporal

(Brink, 1996).

Brink (1996) afirmou que as proteinas de soro parecem ser as unicas proteinas com
habilidade de aumentar a resposta imune, elevar os niveis de glutationa celular e prolongar
a vida de animais de experimentag@io. A glutationa ¢ um tripeptidic composto por cisteina,
acido glutdmico e glicina, sendo encontrada em quase todas as células do organismo animal
e humano. A glutationa é um potente agente antioxidante e desintoxicante que neutraliza
re;dicais livres. Protege contra a clivagem do DNA causada por raios X e radiacdes

ultravioleta do sol ajudando a manter a capacidade carreadora de oxigénio das céhulas
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vermelhas do sangue (Brink, 1996).

Os cientistas encontreiram que niveis reduzidos de glutationa estdo associados com
uma resposta imune deficiente. Em particular eles mostraram que glutationa intracelular
esta diretamente relacionada com a habilidade dos linfocitos em responder a um estimulo
mitogénico. Também que a resposta imune humoral, envolvendo produgio de anticorpos
requer rapida sintese protéica, a qual, por sua vez, requer uma ingestdo adequada na dieta
de amino4cidos essenciais, sendo todos encontrados em abundéncia nas proteinas de soro

de leite (Bounous & Gold, 1991).

As proteinas de soro de leite possuem propriedades nutritivas e funcionais bem
superiores a outras proteinas de origem animal e as de origem vegetal. Essas proteinas tém
sido usadas cada vez mais em nutricio humana pelo seu elevado valor nutritivo, superior as
do ovo integral e as do leite humane além de apresentarem vérias propriedades fisiologicas
especiais. O perfil de aminoécidos das proteinas de soro de leite € muito semelhante ac das
proteinas do leite humano, prestando-se muitc bem a formulagdo de produtos que
substituem, com vantagens, o leite de vaca na alimentag¢io infantil (Renner, 1988). Produtos
genericamente chamados “leites humanizados™ poderdo ser formulados pela adigdo, ao
concentrado protéico de soro de leite, de caseina, 6leo vegetal, minerais e vitaminas, além
de fatores protetores como lisozima, probidticos € outros fatores de regulagdo (Renner,

1988).

s concentrados protéicos de soro poderdo ser usados na formulagico de produtos de
alta densidade calorica e baixo residuo, como em dietas para pos-cirurgia, cardiacos,

geriatricos e pacientes imobilizados (Satterlee, 1981).

Varias caracteristicas da composigdio de aminoacidos das proteinas de soro s&o
altamente desejadas para formulas infantis, por exemplo, relagio ideal igual a 1,0 para
cisteina/metionina, baixos teores de aminoacidos aromaticos, particularmente, fenilalanina
e tirosina (favorece criangas com fenilcetoniria) (Hambraeus, 1982), elevados teores dos
aminoacidos essenciais de cadeias ramificadas como valina, leucina e isoleucina,
considerados importantes para o desempenho de esportistas (Steele & Harper, 1990).

Estudos recentes mostraram que & ingestdo de elevados teores de aminoacidos ramificados

Revisdio de Literatura 12



auxilia na recuperagdo de traumas multiplos (Brenan er al, 1986) e de queimaduras
(Alexander & Gottschlish, 1990).

As proteinas de soro de leite tém sido apontadas (Bounous ef al., 1983) como
impor_tantes moduladores do sistema imunologico, tanto o sistema celular como o sistema

humoral, estimulando particularmente a formago de células plaquetérias pelo bago.

A mistura de proteinas de soro ¢ de soja a 50%, induziu resposta imune quatro vezes
superior & dieta com proteina de soja apenas. Dieta para hamsters contendo 20% de
proteina de soro aumentou em 30% a longevidade dos machos (Birt et af., 1982). Dieta com
20% de proteina de soro (Constantino et al, 1989) inibiu a incidéncia e o tamanho de
tumores de colon induzidos pela dimetilhidrazina (DMH) em camundongos, quando

comparada com dietas comercial da Purina ¢ dieta de caseina, ambas com 20% de proteina.

Trabalhos desenvolvidos nc Canada (Bounous ef al., 1981) revelaram uma série de
propriedades fisiolégicas muito importantes para as proteinas de sore de leite bovino,
quando ndo desnaturadas. Dentre essas propriedades tém sido citadas: a) elevagdo de
glutationa no bago, figado, linfocitos, coragdo, cérebro e no sangue. Os trabalhos dos
canadenses especulam que a L-glutamylcisteina presente em algumas das proteinas do soro
(soroalbumina) é absorvida intacta, servindo como substrato para a sintese da glutationa. A
hipétese € que a acdo antioxidante e desintoxicante da glutationa mantém os linfocitos em
otimas condigBes de funcionamento, permitinde um melhor combate aocs agressores do

organismo.

O declinio dos niveis de glutationa com o envelhecimentoe também foi associado ao
aumento do risco de aterosclerose. Isso porque a glutationa € capaz de prevenir a oxidagéo
das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) ligada ao colesterol. Quando as LDL se oxidam
elas provocam lesdes nas paredes das artérias que, gradualmente, sdo transformadas em
placas que vio se fechando e bloquelam a passagem do sangue, levando a ataques cardiacos

e derrames (Brink, 1996).
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2.6 Lipoproteinas Sangiiineas

Os principais lipidios circulantes no sangue humano sdo de 4 tipos: triacilglicerois,
colesterol livre; ésteres do colestero! e fosfolipidios. Estes sfo transportados pelo sangue na
forma de moléculas esféricas complexas, de tamanho e densidade variaveis, as chamadas

lipoproteinas (Mahan & Arlin, 1995).

Os lipidios tém propriedades comuns, sendo insoliveis em agua; soliveis em
solventes orgnicos, como éter e cloroférmio; utilizaveis pelos organismos vivos. A maior
parte das gorduras naturais é composta de cerca de 98% a 99% de triacilglicerdis e a grande
maioria desses sdo de cadeias longas. O restante | a 2%, inclui tragos de mono e
diacilglicerdis, acidos graxos livres, fosfolipidios e matérias nfio saponificaveis contendo

esteréis (Mahan & Arlin, 1995).

Os triacilglicerdis (principais componentes de gorduras e oOleos comuns), séo
compostos de carbono, hidrogénio e oxigénio. Estruturalmente eles sio ésteres de um
alcool triidrico (glicerol) e acidos graxos. Os 4cidos graxos podem ter de 4 a 30 atomos de

carbono e constituem a parte principal do triacilglicerol (Mahan & Arlin, 1995).

O colesterol também ¢é outro lipidio importante na manutengiio da integridade das
membranas celulares e precursor de hormdnios esterdides e acidos biliares. E sintetizado na
maioria dos tecidos, particularmente no figado ¢ na mucosa intestinal. O colesterol ¢
também um determinante da fluidez da membrana para as regides hidrofobicas e
hidrofilicas (Thomas & Holub, 1994). No ser humano, o colesterol € derivado da dieta
(200-400mg/dia) e da sintese endégena (750-1000mg/dia). A velocidade de sintese do
colesterol ¢ influenciada pela propria concentragdio de colesterol dentro da célula, em um
sistema de controle do tipo “feedback” (Mahan & Arlin, 1995). O colesterol endogeno
(como 4cidos biliares) e o colesterol da dieta so ambos transformados no intestino e
absorvidos. A absorgio do colesterol enddégeno parece ser mais eficiente do que do

colesterol da dieta (Thomas & Holub, 1994).

Os lipidios sdo insolaveis em solugio aguosa e ndo podem circular no plasma. Para

isto, combinam-se com proteinas especializadas chamadas de apolipoproteinas ou
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apoproteinas. O complexo apoproteina-lipidio é denominado lipoproteina. A principal
fungdo das lipoproteinas € transportar os lipidios no organismo, incluindo as vitaminas
lipossoliaveis, e também ajudar a estabilizar membranas celulares, As apoproteinas possuem
uma seqiéncia peculiar de aminoacidos que as permitem se ligar aos lipidios e se dissolver
no meio aquoso do plasma. Estas proteinas possuem uma série de fungdes, como ativar
enzimas responsaveis pela hidrolise dos lipidios e se ligar a receptores celulares especificos

que permitem a degradagfo celular das lipoproteinas (Mahan & Arlin, 1995).

As lipoproteinas s8¢ macromoléculas complexas (Khachadurian, 1990) que coniém
um nacleo hidrofébico onde concentram-se ésteres de colesterol e tracilglicerdis,
envolvidas por uma camada de fosfolipidios, colesterol livre e proteinas denominadas
apolipoproteinas, as quais mantém a sua estabilidade e solubilidade. Segundo Lawn (1992),
a lipoproteina € uma particula no sangue que, quando presente em grandes quantidades,
aumenta o risco de doengas coronéarias. Uma parte dessa particula consiste de fosfolipidios,
colesterol e apolipoproteinas B-100, sendo idéntica a lipoproteina de baixa densidade
(LDL), que transporta colesterol. A porgfo restante, apolipoproteina estd ligada a

apolipoproteina B-100 em um tinico ponto dando a essa particula propriedades distintas.

As apolipoproteinas sdo classificadas pelas letras A B, C, D e E. Elas sdo
importantes para a solubilizagdo dos lipidios bem como para a regulagioc do seu
metabolismo, atuando como cofatores de enzimas e mediando a interacio das lipoproteinas
com receptores celulares, responséveis pela remogio das particulas do plasma (Neyra,
1997). As lipoproteinas apresentam uma grande variabilidade no seu tamanho e na sua

composicio (Lippel ef al., 1987).

As lipoproteinas sio classificadas em S grandes classes: quilomicrons, lipoproteina
de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de densidade intermediaria (JDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL), (Gurr,
1986).

Os quilomicrons consistem de triacilglicerdis (~85%) e somente 2% de proteina. E a
maior lipoproteina sendo a que apresenta a menor densidade. Por causa do seu tamanho, a

sua presenca no plasma pode ser facilmente reconhecida pela opalescéncia que causam.
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Eles sdo os principais carreadores da gordura derivada da dieta. As VLDL formam uma
classe menor em tamanho, com menos triacilglicerois (~50%), 20% de colesterol e 20% de
fosfolipidios. Elas s#o as principais carreadores do triacilglicerol formado no figado a partir
de carboidrato. Uma outra classe, as HDL, ainda menor em tamanho, tém 50% de proteina,
20% de colesterol e 20% de fosfolipidios. Seu papel € transportar o excesso de colesterol
das membranas para o figado onde ele pode ser degradado ou convertido em &cidos biliares

(Gurr, 1986).

Os quilomicrons desaparecem rapidamente do fluxo sangiiineo e apds cerca de 10
minutos, somente uma parte permanece no sangue. Isso ocorre devido a separago dos
acidos graxos dos triacilglicerdis por agdo da lipase lipoprotéica, liberada dentro dos
capilares sangiiineos proximos ao tecido adiposo ou muscular. A atividade dessa enzima ¢
controlada pela dieta e por horménios. Apés uma refeigio contendo quantidades
significativas de gordufa e carboidrato, quando o suprimento de energia pode exceder a
necessidade imediata do organismo, a secregdo de insulina garante que a enzima esteja
ativa. Os 4cidos graxos sdo liberados dos triacilglicerdis dos quilomicrons e no tecido

adiposo, sendo reincorporados em triacilglicerois (Esfahani, 1990).

No sangue humano, a maior particula carreadora de colesterol ¢ a LDL. Ela consiste
cerca de 2.000 moléculas de colesterol, 1.000 moléculas de fosfolipidios € uma grande
proteina na superficie chamada apolipoproteina B-100. Altos niveis de LDL estdo
associados com elevados riscos das doengas coronarianas, tanto que € conhecide como
“mau colesterol”. J4 os niveis sangilineos das lipoproteinas de alta densidade (HDL),
conhecidas como “bom colesterol” estdo inversamente associadas ao risco de doencas

cardiacas (Lawn, 1992).

A LDL ¢ originaria principalmente da degradagdo das VLDL ricas em
triacilglicerdis, mas podem também ser produzidas no figado. A LDL ¢é rica em colesterol
(principalmente ésteres de colesterol) sendo responsavel por cerca de 65% dos niveis de
colesterol total do sangue. A LDL contém pequena quantidade de triacilglicerois, mas
grande quantidade de fosfolipidios e proteinas comparadas com as VLDL e os
quilomicrons. O principal componente apolipoprotéico presente € a apo B-100, a qual é

necessaria para levar a LDL aos tecidos. As LDL circulam pelo sangue todo ¢ podem
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interagir com os receptores apo B e E (receptores de LDL) encontrados no figado, musculo
e células adiposas (Brown & Goldstein, 1984). O figado € rico em receptores de LDL, e € o
principal local que remove as LDL do sangue (Thomas & Holub, 1994). Além disso,
existem outros mecanismos que ndo envolvem receptores ou mecanismos “scavenger” para
a remogdo da LDL nos vasos sangiiineos. Particulas de LDL modificadas podem também
ser carregadas por macréfagos via mecanismo de receptor modificado (Steinberg er af,

1989).

De acorde com Norum (1992), a quantidade e o tipo de gordura na dieta exercem
efeitos nas concentragdes lipidicas séricas. Os acidos graxos saturados aumentam as
concentragdes de colesterol total sérico enquanto que os poliinsaturados, diminuem essas
concentracoes. Ja o acido oléico (monoinsaturado) e o 4cido estearico (saturado) sdo
neutros. Os efeitos das gorduras saturadas no colesterol sérico sdo vistos somente com
acidos graxos saturados contendo cadeias curtas de 12, 14 ¢ 16 atomos de carbono, todos
aumentando o colesterol total, principalmente por aumento das concentrag@es de LDL. Os

acidos graxos de cadeias menores, influenciaram pouco a LDL sérica.

Sabe-se que os macrofagos acumulam ésteres de colesterol, e funcionam como
precursores das células espumosas que sdo encontradas no inicio das lesdes
ateroscleroticas. A entrada das LDL modificadas é mediada por um receptor especifico
conhecido como receptor “scavenger”, que ndo é capaz de reconhecer a LDL na sua forma
nativa. Estudos recentes sugerem que uma modificagdo oxidativa da LDL (LDLOx), ocorre
in vivo e a tomada de LDI.Ox pelos macrofagos no espago subendotelial funciena come um
gatilho para a formagdo de células espumosas (aterogénese). Assim, substdncias que
previnem a conversdo de macréfagos em células espumosas, devido ao excesso de LDL
modificada ou que acelerem a converséo de células espumosas em macréfagos por remogio

do colesterol acumulado, s80 consideradas anti-aterogénicas (Kajikawa ef al., 1994).

As HDL sido produzidas no figado e em outros tecidos. Esta fragio lipoprotéica €
especialmente rica em proteinas e fosfolipidios, com pouco triacilgliceréis. A funcio da
HDL é transportar ¢ colesterol dos tecidos periféricos para o figado. Acredita-se que o
colesterol levado para o figado pelas HDL, seja excretado como acidos biliares (Thomas &

Holub, 1994). Sabe-se que as HDL reduzem os ésteres de colesterol celular nas células
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espumosas, Acredita-se que a fungdo anti-aterogénica das HDL envolve a capacidade de

reduzir ésteres de colesterol celular nas células espumosas (Kajikawa ef al., 1994).

Kajikawa et al. (1994) investigaram o efeito das proteinas de soro € da caseina na
formagdo das “células espumosas® e verificaram que houve inibi¢do do acumulo de ésteres
de colesterol nos macréfagos, mais do que quando se utilizou a caseina. Esses efeitos foram

atribuidos, principalmente, a lactoferrina.

As VLDL sdo particulas ricas em triacilgliceréis secretadas pelo figado. A sintese
de triacilglicerdis ¢ fosfolipidios contidas na particula acontecem no reticulo
endoplasmatico e é regulada por véarios fatores nutricionais ¢ hormonais. Os substratos
incluem os lipidios derivados da dieta e os acidos graxos mobilizados do tecido adiposo,
bem como carboidratos da dieta e alcool. A apoproteina B-100 e apo E s3o também
sintetizadas no figado, visto que foram identificadas em particulas VLDL antes de sua
secrecdo para o sangue. As apo A e C encontradas nas VLDL s3o adquiridas primeiramente
pela troca ou rede de transferéncia que ocorre durante a circulagio (Khachadurian, 1990). A
VLDL transporta cerca de 15% do colesterol encontrado no sangue (Thomas & Holub,
1994).

ApOs a secregdo, os triaciiglicerdis nas VLDL sdo hidrolisados pela lipase
lipoprotéica de maneira similar & hidrolise dos quilomicrons. A particula resultante,
designada como lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), € relativamente rica em
colesterol e apo E, mas pobre em triacilglicerdis ¢ apo C. As IDL tém dois principais
destinos metabolicos. Elas séo retiradas do figado via um receptor que reconhece a apo B e
E, presumivelmente o mesmo receptor que reconhece a LDL, ou entdo sdo convertidas em
LDL (Khachadurian, 1990).

2.7 Aterosclerose

A aterosclerose é uma doenga progressiva caracterizada pelo estreitamento do
limem das artérias grandes e médias, devido ao espessamento local da intima (Davies &

Woolf, 1993, citado por Neyra, 1997). Como o nome diz, ela ¢ caracterizada pela presenga
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de um nacleo gorduroso (atero = um tumor contendo um material “gruel-like”) e rigidez de
artéria (“esclerosts”) (Khachadurian, 1990). A hipotese mais amplamente aceita é que a

aterosclerose € uma resposta imuno-inflamatoria da intima arterial a injuria, ocasionada por

| fatores extrinsecos, principalmente a hipercolesterolemia (Davies & Woolf, 1993, citado

por Neyra, 1997),

A lesdo aterosclerdtica se desenvolve em varios estagios: mictalmente se formam as

camadas de gordura, caracterizadas pelo aclimulo de colesterol em macréfagos residentes,

| convertendo-se em “foam cells” (células espumosas). A maioria dessas células espumosas,

parecem surgir de macrofagos derivados de mondcitos na intima arterial. As camadas de
gordura podem entdo se desenvolver dentro das placas fibrosas, consistindo em uma capa
de tecido conectivo denso, cobrindo wma area que contém tipos diferentes de células,
incluindo células espumosas, macrofagos, celulas de mmsculo liso e linfécitos T. Nesse
estagio ocorre necrose das células espumosas, as células se debilitam e sio depositados
cristais de colesterol e lipidios extra-celulares. Os estdgios finais da aterosclerose sio
caracterizados pela maturidade das placas fibrosas formadas pela continua proliferagio de
células miointimas, espumosas e necrose de célula endotelial, hemorragia, trombose e

deposigéo de calcio (Balz, 1995).

Segundo Harris {1997) nivets de lipoproteina (LDL} actma de 300mg/dL aumentam
de 2 a 5 vezes os riscos de desenvolver doencgas coronarianas. Essa conclusfo surge de
imimeros estudos onde encontramos uma correlagiio dreta entre o aumento da lipoproteina

(LDL) e o infarto precoce do miocardio ou artéria coronaria.

Os lipidios que se acumulam no desenvolvimento das leses aterosclerdtica contém

. principalmente o colesterol derivado da LDL-colesterol. Sabe-se que a LDL ¢ a fracio

. lipoprotéica mais aterogénica no sangue. Quando ha um elevado nivel de colesterol LDL,

. considera-se que existe um fator de risco significante para doengas coronarianas. Ao

contrario, considera-se a HDL anti-aterogénica por facilitar ‘a passagem do colesterol dos

tecidos periféricos para o figado e conseqiiente excre¢do. Altos niveis de colesterol HDL

. protegem contra doengas coronarianas; enquanto que um baixo nivel de colesterol HDL

representa fator de risco. O melhor indicativo de msco para doengas do coragdo € o

quociente LDL/HDL colesterol {Gordon e al, 1989), que deve ser 0 menor possivel.
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As apolipoproteinas que se encontram na superficie das lipoproteinas do sangue,
determinam o destino final das lipoproteinas individuais devido a sua interagdo com
enzimas e receptores em varias células do corpo. A liberagao das células no sangue se
completa via interagdo da apo B  na EDL com receptores de LDL em virios tecidos
perifériéos e no figado. A apo B também representa fator de risco para doencas do coragio
(Sniderman, 1988). A presenga de apo Al na superficie da HDIL pode ser responsavel pelo
papel protetor dessa lipoproteina. A razio apoB/apoAl pode ser o melhor indicador de

11sco que a apo B sozinha (Thompson, 1984).

As discrepancias dos resultados obtidos entre os vérios investigadores se deve, em
parte, as diferengas individuais e entre espécies e, também, ao grande nmimero de variaveis
nos constituintes da dieta. As dietas ricas em gordura animal ou colesterol podem produzir
hipercolesterolemia e aterosclerose enr certas espécies como' coelhos, pombos e porcos,
embora em ratos, cies e alguns primatas ndo humanos a resposta tenha sido bem menor
(Khachadurian, 1990}. Em porcos, macacos e coetho que receberam colesterol na dieta,
encontrou-se um maior transporte de colesterol em LDL, enquanto nas espécies resistentes

(ratos e cachorros) o colesterol € carreado em-associagiio com as HDL (Stehbens, 1986).

O fator da dieta que pode influenciar os lipidios séricos ¢ a proteina (Potter ef al.,
1993). O tipo de proteina na dieta pode influenciar a concentragido de colesterol sérico
(Kritchevsky, 1995; Beyen, 1990, Carrol & Kurowska, 1995). Proteinas de origem animal,
como a casefna, geralmente exerce um efeito hipercolesterolémico e aterogénico quando
comparada com proteinas vegetais, como a proteina de soja, em humanos e em uma
vartedade de modelos animais (€arrol, 1991). Contudo, diferentes proteinas de origem
animal podem causar diferentes graus de hipercolesterolemia, por diferentes mecanismos
(Lovati ef @/,1990). A proteina de soro de leite em substituigdo 4 caseina em formulados
infantis, promoveu uma diminui¢io na concentragdo de colesterol sérico (Tseng et al,

1990).

Nos coelhos nédo ¢ necessério adicionar suplementos de colesterol para se obter uma
resposta metabdlica hipercolesterolémica, ao contrario de ratos e porcos, em que a adigédo é
necessaria para se obter uma resposta colesterolémica. Em revisio feita por Barth &

Pfenffer (1988) sobre proteina da dieta e aterogénese, encontra-se que onze de 13 estudos
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feitos com individuos normais mostraram que a caseina e a proteina de soja nio induziram
diferencas nos niveis de colesterol sérico. Segundo esses pesquisadores até aquele
momento, nenhuma hipocolesterolemia comprovadamente induzida por proteina havia sido
observada em primatas, e em particular, em humanos em situacdes onde se utilizou
metodologias nutricionais adequadas. Eles citam ainda o aparecimento de outra linha de
pesquisa, na medida em que foi observado um aumento nas concentracdes séricas de
tiroxina apds consumo de proteina de soja, maior do que aqueles observados apds consumo

de caseina.

De acordo com Potter (1995), o efeito hipocolesterclémico apresentado pela
proteina de soja ja foi demonstrado em humanos ¢ em modelos animais, mas ainda se
investiga o-mecanismo pelo qual isso ocorre. Dentre os possiveis mecanismos responsaveis
por esse efeito encontra-se 0 aumento na excregdo dos acidos biliares, principalmente em
ratos e coethos. Como resultado disso, o colesterol vai sendo retirado do corpo. Nesse caso,
ha uma alteragdo no metabolismo hepatico de colesterol para que se produza colesterol para
aumentar a sintese de acidos biliares. A biossintese de colesterol aumenta com a diminuicio
da atividade dos receptores de LDL. Comeo resultado hd um aumento na remocio do
colesterol sérico, via receptor LDL, e deste modo ha reducio das concentragdes de
colesterol sérico, particularmente da fragio LDL. E evidente que a proteina de soja, seus
aminodcidos e os constituintes ndo protéicos ou a combinagio desses fatores alteram o
colesterol sérico. Ha indicagBes de que o mecanismo varie de acordo com o modelo animal
e que o componente responsivel reaja de modo diferente de acordo com a espécie. E
provavel que o efeito redutor de colesterol apresentado pela soja resulte da agiio combinada
de seus compoenentes (proteinas, aminoacidos e peptidios, saponinas, acido fitico, inibidores
de tripsina, fibras e isoflavonodides) promovendo uma situagio em que o metabolismo de

colesterol € alterado resultando na diminui¢do das concentragdes séricas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Foram utilizados: concentrado protéico de soro doce (CSD); caseinato de sédio
(CasNa) produzidos no ITAL, isolado protéico de soja (IPS) - SAMPROSOY 90 NB, Ceval

Alimentos e caseina comercial (M. CASSAB).

3.1.1 Soro doce
Obtido pela coagulagio da caseina pela renmina (quimosina), processo utilizado na
fabricagiio de queijo, subproduto conhecido como “soro doce”. Foi utilizado soro de

leite, produzido experimentalmente na instalagio piloto do TECNOLAT (ITAL).

3.1.2 Caseinato de sodio
Obtido na produgdo de soro é4cido, pela precipitagdo da caseina no ponto isoelétrico

(pH 4,6, 20°C).

3.2 Méitodos

3.2.1 Obteng&o experimental dos concentrados protéicos de soro acido e soro doce (> 80%

de proteina), do caseinato de sodio, do codgulo e da caseina.

Todo o processamento de concentragio do soro foi efetuado em unidade de
ultrafiltracdio instalada na Planta Piloto de Leite - TECNOLAT, ITAL (Instituto de
Tecnologia de Alimentos de Campinas, SP) ilustrada na Figura 2. A matéria-prima, o leite
tipo “B” foi obtido da Cooperativa de Produtores de leite da Regido de Campinas,

Jaguariina, SP.
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Figura 2 - Equipamento de ultrafiltragdo (WGM Equipamentos/KOCH Membrane Systems).

O leite foi recebido desnatado e pasteurizado, acondicionado em 8 galdes de 50 litros
cada, totalizando um volume inicial de 400 litros. O leite recebido era transferido para um
tanque de camisa dupla (ou encamisado) de ago inox (com capacidade para 500 litros, da
marca TQ-BIASINOX), passando previamente por dessorador, onde era homogeneizado e
aquecido entre 30-35° C. Adicionava-se o coalho — renina (30mL/100L de leite) e solucdo
de CaCl, 50% (25mL CaCl,/100L de leite) e deixava-se em repouso por aproximadamente
40 minutos a 1 hora com o tanque fechado. O leite coagulado era entdo cortado com uma
lira horizontal e vertical com 1 ¢cm de espago entre os fios. O soro era sifonado, e passado
em dessorador sendo recolhido em torno de 325 litros de soro em tambores de 50 litros. O

material obtido era pesado e transferido para um tanque de alimentagdo em aco inox (com
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capacidade para 200 litros) onde era aquecido a 37° C. Esse material era uitrafiltrado por
uma membrana de (5000 Da) atingindo-se um fator de concentracio de 8 durante
aproximadamente 3 horas e, ent3o, diafiltrado (12 ciclos) em aproximadamente 5 horas.
Cada ciclo de diafiltracfo, cotresponde & passagem de um volume de agua destilada igual ao
retentado. Tanio a concentragfio quanto a diafiltracio era controlada pela pesagem do
permeado. A temperatura do equipamento era mantida entre 40 e 42° C, enquanto a pressio
de entrada era de 5 psi e a de saida de 3 psi. Apos o término do processamento, o material
era recothido e acondicionado em bandejas, sendo congelado em cimara fria-a -20°C na
FRUTOTHEC/ITAL/Campinas, onde permanecia até¢ a liofilizagio, realizada na
LIOTECNICA/SP. O materiaf restante, o codgufo de caseina, era lavado, ressuspenso em

| agua e seco por “spray dryer”.

Para a produgio do soro acido, precipitou-se a caseina adicionando-se acido latico

(2,5litros/400litros de leite) e a separagdo do soro se deu por sifonacdo e centrifugacdo. As
demars condi¢des de processamento foranr iguais & do soro doce, diferindo apenas quanio
ao tempo gasto na concentragdo e diafiltragdo, que foi duas vezes maior, partindo-se do
mesmo volume tnicial de soro. O material restante, o precipitado de caseina isoetétrica foi
lavado e -ressuspenso em solugdo de NaOH (pH 7,5). A solugdio de caseinato de sddio foi

seca em spray dryer.

Cada processamento foi seguido de limpeza e higienizagdo das membranas,

constando das etapas: enxague e limpeza alcalina (NaOH 50%, pH 10,5); enxague e cloro
. afcalina (NaOH 50%, 180-200ppm de Cl, pH 10,5) seguida do enxague final. Todas as
etapas foram efetuadas com agua a temperatura entre 51 a 54°C. Ao final media-se o fluxo

do permeado para verificar a eficiéncia da limpeza ¢ a integridade da membrana.

A Figura 3 ilustra as operagdes envolvidas na obtengio experimental do concentrado

.~ protéico de soro doce e do caseinato-de sédio.
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LEITE DESNATADO

(PASTEURIZADO 72°C, 15 segundos)

Coalho (38°C) Acido latico (pH 4,6)
CaClz

Coagulo Soro Doce Caseina isoelétrica Soro Acido

Ressuspensao
“Spray dryer” Ultrafiltragdo em NaOH (pH 7,5) | Ultrafiltragdo
Diafiltragao Secagem Diafiltragao
Codamle {I‘:)‘m‘(:l.tra;tln ([‘)0‘|ict=‘niir:ll(l.u
Desid i roteico de roteico ae

Soro Doce Soro Acido

Liofilizagao Liofilizagao

Concentrado Protéico

Concentrado Protéico de
' ~ de Soro Acido

~ SoroDoce

 Desidratado (CPSD)  Desidratado (CPSA)

Figura 3 - Fluxograma para a obten¢do dos concentrados protéicos de soro doce e acido, do
caseinato de sodio e do coagulo.
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A pasteurizagio foi aplicada em condigbes que preservassem a0 maximo as
propriedades originais das proteinas, sendo necesséria para a estabilizagdo microbiolégica do
produto. Utilizaram-se 72°C por 15 segundos (HTST) porque assim os nutrientes e mesmo
a integridade das proteinas sdo melhor preservados. O desnate foi feito por centrifugagio a

35-40°C para facilitar o processo.

A concentragio foi feita pela combinagfo de ultrafiltragio e diafiltragio. A
ultrafiliragio é uma operagio em que se usa membranas ultrafiltrantes, sob pressao,
projetadas para reter particulas de vérios tamanhos. No caso de soro de leite as membranas
deverdo reter moléculas com peso superior a 10 kID. Para se obter a concentragdo e o grau
de pureza desejados, apds a ultrafiltragdo, faz-se a diafiltragdo. Adicionando-se agua
continuamente & corrente de retentado, a diafiltragio aumenta a concentragdo de proteina

aumentando a eficiéncia de eliminagio de lactose e minerais.

Apés a concentragho, a desidratago do soro foi feita por liofilizagéo.

3.2.2 Caracterizagio quimica dos concentrados protéicos de soro de leite e do casemato de

sodic
Composicio centesimal:

¢ Proteina

Determinada pelo método de semi-micro Kjeldahl da “Association of analytical
chemists - AOAC” (1990). O método se basela na digestio da matéria orgdnica até 2
completa oxidagdo de carbono e hidrogénio e redugdo do nitrogénio protéico que ¢ retido
sob a forma de sulfato de amdnio. A amonia liberada do material digerido apos adigdo de
soluciio de NaOH concentrada e aquecida, € recolhida em um volume conhecido de solugio

4cida (ap6s destilagdo, a amonia ¢ recolhida em acido bérico). O excesso € titulado com
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solugdo &cida padronizada (HCI diluido). Para transformagio de N em proteina foi utilizado

o fator 6,38.
¢ Lipidios totais

Meétodo de Bligh-Dyer (1959). Neste método, a amostra ¢ homogeneizada com uma
mistura de cloroférmio e metanol em proporgéo tal que um sistema miscivel (monofésico) é
formado com a 4gua da amostra. Com volumes determinados de cloroférmio e agua ha
separagio do sistema monofasico em duas camadas, formando um sistema bifasico: a
camada cloroférmica, mais pesada, contendo os lipidios, e a camada metandlica, contendo
agua e 0s compostos ndo-lipidicos. Desta forma, ¢ obtido um extrato lipidico purificado,
quando a camada de cloroformio é isolada. E necessario que as proporgdes entre os volumes
de cloroférmio, metanol ¢ agua, sejam de 1:2:0,8 e 2:2:1,8, antes e apos a diluigio,
respectivamente. Este método apresenta vantagens em relagio aos outros métodos: todas as
classes de lipidios s@o extraidas, polares e apolares, pois o clorofdrmio é um solvente
organico para qualquer classe de lipidios, e o0 metanol tém a funcdio dupla de facilitar a
extragdo da amostra e desfazer as ligagdes lipidios-proteinas (Loverne, 1965); a extragio é
realizada sem aquecimento, podendo os lipidios extraidos ser utitizados para qualquer tipo
de determinagfio, sem alteracBes quimicas e fisicas; o método independe da umidade da

amostra.

» Lactose

Determinada de acordo com metodologia de Acton (1977). Fundamenta-se na
reagdo do extrato aquoso filtrado com fenol e acido sulfiirico concentrado, com formagio de
compostos coloridos. A intensidade do complexo colorido € dependente da temperatura
alcancada durante a adigio de acido sulfirico. Recomenda-se adicionar o 4cide sulfirico
lentamente para que ndo haja aquecimento rapide da amostra, nem alteragio na absorbéncia.
A intensidade do complexo colorido ¢ também dependente da razio inicial desse

resfriamento.
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¢ Residuo mineral (cinzas)

Foi determinado por meio de incineragiio das amostras em mufla 4 temperatura de

450°C, segundo o método da AOAC (1990).
o Umidade

Foi feita por secagem das amostras em estufa a 105°C até peso constante (AOAC,
1990). Os solidos totais foram obtidos pela diferenca entre o peso total da amostra € o

conteude em umidade.

¢ Determinagio de aminodcidos

Feita mediante hidrolise acida com utilizagdo de HCI 6N, por 22 horas, a 110° C e &
vacuo, com excecdo do triptofano, determinado segundo metodologia de Spies (1967).
Apds a hidrolise efetuou-se a filtragdo em membranas de 0,45, transferindo-se o filtrado

para um baldo volumétrico (50mL) e completando-se o volume com agua Miili Q. Uma

-aliquota do hidrolisado foi diluida, seca em rotavapor (vacuo) e redissolvida em tampdo de

Pickering pH 2,2. Os aminoéacidos foram separados em analisador Dionex em coluna de
troca catidnica e quantificados apds derivatizagfo pos-coluna com mninidrina, usando-se

como referéncia solugiio padric de aminoacidos de Pierce (Spackman ef al., 1958).

¢ Solubilidade

Feita com a finalidade de avaliar o grau de desnaturacic da proteina. Utilizou-se o
método de Morr ef al (1985) que ¢ uma modificagio do procedimento do indice de
solubilidade do nitrogénio. A proteina soluvel foi determinada pelo método semimicro de

Kjeldahl (AOAC, 1990).
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3.2.3 Ensaio Bioldgico

¢ Animais de experimentacio

' Utilizaram-se ratos machos da linhagem Wistar, recém-desmamados e de 57 dias,
para o primeiro e o segundo ensaio, respectivamente, livres de patogenos especificos (SPF),
provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da Unicamp, S.P. Todos os animais foram
transportados para o Biotério do ITAL, no periodo da manhd, em caixas plasticas
apropriadas para ratos. Em cada caixa foram transportados, no maximo, 10 animais. O
Biotérlo em questio ¢ do tipo convencional sendo utilizadas, como barreiras de
contaminagiio, a desinfecgio sistematica da 4rea fisica, bem como das gaiolas, bebedouros,

comedouros e utensilios utilizados para o manejo de dietas.

Ap6s a chegada dos animais ao biotério, efetuou-se a pesagem e os ratos foram
separados em 4 grupos de maneira que ndo houvesse diferenga nos valores de pesos médios
entre os grupos. Nos tratamentos os grupos foram aleatoriamente distribuidos. A seguir, os
animais foram colocados em gaiolas individuais para crescimento, sendo a temperatura
ambiente mantida em 23 + 2°C e a luminosidade programada para 12 horas de claro e 12
horas de escuro, durante todo o experimento. Dietas e agua foram fornecidas ad libitum. Os
bebedouros foram higienizados a cada 2 dias e o controle da ingestdo das dietas foi efetuado

mediante pesagem sistematica.

¢ Tratamentos

Utilizaram-se 4 dietas: CSD (Concentrado protéico de Soro Doce), IPS (Isolado
Protéico de Soja), CasNa (Caseinato de Sédio) e CC (Caseina Comercial), esta uitima como

referéncia.

Todas as dietas foram isoprotéicas, isocaloricas e hipercolesterolémicas pela

substituiciio do dleo vegetal (AIN-93 G) por 6% de gordura de coco e 1% de colesterol. Os
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demais nutrientes foram aqueles recomendados pela AIN-93 G modificada, para crescimento

de roedores, segundo Tabelas le 2 (Reeves et al., 1993).

Foram feitos 2 ensaios, com 20 e 30% de proteina, respectivamente, sendo que os
tratamentos s6 diferiram entre s1 quanto a fonte de proteina. Os animais utilizados foram

recém-desmamados e de 57 dias, respectivamente.

¢ Composicao das dietas experimentais

A caseina comercial utilizada continha 84,3% de proteina bruta. A fragéo carboidrato
da dieta foi fornecida por amido de milho comercial. Utilizou-se gordura de coco comercial

e colesterol (Vetec).

A mistura de minerais foi preparada no ITAL, colocada em embalagem apropriada e

mantida em freezer até utilizagdo. A mustura de vitaminas foi gentilmente doada pela

ROCHE, SP.
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Tabela 1 — Formula¢des utilizadas no primeiro ensaio com ratos Wistar, para os diferentes
tratamentos (g/kg/dieta) baseado nas recomendacdes da AIN-93 G (Reeves ef

* Dietas contendo 20% da fonte protéica.
Recomendagdes calculadas tendo em base a utilizag@io de caseina com 85% de proteina.
CSD: Concentrade Protéico de Soro Doce, IPS: Isolado Protéico de Soja, CasNa:

Caseinato de S6dio, CC: Caseina Comercial.

b
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al., 1993).

Tratamentos™®

: Componentes AIN-93 G

CSD PS cC CasNa
Amido 397,48 389,0 380,30 3520 381,0
Fonte protéica 200,0 247,54 226,46 245,52 277,39
Amido dextrinizado 132,0 132,0 132,0 132,0 132,0
Sacarose 100,0 78,83 100,0 100,0 48,16
Gordura de coco 60,0 4931 59,0 60,0 55,68
© Colesterol 10,0 1,0 100 100 10,0
Fibra 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Minerais 35,0 28.38 27,35 35,0 30,84
Vitaminas 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
L-cistina 3,0 3,0 3,0 3.0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2.5
Tert-butilhidroquinona 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014
|



Tabela 2 — Formulagdes utilizadas no segundo ensaio com ratos Wistar, para os diferentes
tratamentos (g/kg/dieta) com base nas recomenda¢Ses da AIN-93 G (Reeves ef

al., 1993).
. Tratamentos™
- Componefites - S

CSD IPS CC  CasNa
Amido 397,48 186,41 173,28 131,71 174,39
Fonte protéica 200,0 371,31 339,69 36828 416,08
Amido dextrinizado 132,0 132,0 132,0 1320 132,0
Sacarose 100,0 118,24 150,0 150,0 72,24
Gordura de coco 60,0 73,96 88,5 90,0 83,52
Colesterol 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Fibra 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Minerais 35,0 42,57 41,02 52,5 46,26
Vitaminas 10,0 10,0 i0,0 10,0 10,0
L-cistina 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colma 2,5 2.5 2.5 2.5 2,5
Tert-butilkidroquinona 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014

* Dietas contendo 30% da fonte protéica.
- CSD: Concentrado Protéice de Soro Doce, IPS: Isclado Protéico de Soja, CasNa:
Caseinato de Sodio, CC: Caseina Comercial.

Nas Tabelas 3 e 4 encontram-se descritas as recomendagdes de vitaminas e minerais

para animais em crescimento, segundo a AIN-93 G (Reeves ef al., 1993).
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Tabela 3 - Mistura mineral (AIN-93 G - MX) que supre as concentragbes recomendadas de
elementos para a dieta AIN-83G.

Componentes ' Quantidades

Elementos minerais essenciais: g’'kg mistura
Carbonato de calcio anidro - 40,04 % de Ca 357,00
Fosfato de potasio monobasico - 22,76% de P, 28,76% de K 196,00
Citrato de potassio, tripotassio monoidratado - 36,16 de K 70,78
Cloreto de sédio - 39,34% de Na, 60,66% de Cl 74,00
Sulfato de potéssio - 44,87% de K, 18,39% de S 46,60
Oxido de magnésio - 60,32% de Mg 24,00
Citrato férrico - 16,5% de Fe 6,06
Carbonato de zinco - 52,14% de Zn 1,65
Carbonato manganoso - 47,79% de Mn 0,63
Carbonato ciprico - 57,47% de Cu 0,30
Iodato de potassio - 59,3 % de I 0,01
Selenato de s6dio anidro - 41,79% de Se 0,01025
Paramolibidato de amonio, 4 H,O - 54,34% de Mo 0,00795

Elementos minerais potencialmente benéficos:

Meta-silicato de sodio, 9 hidrato, 9,88% de St 1,45
Sulfato de cromo e potassio, 12 H,O - 10,42% de Cr 0,275
Cloreto de litio - 16,38% de Li 0,0174
Acido bérico - 17,5% de B 0,0815
Fluoreto de sddio - 45,24% de F 0,0635
Carbonato de niquel - 45% de Ni 0,0318
Vanadato de amdnio - 43,35% de V 0,0066
Sacarose (q.8.p.) 221,026

- Fonte: Reeves et al. (1993).
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Tabela 4 - Mistura vitaminica (AIN-93-VX) que supre as concentracdes recomendadas de

vitaminas para as dietas AIN-93 G

Componentes Quantidades
g’kg mistura
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de Ca 1,600
Piridoxina-HCl 0,700
Tiamina-HCI 0,600
Riboflavina 0,600
Acido Félico 0,200
D-Biotina 0,020
Vitamina B12 (cianocobalamina) - 0,1% de manitol 2,500
Vitamina E (acetato de tocoferol) - 500 Ul/g 15,000
Vitamina A (Retinil palmitato) - 500.000 Ul/g 0,800
Vitamina Ds (colecalciferol) - 400.000 Ul/g 0,250
Vitamina K 0,075
Sacarose (g.s.p.) 974,655

- Fonte: Reeves et al. (1993).

Materiais e Métodos 34



Delineamento Experimental

Primeiro Ensaio

Uttlizaram-se 106 animais, dos quais 10 foram separados para a obtengdo dos
valores utilizados como referéncia (T0O) e os demais divididos em 4 grupos contendo, cada
um, 24 ratos com 21 dias. Nos tempos de 15, 30, 45 e 60 dias foram sacrificados 6 animais
de cada tratamento e efetuadas as dosagens de colesterol total e triacilglicertis no figado ¢
no soro e proteina sérica total, segundo o fluxograma da Figura 4. O primeiro ensaio teve a
duragiio de 60 dias. A quantidade de dieta foi calculada levando-se em conta um consumo
hipotético diério, por animal, de 15 gramas. Os ingredientes foram pesados e as dietas
preparadas, acondicionadas em sacos plasticos e mantidas em freezer (-14°C), durante todo

0 experimento.

Segundo Ensaio

Apds a coleta dos dados e verificagdo dos resultados do primeiro ensaio, realizou-se

um segundo ensaio de 45 dias.

Utilizaram-se 123 animais, dos quais 15 foram sacrificados para a obtengdo dos
valores utilizados como referéncia (T0) e os demais divididos em 4 grupos de 27 amimats. Os
animais foram iniciados nos tratamentos dietéticos aos 57 dias de idade. Até entdio, todos
animais receberam ragdic comercial (Nuvital) autoclavada 4 120°C durante 40 minutos. A

Figura § ilustra o delineamento experimental utilizado.
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Delineamento 1

106 Ratos
Wistar

Referéncia
10 Ratos

Ccab
24 Ratos

IPS
24 Ratos

CasNa
24 Ratos

CC

T60
6R

24 Ratos

Figura 4 - Delineamento experimental do primeiro ensaio, utilizando ratos machos Wistar
recém-desmamados, sacrificados aos 15, 30, 45 e¢ 60 dias para os diferentes
tratamentos CSD: Concentrado Protéico de Soro Doce, IPS: Isolado Protéico de
Soja, CasNa: Caseinato de Sodio, CC: Caseina Comercial.
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Delineamento 2

123 Ratos

Wistar

Referéncia
15 Ratos
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Figura 5 - Delineamento experimental do segundo ensaio utilizando ratos machos Wistar,
sacrificados aos 15, 30 e 45 dias para os diferentes tratamentos. CSD:
Concentrado Protéico de Soro Doce, IPS: Isolado Protéico de Soja, CasNa:

Caseinato de Sodio, CC: Caseina Comercial.
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Determinacdes no soro sangiiineo e no figado

A coleta de sangue foi feita ap6s 16 horas de jejum. Os animais foram anestesiados
com éter etilico PA - ACS (Casa Americana) e as amostras de sangue foram coletadas por
pungio do plexo braquial com pipetas de Pasteur e colocadas em tubos de ensaioc de 5 mL.
Apds coagulagio total do sangue, os tubos de ensaio foram colocados em banho-maria a
37°C por 15 minutos e em banho de gelo a 4°C por 15 minutos para retracio do coagulo e
separagio do soro. O soro foi coletado com pipeta Pasteur e transferido para tubos de
centrifuga. O material foi centrifugado em centrifuga REVAN Ciclo T por 13 minutos a

3.000 rpm. Coletou-se o sobrenadante em Ependorf previamente rotulado, do qual eram

retiradas as aliquotas necessarias para cada anélise.

Apbs sangria, efetuou-se deslocamento cervical no animal, sendo o figado retirado,
pesado e colocado em solugdo salina a 0,8% de NaCl (p/v). Preparou-se uma suspensdo de
células (10% p/v) mediante maceragio do figado em alcool isopropilico PA - ACS (Synth).
A suspensio foi transferida para tubo de centrifuga permanecendo em repouso por 48 horas
sob refrigeragio. Posteriormente efetuou-se centrifugacdo em centrifuga BECKMAN-
AVANTIS-25, por 15 minutos, a 3.000 rpm. Coletou-se o sobrenadante em recipientes
plasticos com tampa previamente rotulados, dos quais eram retiradas as aliquotas

necessérias para cada anélise. Todas as determinagdes foram feitas em duplicata.

Efetuaram-se as seguintes analises:

« Colesterol total (Abell ez al., 1952) - Feito pela reagdo de Lieberman-Buchard, utilizando

Kits da Laborlab.

e Triacilglicerdis (Fossati & Prencipe, 1982} - Feito pelo método totalmente enzimatico,

com utilizagdo de Kits da Laborlab.

e Proteina total (Bradford, 1976) - consiste em quantificar a ligag&o de uma proteina ao

corante Comassie Brilliante Blue e comparar esta ligagdo a diferentes quantidades de uma
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proteina padrio, geralmente albumina sérica bovina. Este micrométodo ¢ indicado para
valores menores que 1ug de proteinas. Na faixa de 1 a 10ug ou de 10 a 100ug a dosagem
deve ser feita aumentande-se o volume da solugdo de corante e da solugdo de proteinas

em 5 ou em 25 vezes, respectivamente.

Determinac¢io do Quociente de Eficiéncia Protéica (PER)

O PER mede o quociente do ganho de pesc em gramas pela quantidade de proteina
ingerida em gramas, de um grupo de ratos recém-desmamados submetidos a uma dieta
contendo 10% (p/p) da proteina em estudo. Esse é o método oficial usado como método

controle nos Estados Unidos e por isso encontra-se descrito na AOAC, citado por Sgarbieri

(1996).

E necessario ressaltar que as dietas, no primeiro ensaio, continham 20% de proteinas,
6% de gordura de coco e 1% de colesterol. Como houve utilizagio de uma quantidade de
proteina maior que aquela preconizada para os calculos desse indice (dieta com apenas 10%
de proteina), considera-se como sendo valores operacionais modificados, a serem calculados

utilizando-se a férmula;

PERop modzf cado Ganka de Peso (g) +9 "P:‘eao Inicial (g) + Peso Fma (g}l
Protema consumzda ® '

Este indice, segundo Sgarbieri (1996) ¢ utilizado como uma tentativa de corrigir o
PER, quando a concentragdo de proteina na dieta excede ao recomendado para o calculo de
PER. O fator 0,1 x (peso inicial mais peso final) do grupo experimental da resultados

semethantes em magnitude a perda do grupo na dieta aprotéica.
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i
| 3.2.4 Andlises estatisticas
l

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa “Statistica: Basic Statistics
and Tables”. Os resultados experimentais foram submetidos a andlise de varidncia e as

médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de significdncia de 5% (Gomes, 1982).
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4, RESULTADOS

4.1 Caracterizaciio quimica dos produtos utilizados nos ensaios com ratos Wistar.
4.1.1 Composigio centesimal e solubilidade

A Tabela 5 apresenta a composicdo centesimal e os valores de solubilidade
verificados para o concentrado protéico de soro doce e o caseinato de sddio produzidos no

ITAL e para o isolado protéico de soja € caseina comerciais.

Tabela 5 - Composigiio centesimal e valor de solubilidade encontrados para os produtos
CSD (concentrado protéico de soro doce); IPS (isolado protéico de soja); CasNa
(caseinato de sddio); CC (caseina comercial).

. Caracterizagdo (%)
Fonte Protéica

Solubilidade . Solidos - Proteina  Lipidios Cinzas  Lactose
daproteina .- Totais (N x6,38)

CSD 93,09 96,37 83,84 4.48 2.77 8,87
CasNa 98,20 93,85 76,82 1,66 9,01 19,91

IpS * 93,50 96,00 92,00* 0,50 4,00 -

cc’ 92,00 88,10 84,30 1,40 3,50 -

CSD (concentrado protéico de soro doce); IPS (isolado protéico de soja); CasNa
(caseinato de sodio) e CC (caseina comercial).

Valores expressos em base seca como gramas por 100 gramas de produto.

Solubilidade em tamp3o citrato-fosfato em pH 4,6.

Solubilidade em dgua destilada com pH ajustado para 7,0.

Dados analiticos fornecidos pelo fabricante.

Fator de conversdo do N para proteina = 6,25,

B R =
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4.1.2 Perfil de aminodcidos das quatro fontes protéicas usadas nos ensaios com ratos

Wistar.

A composi¢io em amimnoacidos das quatro fontes protéicas utilizadas, comparadas

com a referéncia (tedrica) da FAO/WHO, sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Composigdo em aminoacidos (g/100g de proteina) do concentrado protéico de
soro doce (CSD), do caseinato de sodio (CasNa), isolado protéico de soja (IPS),
da caseina comercial (CC), comparados os perfis de aminoacidos essenciais
com a referéncia tedrica da FAQ/WHO*.

Aminodcidos Fonte p_rotéica F AOMO*
. _ -CSD  CasNa - IPST- ccl (tedrico)
Ac. Aspartico 9,55 6,32 8,00 7,17 -
Treonina ' 6,40 3,61 3,60 4,15 3.4
Serina 5.14 3,17 5,70 5,93 -
Ac. Glutimico . 16,56 19,72 20,4 21,87 -
Prolina 3,53 8,07 3,30 9,97 -
Glicina 1,656 1,52 - 1,80 -
Alanina 442 2.56 4,20 3,03 -
Valina 3,04 5,33 4,50 6,16 3,5
Metionina + cistina 343 2,80 2,10 2,17 2,5
Iscleucina 5,29 4,00 4.30 4.62 2.8
Leucina 9,81 7.97 7.80 8,87 6,6
Fenilalanina + tirosina 6,13 8,85 9,50 9.92 6.3
Lisina 927 5,08 6,50 7.67 5.8
Histidina 5,15 5,63 2,70 2,84 1,9
Triptofano 1,12 0,92 1,00 1,40 1,1
Arginina 1,45 1,96 8,00 1,96 -
Escore Quimico? 0,93 0,87 0,84 0,87 -

I - Valores da literatura.

Z - Escore quimico calculado: fenilalanina + tirosina (CSD); lisina (CasNa); metionina +
cistina (IPS e CC).

¥ FAO/WHOQO, 1990,
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Qs aminoacidos sdo requeridos para a sintese de proteina corpdrea e outros
compostos importantes contendo nitrogénio tais como creatina, horménios e alguns

neurotransmissores (Steele & Harper, 1990).

_As proteinas de soro de leite estdo sendo cada vez mais usadas com proposito
nutricional, por apresentarem altos escores em testes tradicionais de qualidade proteica.
Além disso, os teores de aminoicidos essenciais e de amino4cidos de cadeia ramificada
encontrados nas proteinas de soro de leite sdo superiores aqueles da maioria das proteinas
conhecidas. Seu perfil de aminoé4cidos assemelha-se com o do leite humano, podendo ser
utilizado em formulas infantis e em substitutos do leite em virtude dessa semelhanca
(Smithers, et al., 1996). Os escores quimicos (Tabela 6), mostraram que apenas o CSD
atende totalmente o padrio tedrico da FAO/WHO (1990), para criangas de 1 2 5 anos. A
Cas Na mostra-se limitante em lisina (EQ 87%), o IPS e a CC apresentaram-se limitantes

em sulfurados totais (EQ 84%).

4.2 Primeiro Ensaio
4.2.1 Ganho de Peso e Ingestéo de dieta

Ratos Wistar, recém-desmamados, foram alimentados por 60 dias com dietas
preparadas com as distintas fontes protéicas, mas com O mesmo tipo e quantidade de
gordura. O aspecto saudavel dos animais mostrou que tanto o estado sanitario como o
manejo dos animais foram eficientes ¢ que a natureza dos lipidios e a presenca do colesterol
na dieta nio modificou, aparentemente, a saude dos mesmos. Os valores obtidos de

consumo de dieta e ganho de peso encontram-se na Tabela 7.

Analisando esses dados, verifica-se que os animais ndo exibiram em todos os
iratamentos dietéticos um consumo de dieta e ganho de peso corporal similares,

apresentando variagdes no decorrer do experimento.

Resultados 43



Ao final de 15 dias, os animais que receberam a dieta CasNa ganharam menos peso
. embora a quantidade de proteina consumida ndo tenha sido diferente. O CSD, o IPS ¢a CC

 foram as dietas que mais promoveram ganho de peso por unidade de consumo de proteina.

. Tabela 7 - Consumo de dieta, consumo de proteina, ganho de peso ¢ ganho de peso por
proteina ingerida (média + desvio padréo) de ratos Wistar, apos 13, 30, 45 e 60
dias, nas dietas.

Patimetro medido Tratamentos

 em diferentes o o _

* periodos (dias) CSD IPS - CasNa cC -

0-15
CD(g) 242,23 +7,15° 75827 + 10,90 264,17+£3.77° 262,40 + 4,96 %
CP(g) 48,45 + 1,43° 51,65+2,18° 52,83+ 1.15° 52,48 +0,98°
GP(g) 78,99 & 16,97®  64,73:10,I7% 56,13%10.73° 85.57 + 10.32*
G P/ICP 1,62 4+0,31° 1.26 £0,23% 1,06 +0.22° 1,63 £0,20°

16 - 30
CD{g) 240,77+2366° 2854242129 29080969 327,10 +47,37°
CP(g) 48.15+4.73° 57.08 £4.26% 58,15+1.93% 6541 +947°
GP(g 61,19 +7,51° 113,51 £ 18.21° 144,47+892° 81.72 + 12,20°
GP/CP 1,28 +0,21° 1,99 +0,30° 2.48 £0,095° 1,28 £0.34°

31-45
CD(g) 332,30 £31.18° 407,00 £21,72° 420,25+ 28,82 407.50 +26,30"
CP(g) 66,45 +6,23° 81.89 +4,59° 84,05 £3.76° 81.50 +5.26°
GP(g) 2334 +4.41° 31,77 £5,10° 46,63 + 5.97° 2326 +5.81°
GP/ICP 0,35 +0.09" 0,39 £0,05° 0,55 £0,03% 0.28 +0,06"

46 - 60
CD(g) 206.05+18.77°  326,67+27,04*  33037x2562° 348,65+ 84,21
CP(g) 59,20 +3,75° 65,33 +541% 66,07 +35,12% 74,72 +£11,01°
GP(g) 6527 +6,81° 73,02 +£696% 76.55+£921% 82.02 +7,95%
GP/ICP 1,10 40,137 1,12£0,18¢ 1.15£0,08* 1.11+021°

. - CSD (concentrado protéico de soro doce), TIPS (isolado protéico de soja), CasNa

| (caseinato de sodio), CC (caseina comercial), CD ( consumo de dieta), CP (consumo de
proteina), GP (ganho de peso), GP/CP (ganho de peso/consumo de proteina).

- Médias obtidas com 4 animais; médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Para o periodo de 16-30 dias, o CasNa foi o tratamento que promoveu O maior
ganho de peso, bem como a maior relagdo entre ganho de peso e proteina consumida,
seguido pelo IPS. De 31-45 dias, houve uma diminui¢éo drastica no ganho de peso para
todos os tratamentos, embora o consumo de dieta tenha aumentado. Como conseqiiéncia,
houve também uma queda na relagio do ganho de peso e proteina consumida. Nos ultimos
15 dias verificou-se um maior ganho de peso para todos os tratamentos sendo que, o CasNa

e o IPS apresentaram os maiores valores, diferindo dos demais.

A Figura 6 representa os valores médios de ganho de peso (g) para ratos Wistar nos

varios tratamentos em 60 dias de experimento.

400 ~ —&—CSD

a  —e—IPS

ab —A—CasNa
30 y ecc
300 b

;

Ganho de peso (g) acumulativo

150 +
100
50 -
0 } —]
TO T15 T30 T45 T60
Duragéo (dias)

Figura 6 - Valores médios de ganho de peso (g) para ratos Wistar submetidos aos varios
tratamentos dietéticos, com 20% de proteina: concentrado protéico de soro doce
(CSD), isolado protéico de soja (IPS), caseinato de sodio (CasNa) e caseina
comercial (CC).

Analisando a Figura 6, observamos que a CC apresentou um maior ganho de peso
ao final de 60 dias de experimento, enquanto que o CSD e o Cas Na ndo diferiram

estatisticamente entre si, apresentando um menor ganho de peso, que a CC e o IPS.
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Os valores médios dos quocientes GP/CP, aos 30 e aos 60 dias, para 0s varios

tratamentos, sdo apresentados graficamente na Figura 7.

2 Wi 0-30 dias
® 0-60 dias

GP/CP

Cas Na

Tratamentos

Figura 7 - Valores médios de ganho de peso por consumo de proteina (GP/CP) para ratos
Wistar submetidos aos varios tratamentos dietéticos, com 20% de proteina:
concentrado protéico de soro doce (CSD), isolado protéico de soja (IPS),
caseinato de sodio (CasNa) e caseina comercial (CC), computados aos 30 e aos
60 dias nas dietas.

De acordo com a Figura 7, o ganho de peso por consumo de proteina (GP/CP) tanto
de 0-30 dias quanto de 0-60 dias de experimento, ndo diferiu estatisticamente para as dietas
de CSD e IPS. A dieta de CC mostrou-se inferior ao CasNa tanto aos 30 como aos 60 dias

mas nao diferiu estatisticamente das demais dietas.

4.2.2 Quociente de Eficiéncia Protéica Operacional (PERop), modificado.

Nio é muito facil conceituar a qualidade protéica. A capacidade que uma proteina
tem de suprir o organismo em seus requerimentos de nitrogénio e aminoacidos depende de
sua composi¢do em aminoacidos e também da digestibilidade da proteina, composi¢do da

dieta, da saude e do “status” fisioldgico e nutricional do animal que a consome. Outro fator
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complicador é a habilidade que os animais tém para reutilizar os aminoacidos na sintese
protéica (Walker, 1983). No calculo desse indice, introduziu-se uma corre¢do (ver
Materiais ¢ Métodos) como forma de compensar pelo excesso de proteina na dieta. Os

valores obtidos para o PERop (modificado) sdo mostrados na Figura 8.
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Figura 8 - Valores médios de PERop modificado (Quociente de Eficiéncia Protéica
Operacional Modificado) para ratos Wistar submetidos aos varios tratamentos
dietéticos, com 20% de proteina: concentrado protéico de soro doce (CSD),
isolado protéico de soja (IPS), caseinato de sodio (CasNa) e caseina comercial
(CC). Nio houve diferenga estatistica significativa entre os tratamentos, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Com a corregdo proposta (ver Materiais e Métodos), os valores de PER se
aproximaram aos valores reportados na literatura e que foram de aproximadamente 2,3 para

a CC, 2,8 para o IPS e Cas Na e 3,0 para o CSD (Figura 8).

4.2.3 Colesterol sérico e hepatico

Os valores de referéncia para todas as analises (colesterol total, triacilglicerois),
foram obtidos a partir de analises efetuadas no primeiro e no segundo ensaio com 10 e 15

ratos Wistar recém-desmamados e de 57 dias respectivamente, que foram sacrificados no
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tempo zero (T0). Os resultados dessas andlises foram tabulados e se calculou média e
desvio-padréio. Para a construgdo do valor de referéncia utilizou-se média + 2 desvios

padrio.

.No presente experimento sé foram alterados o tipo e a fonte de lipidios e a
concentragdo de proteina em relacdo as recomendagdes da AIN-93 (5, para ratos em

crescimento.

A Tabela 8 e a Figura 9 apresentam as concentra¢Oes de colesterol sérico total. A

Tabela 9 ¢ a Figura 10 apresentam as concentragGes hepaticas de colesterol.

Tabela 8 - Niveis de colesterol sérico em mg/dL (média + desvio-padrdo) de ratos Wistar
para os diferentes tratamentos dietéticos, com 20% de proteina, nos tempos de
15, 30, 45 ¢ 60 dias.

Tempo (dias)
Tratamentos
T 15 T 30 T 45 T 60
CSD 75,27 £2,72%° 87.17£1,30% 7751+4354% 6955 +441%
IPS 73,16 £3,01 > 74,67 +3,29 % 66,5+2,10%° 6778 £165
CasNa 9493 +523%  122,77+563% 90,06 £4,68%° 77,56 +£4,51 *F
CC 87,75 1,79 % 116,57 +£2,93% 106,02 +2.93%  8782+179

CSD (concentrado protéico de soro doce); IPS (isolado protéico de soja), CasNa
(caseinato de sodio); CC (caseina comercial).

Médias seguidas por uma mesma letra mailscula (coluna) e minascula (linha), ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Valor de referéncia (média = 2DP) = 58,76 £ 9,72.

Amplitude de variagdo relativa de referéncia: 49,04 — 68,48

Os valores mais altos de colesterol sérico em todos os tratamentos foram observados
com 30 dias na dieta, particularmente para o CasNa ¢ CC. Entretanto, os tratamentos CSD e
o IPS apresentaram os menores valores, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.
Portanto, notou-se que durante todo o experimento tanto o CSD quanto o IPS apresentaram

os menores valores.
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Figura 9 - Niveis de colesterol sérico em mg/dL (média + desvio-padrdo) de ratos Wistar
para Os varios tratamentos dietéticos, com 20% de proteina: concentrado
protéico de soro doce (CSD), isolado protéico de soja (IPS), caseinato de sodio
(CasNa), caseina comercial (CC), nos tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 dias. Valor
de referéncia = TO.

Tabela 9 - Niveis de colesterol hepatico em mg/g de tecido original (média + desvio-
padrio) de ratos Wistar para os diferentes tratamentos dietéticos, com 20% de

proteina, nos tempos de 15, 30, 45 e 60 dias.

Tempo (dias)
Tratamentos
15 T 30 T 45 T 60
CSD 7,08 +0,33 " 12,02 +0,90™ 12,17 +1,84* 11,54 + 0,89 *
IPS 736 +0,39" 7.49 +0,07 % 11,91 +2,10* 13,50 +2,14™

CasNa 12,84 +2.41™ 11,38 +0,14 ™ 14,01 + 0,99 * 13,59 + 0,66 **
cC 7.20+0,70 ™ 10,69 +0,77* 15,79 + 1,60 * 13,57 £3,34™

CSD (concentrado protéico de soro doce);, IPS (isolado protéico de soja), CasNa

(caseinato de s6dio); CC (caseina comercial).
Médias seguidas por uma mesma letra maitscula (coluna) e minuscula (linha), nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Valor de referéncia (média = 2DP) = 5,79 + 0,71.
Amplitude de variagdo relativa de referéncia: 5,08 — 6,50.
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Figura 10 - Niveis de colesterol hepatico em mg/g de tecido original (média + desvio-
padrio) de ratos Wistar para os varios tratamentos dietéticos, com 20% de
proteina; concentrado protéico de soro doce (CSD), isolado protéico de soja
(IPS), caseinato de sodio (CasNa), caseina comercial (CC), nos tempos de 0,
15, 30, 45 e 60 dias. Valor de referéncia = TO.

Quanto aos niveis hepaticos, no tempo 15 o CasNa apresentou o maior valor,
diferindo dos demais. Ja no tempo 30 o IPS diferiu dos demais por apresentar 0 menor
valor. De 30 a 45 dias o CasNa e a CC apresentaram um maior valor mas, ndo apresentou
nenhuma diferenga significativa entre os tratamentos, o mesmo se verificou no ultimo
periodo de ensaio, onde o CSD apresentou um menor valor, nao diferindo estatisticamente

dos demais tratamentos.

4.2 4 Triacilglicerois séricos e hepaticos

A Tabela 10 e a Figura 11 apresentam as concentragdes de triacilglicerois séricos € a
Tabela 11 e a Figura 12, as concentragdes hepaticas.

Os niveis de triacilglicerois séricos encontrados no inicio do experimento (T 15)
foram iguais para todos os tratamentos. Com 30 dias nas dietas, o CSD e o IPS
apresentaram valor menor, diferindo dos demais, 0 mesmo ndo se notando no tempo 45,
onde apresentaram o maior valor. Ao final do experimento o CSD foi o que apresentou

maior aumento, diferindo dos demais tratamentos.
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Tabela 10 - Niveis de triacilglicerois séricos em mg/dL (média + desvio-padrao) de ratos
Wistar para os diferentes tratamentos dieteticos, com 20% de proteina, nos
tempos de 15, 30, 45 e 60 dias.

Tempo (dias)
Tratamentos
T15 T30 T 45 T 60
CSD 5834+3907%  7399+275  81,13+296*"  81,80+0,97*
IPS 4858 +0,93% 75,76 +6,50 %"  8261+596*  64,18+7,13"™
CasNa 5079 +756™  9123+465*  6483+485™  6190+807"
CcC 5321+180% 8734+414%" 73241164  6563+2,08"%

CSD (concentrado protéico de soro doce), IPS (isolado protéico de soja), CasNa
(caseinato de sodio); CC (caseina comercial).

Médias seguidas por uma mesma letra maiiscula (coluna) e minuscula (linha), ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Valor de referéncia (média £ 2DP) = 45,16 + 14,36.

Amplitude de variagdo relativa de referéncia: 30,80 — 59,52.
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Figura 11 - Niveis de triacilglicerois séricos em mg/dL (média = desvio-padrdo) de ratos
Wistar para os varios tratamentos dietéticos, com 20% de proteina:
concentrado protéico de soro doce (CSD), isolado protéico de soja (IPS),
caseinato de sodio (CasNa), caseina comercial (CC), nos tempos de 0, 15, 30,
45 e 60 dias. Valor de referéncia = TO.
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Tabela 11 - Niveis de triacilglicerois hepaticos em mg/g de tecido original (média + desvio-
padrdo) de ratos Wistar para os diferentes tratamentos dietéticos, com 20% de

proteina, nos tempos de 15, 30, 45 e 60 dias.

Tempo (dias)
Tratamentos
T15 T30 T 45 T 60
CSD 8,56 + 0,40 " 15,00 + 0,83 ™ 12,35+0,77 ™ 11,17 +1,50%
IPS 16,20 + 0,13 A 10,55+ 0,22 ® 17,97 2,554 12,63 +1,23 ™
CasNa 12,04 £0,024%  13,52+046" 18,87 +1,94 ™ 11,30 +0,30 ™
ce 7.71£0,14° 19,29 + 0,58 ** 13,51+ 1,03 % 16,66 +2,15 ™

CSD (concentrado protéico de soro doce); IPS (isolado protéico de soja); CasNa
(caseinato de sodio); CC (caseina comercial).

Médias seguidas por uma mesma letra maitscula (coluna) e minuscula (linha), ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Valor de referéncia (média + 2DP) = 5,88 + 0,89.

Amplitude de variagao relativa de referéncia: 4,98 — 7,67.
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Figura 12 - Niveis de triacilglicer6is hepaticos em mg/g de tecido original (média + desvio-
padrdo) de ratos Wistar para os varios tratamentos dietéticos, com 20% de
proteina: concentrado protéico de soro doce (CSD), isolado protéico de soja
(IPS), caseinato de sodio (CasNa), caseina comercial (CC), nos tempos de O,
15, 30, 45 e 60 dias. Valor de referéncia = TO.
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Analisando os niveis hepaticos, no tempo 15, verificamos que o CSD e a CC
apresentaram um menor valor nio diferindo estatisticamente entre si. No tempo 30 a CC
apresentou maior valor, diferindo estatisticamente dos outros tratamentos. Para o IPS e para
o CasNa os valores mais altos se deram aos 45 dias. Somente a CC diferiu estatisticamente

dos outros tratamentos ao final do experimento, apresentando o valor mais elevado.

4.2.5 Proteina total

A Tabela 12 e a Figura 13, apresentam as concentragbes de proteina total

verificados para todos os tratamentos dietéticos.

Tabela 12 - Niveis de protefnas séricas totais em mg/100mL (média + desvio-padrdo) de
ratos Wistar para os diferentes tratamentos dietéticos, com 20% de proteina,
nos tempos de 15, 30, 45 e 60 dias.

Tempo (dias)
Tratamentos
T15 T 30 T 45 T 60
CSD 5,36 £ 0,66 6,50+ 1,62 7.41 +0,48 6,85+ 1,48
iPS 5,37 +0,38 6,53 £1,49 728 + 0,67 7,74 £ 0,91
CasNa 5,32+ 0,81 7,53+0,74 7,02 £ 0,70 7,30 £ 1,10
CC 5,62 +£0,73 6,25 + 0,57 7,28+ 1,05 6,66 £ 0,56

- CSD (concentrado protéico de soro doce); IPS (isolado protéico de soja); CasNa
(caseinato de s6dio); CC (caseina comercial).
- Nio houve diferenca estatisticamente significativa a 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey.

- Valor de referéncia (média £ 2 DP) = 3,20 + 0,56.

- Amplitude de variagio relativa de referéncia: 2,64 — 3,76.
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Figura 13 - Niveis de proteinas séricas totais em mg/100mL de ratos Wistar para os varios
tratamentos dietéticos, com 20% de proteina: concentrado protéico de soro doce
(CSD), isolado protéico de soja (IPS), caseinato de sodio (CasNa), caseina
comercial (CC), nos tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 dias. Valor de referéncia =
TO.

As proteinas totais séricas se mantiveram, nos primeiros 15 dias de experimento, ao
redor de Smg/100mL apresentando entre os demais tempos 30, 45 e 60, media entre 6 e 7
mg/100mL. Todos os tratamentos se mantiveram acima do valor referéncia durante todo o

experimento sem, contudo, apresentarem entre si diferenca estatistica significativa.

4.3 Segundo Ensaio

Em virtude de algumas evidéncias apresentadas por Zhang & Beynen (1993) e de
sugestdes na literatura de que 30% de proteina de soro de leite na dieta produziria um efeito
hipocolesterolémico mais evidente do que 20% de proteina, optou-se por repetir 0 primeiro

ensaio, agora com 30% de proteina. Utilizou-se para este ensaio ratos com 57 dias de idade.
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[4.3.1 Ganho de Peso e Ingestao de dieta
:F

, Os valores obtidos de consumo de dieta e ganho de peso encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13 - Consumo de dieta, consumo do proteina, ganho de peso, ganho de
peso/protetna ingerida, apos 15, 30 e 45 dias.
Pardmetros e T ALAIENIOS -
r_nedido§ em &fe;gntes . ¢csb.. - WS - CasNa . _ CC
0-15 :
CD (g 28148+ 2077 35828 £82,01° 27458+11,18" 30585+1532°
CP(g) 8445+654° 9657+318° - 8238+336° 97,75:111,85°
GP(g) 2004497 3655+687% 3831592  40,50+3,37°
GP/CP 024+0,07%  038%008%  047+007%  042£006°
1 16-30
CD(g) 371,02+40,14° 48510+£80,35° 298,12£41,93° 421,68 10,05
| CP(g) 11157+ 12,04 14553+2412° 9791+897° 120,50+1045%
GP (g 7093+957° 8520+9,19°  89,14+1411° 7458+656"
Ej GP/CP 061+008°  060£012"  091+0,13°  062x011°
3F-45
CD(g) 231,73 +54,27" 358,10+ 61,09 270,87+66,51° 449,53 £53,32°
CP(g) 7549+ 14,17° 10742+1832°  81,26£19,95" 145,61%29,05°
GP (g 103,88+954% 120,77+9,51° 116,84+13,20° 121,86+ 12,10°
142+£033%  1,15+£022% 1,52+044° 087+022%

GP/CP

- CSD (concentrado protéico de soro doce), IPS (isolado protéico de soja), CasNa
. (caseinato de sodio), CC (caseina comercial); CD (consumo de dieta), CP (consumo de
| proteina), GP (ganho de peso), GP/CP (ganho de peso/consumo de proteina).

. _ Médias obtidas com 6 animais; médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre
l si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ao final de 15 dias, os animais que receberam a dieta CSD ganharam menos peso,

embora a quantidade de proteina consumida ndo tenha sido muito diferente dos demais
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| tratamentos. Nesse tempo o grupo em CSD apresentou o menor valor de ganho de peso por
consumo de proteina. No periodo de 16 a 30 dias os amimais em dieta de CasNa

apresentaram o menor consumo o que ndo interferiu no ganho de peso. No iltimo periodo
do experimento, de 31-45 dias, os animais mostraram uma redugio no consumo de dieta enr
todos os tratamentos, comparados ao periodo anterior, com exceg@io da CC. Contudo, ndo
houve diferenca significativa no ganho de peso entre os tratamentos. O CSD que promoveu
o menor consumo de dicta ¢ de proteina dentre os tratamentos, mostrou uma relagdo GP/CP
de 1,42g, que nio difertu do IPS e do CasNa (p < 0,05), mas foi significativamente superior
aCC.

4 3 2 Colesterol sérico e hepatico
A Tabela 14 e a Figura 14 apresentam as concentragdes de colesterol sérico total € a

| Tabela 15 e F igura 15, as concentragGes hepaticas.

. Tabela 14 - Niveis de colesterol sérico em mg/dL (média + desvio-padrio) de ratos Wistar
; para os diferentes tratamentos dietéticos, com 30% de proteina, nos tempos de
15,30 e 45 dias.

o - Tempo (dias)
Tratamestos — — : -
TS - . T30 : T45.
CSD 39,37 +6,34 5 47,81 +8,05% 70,03 + 6,22
IPS 4756 + 7,60 °° 35,57 +5,10% 5337+10,89™
CasNa 51,36 £997 % 40,66 + 6,317 6735+11,28*
CcC 70,70+ 12,79 * 69,68 + 10,04 ™ 68,57+12,15™

CSD (concentrado protéico de soro doce); IPS (isolado protéico de soja), CasNa
(caseinato de sodio); CC (caseina comerctal).

Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula (coluna) e minuscula (linha), néo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Valor de referéncia (média £ 2 DP) = 37,05 + 5,88.

- Amplitude de variagdo relativa de referéncia: 31,17 — 42,93.
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Figura 14 - Niveis de colesterol sérico de ratos Wistar em mg/dL para os varios tratamentos
dietéticos, com 30% de proteina: concentrado protéico de soro doce (CSD),
isolado protéico de soja (IPS), caseinato de sodio (CasNa), caseina comercial
(CC), nos tempos de 15, 30 e 45 dias. Valor de referéncia = TO.

Quanto aos niveis séricos de colesterol, os tratamentos CSD, IPS e CasNa
apresentaram valor significativamente menor (p < 0,05) que a CC nos tempos 15 e 30, nao
diferindo entre si. Ao final do experimento (T 45) houve uma elevacao dos indices de

colesterol sérico em todos os tratamentos, ndo diferindo estatisticamente da CC.

Segundo os dados apresentados na Tabela 15, aos 15 dias de tratamento dietético o
IPS apresentou o menor nivel de colesterol hepatico, diferindo dos demais tratamentos. Aos
30 dias, os animais em dieta de CC apresentaram valor mais elevado, diferindo dos demais
tratamentos. Ao final do experimento, o CSD apresentou valor mais baixo seguido do IPS e
do CasNa, que ndo diferiram entre si estatisticamente. O valor mais elevado foi apresentado
pela CC (p< 0,05).
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Tabela 15 - Niveis de colesterol hepatico em mg/g de tecido original (média *+ desvio-

padrdo) de ratos Wistar para os diferentes tratamentos dietéticos, com 30% de
proteina, nos tempos de 15, 30 e 45 dias.

Tempo (dias)
Tratamentos .
T15 T 30 T 45
CSD 4,01 £035™ 3,.85+0,49 % 4,27 +0,58
IPS 2,23+0,43 " 3,80 0,36 4,77 + 0,86 B
CasNa 4,20 + 0,86 ** 4,58 +0,61 ™ 5,78 + 0,74 ABe
cC 4,04+030" 6,77 + 0,61 * 6,15+0,15

CSD (concentrado protéico de soro doce), IPS (isolado protéico de soja); CasNa

(caseinato de sodio); CC (caseina comercial).

Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula (coluna) e minuscula (linha), ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Colesterol (mg/g) de tecido original

Valor de referéncia (média = 2 DP) = 5,79 £ 0,71.
Amplitude de variagdo relativa de referéncia: 5,08 — 6,50.

—— CSD
—— IPS
—#&— CasNa
—a—CC

TO T15 T30 T 45
Duracgéao (dias)

Figura 15 - Niveis de colesterol hepatico de ratos Wistar em mg/g de tecido original para os

varios tratamentos dietéticos, com 30% de proteina: concentrado protéico de
soro doce (CSD), isolado protéico de soja (IPS), caseinato de sodio (CasNa),
caseina comercial (CC), nos tempos de 15, 30 e 45 dias. Valor de referéncia =
TO.
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4.3.3 Triacilglicerdis sérico € hepatico

A Tabela 16 e a Figura 16 apresentam as concentragSes de triacilglicerdis sérico. Os
niveis séricos de triacilglicerdis em todos os tratamentos subiram muito no tempo 15, a
saber: CSD (228 %); IPS (352 %); CasNa (275 %) e CC (347 %) do valor de referéncia. No
tempo 30, somente o IPS apresentou aumento em relagdo ao tempo anterior. J4 o CasNa
nio apresentou nenhuma diferenga significativa entre os diferentes tempos. Ao final do

experimento, os menores valores foram obtidos com os animais tratados com IPS e CasNa.

As concentragdes hepéticas de triacilglicerdis sio apresentadas na Tabela 17 e

Figura 17.

Tabela 16 - Niveis de triacilglicerdis séricos em mg/dL (média + desvio-padrio) de ratos
Wistar para os diferentes tratamentos dietéticos, com 30% de proteina, nos
tempos de 15, 30 e 45 dias.

Tempo (dlas)

Tratan?entos — " : -
S Tis T30 - T45
CSD 73,62 + 16,66 ® 01,98 £21,33%® 15884+ 16,33 *
IPS 113,62 +2564%° 15587 +2581% 113,85+250 %
CasNa 88,92+1952%  70,79+8,92 93,52 + 16,42 ™
CcC 111,87 19412 11182+23,78%  15817+2724

CSD (concentrado protéico de soro doce), IPS (isolado protéico de soja); CasNa
(caseinato de sodio); CC (caseina comercial).

Meédias seguidas por uma mesma letra maiiiscula (coluna) € mintiscula (linha), nio
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Valor de referéncia (média + 2 DP) = 3224 + 594,

Amplitude de variag8o relativa de referéncia: 26,30 — 38,18,
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Figura 16 - Niveis de triacilglicerdis séricos de ratos Wistar em mg/dL para os varios

tratamentos dietéticos, com 30% de proteina: concentrado protéico de soro
doce (CSD), isolado protéico de soja (IPS), caseinato de sodio (CasNa),
caseina comercial (CC), nos tempos de 15, 30 e 45 dias. Valor de referéncia =
TO.

Tabela 17 - Niveis de triacilglicerdis hepatico em mg/g de tecido original (média + desvio-

p

adrdo) de ratos Wistar para os diferentes tratamentos dietéticos, com 30% de

proteina, nos tempos de 15, 30 e 45 dias.

Tempo (dias)
Tratamentos
T15 T 30 T 45
CSD 17,31 +1,70 * 10,92 + 1,22 4 14,99 + 1,07
IPS 8,40 + 1,49 ¢ 11,27 + 1,86 13,96 + 0,47 B
CasNa 11,68 +1,72 % 13,00 + 2,48 4P 18,43 + 0,67
cC 4.41+0,73 " 5,45+ 0,64 ™ 17,98 + 1,35 4

- CSD (concentrado protéico de soro doce), IPS (isolado protéico de soja); CasNa
(caseinato de sodio); CC (caseina comercial).

- Médias seguidas por uma mesma letra maitscula (coluna) e minuscula (linha), ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

- Valor de referéncia (média + 2 DP) = 5,88 + 0,89.

- Amplitude de variagdo relativa de referéncia: 4,99 — 6,78.
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Os dados da Figura 17 mostram que o grupo em CC apresenta niveis hepaticos de
triacilglicerois significativamente mais baixos que os demais tratamentos. O tratamento
CSD apresenta valores mais elevados no décimo quinto dia (T 15) caindo bruscamente aos
30 dias (T 30), que passa a ndo diferir dos demais tratamentos, exceto o da CC que
permanece ao nivel estatistico mais baixo (p< 0,05). No final do ensaio (T 45), IPS e CSD
apresentam niveis hepaticos de triacilglicerois inferiores aos dos tratamentos CC e CasNa

(p< 0,05).

18
16 |
14 |
12 -
10 -

Triacilglicerdis (mg/g) de tecido original

o N A O @

TO T15 T30 T45
Duragéo (dias)

Figura 17 - Niveis de triacilglicerois hepaticos de ratos Wistar em mg/g de tecido original
para os varios tratamentos dietéticos, com 30% de proteina: concentrado
protéico de soro doce (CSD), isolado protéico de soja (IPS), caseinato de sodio
(CasNa), caseina comercial (CC), nos tempos de 15, 30 e 45 dias. Valor de
referéncia = TO.

4.3 4 Proteinas totais

A Tabela 18 e a Figura 18, apresentam as concentragdes de proteina sérica total
verificadas para todos os tratamentos dietéticos. Os dados da Figura 18, indicam uma
elevagdo da proteina sérica a 219% do valor referéncia, aos 15 dias nas dietas, ndo tendo
havido diferenga entre os varios tratamentos. Nos demais tempos (T 30) e (T 45) os valores

permaneceram no mesmo nivel, sem diferenca entre os tratamentos.
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Tabela 18 - Niveis de proteinas séricas totais em mg/100mL (média + desvio-padrao) de
ratos Wistar para os diferentes tratamentos dietéticos, com 30% de proteina, nos
tempos de 15, 30 e 45 dias.

Tempo (dias)
Tratamentos
T15 T 30 : T 45
CSD 23,29+ 1,84 23.19+1.23 23,00+ 0,68
IPS 23,36 £ 1,30 22,81 +0,84 23,89+ 0,82
CasNa 23,48 + 1,37 22,54 + 0,64 22,83 £ 0,45
CC 23,28 + 1,66 2313 = 1,32 22.94 + 0,82

CSD (concentrado protéico de soro doce); IPS (isolado protéico de soja); CasNa
(caseinato de sodio); CC (caseina comercial).

Nio houve diferenga estatistica significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
Valor de referéncia (média + 2 DP) = 10,37 +2,23.

Amplitude de variagdo relativa de referéncia: 5,91 — 14,83.

—&—CSD
—&— IPS
—i&— CasNa
—8—CC
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Figura 18 - Niveis de proteinas séricas totais de ratos Wistar em mg/100mL, para os varios
tratamentos dietéticos, com 30% de proteina: concentrado protéico de soro doce
(CSD), isolado protéico de soja (IPS), caseinato de sodio (CasNa), caseina
comercial (CC), nos tempos de 0, 15, 30 e 45 dias. Valor de referéncia = TO.
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5. DISCUSSAO

5.1 Composicio de aminoacidos

| Comparando o perfil de aminoacidos dos tratamentos CSD, CasNa, IPS e CCcomo
padrio FAQ/WHO (1990), verificou-se que o CSD, o CasNa, o IPS e a CC, apresentaram
valores acima do padrio citado para aminodcidos essenciais, exceto para a lisina,
aminoacido limitante do CasNa, fenilalanina + tirosina, para o CSD e, metionina + cistina
para o IPS e CC. Os valores de escore quimico calculados foram 0,87, 0,98, 0,84 ¢ 0,87
para o CasNa, CSD, IPS e CC, respectivamente.

Vériés caracteristicas da composi¢do de aminoacidos das proteinas de soro de leite
bovine sio altamente desejadas para a elaboragdo de formulas infantis, como por exemplo:
a relagiio (~ 1,0) para cisteina/metionina, mais baixos teores de aminoéacidos aromaticos,
particularmente fenilalanina e tirosina, favorecendo criangas com fenilcetoniria
(Hambraeus, 1982); elevados teores de aminoacidos essenciais de cadeia ramificadas,
particularmente leucina e isoleucina, considerados importantes para ¢ desempenho de
esportistas (Steele & Harper, 1990). Estudos demonstram que a ingestfio de elevados teores
de aminoacidos ramificados auxiliam na recuperagdo de traumas miiltiplos (Brenan ef al.,

1986) e de queimaduras (Alexander & Gottschlish, 1990).

5.2 Ganho de Peso, Ingestio de Dieta e PERop modiftcado

O primeiro ensaio foi realizado com uso de dietas contendo 20% de proteina ¢ com
animais recém-desmamados. No segundo ensaio utilizou-se dietas com 30% de proteina e
os animais foram iniciados nos tratamentos experimentais com 57 dias de idade. Desse
modo, ¢ PERop s6 foi determinado para os animais do primeiro ensaio, apds 30 dias de

tratamento dietético.

De acordo com os resultados obtidos no final do primeiro ensaio (T60) apresentados
na Tabela 7, o consumo de dieta ¢ a razdo entre o ganho de peso ¢ o consumo de proteina,

nio diferiram estatisticamente entre os tratamentos. Ao final do segundo ensaio (T45), nio
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houve diferenca significativa no ganho de peso entre os tratamentos, conforme apresentado
na Tabela 13. Quanto & razéo entre o ganho de peso e o consumo de proteina, verificou-se

que 0 CSD, CasNa e IPS nio diferiram entre si, apresentando os maiores valores.

Na Figura 8 foram apresentados os resultados do PERop modificado, realizado no
primeiro ensaio. Os valores obtidos para esse parametro, foram superiores a 2,0 em todos
os tratamentos, indicando que todas as proteinas utilizadas eram de boa qualidade, nio

tendo aparentemente, outros fatores que pudessem ter interferido nos resultados.

Segundo Sgarbieri (1996), os valores de PER diminuem 4 medida que se aumenta a
concentracdo de proteinas na dieta muito acima de 10%. Essa variagio do valor de PER
com a concentragdo de proteina ird depender principalmente da natureza da proteina, sendo
mais notdvel em proteinas de elevado valor nutritivo. Pode-se observar que alguns tipos de
proteina mostram uma diminuigdo do valor de PER em concentragdes superiores a 10% da
dieta, embora outras, s6 alcancem seu valor miximo em concentragdes acima de 10%.
Teores inferiores a 6% podem ser insuficientes para alcangar o minimo de proteina
necessaria para o crescimento animal; entre 7-10% a proteina sera mais utilizada por estar
limitante e, portanto, deve ser utilizada preferencialmente, para a sintese de proteinas
corporais; entretanto, se o teor protéico for elevado além de 12-15%, o gasto de proteinas
para fins energéticos serd maior, dim-inuindo a eficiéncia da proteina da dieta para fins

anabélicos.

Alguns fatores podem interferir com os valores de PER dentre os quais: a
concentracio de proteina ¢ de gordura na dieta; idade e linhagem dos animais bem como o
seu manuseio. O aumento de gordura acima de 12% eleva os valores de PER
significativamente, pela diminuicio do total ingerido e, consequentemente, com reducdo da

proteina consumida, diminuindo o denominador da expressdo do PER.

Segundo Friedman (1996), valores de PER abaixo de 1,50 descrevem uma proteina
de baixa qualidade; entre 1,50 e 2,00, uma qualidade intermediaria; acima de 2,00,

qualidade boa a alta.

Renner (1988), em ensaio de avaliagio nutricional, encontrou valores de PER de

3,6, 2,9 e 2,1 para proteinas de soro de leite, caseina e proteina de soja, respectivamente. Os
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valores encontrados no presente experimento diferem dos citados e isso pode ser devido as

diferengas na concentragio de proteina e ao tipo de lipidios utilizados nas dietas.

5.3 Colesterol sérico e hepatico

Os resultados encontrados para o colesterol sérico nos dois ensaios (Figuras 9 e 14)
consubstanciam a natureza hipercolesterolémica da caseina e as propriedades
hipocolesterolémicas do IPS e CSD, que mantiveram consistentemente 0s niveis mais
baixos de colesterol no primeiro ensaio (Figura 9) e também no segundo ensaio {Figura 14)
até os 30 dias de experimento. A razdo pela qual registrou-se uma significativa elevacio do
colesterol sérico para o CSD, CasNa e o IPS aos 45 dias nas dietas ndo € aparente, portanto,

n&o temos explicagles para esses resultados.

No caso do figado, o colesterol fot significativamente mais baixo no primeiro ensaio
apenas com 30 dias de experimento ¢ aos 60 dias nfc houve diferenca estatistica entre os
tratamentos. No segundo experimento, houve uma tendéncia bem mais definida de
abaixamento do colestercl hepatico nos tratamentos com IPS e CSD, sugerindo mesmo a

nivel hepatico, um efeito hipocolesterolémico dessas duas fontes protéicas.

Segundo Kritchevsky (1979) e Beynen (1990), o tipo e a quantidade (Nagaoka et
al., 1991) de proteina pode influenciar a concentragiio de colesterol sérico. As proteinas de
origem anima! geralmente exercem um efeito hipercolesterolémico, quando comparadas as
de origem vegetal (Carrol, 1991), podendo causar diferentes graus de hipercolesterolemia,
por meio de diferentes mecanismos (Lovati ef a/, 1990). No presente experimento s6 foram
alteradas a fonte e a quantidade de proteina, mantendo os outros fatores constantes para que
as mudancas ocorridas nos resultados pudessem ser atribuidas ao tipo e concentrago de
proteina utilizadas. Zhang & Beynen (1993) utilizaram 15 e 30% de proteina demonstrando
que as concentragdes de colesterol a nivel sérico e hepatico sdo geralmente diminuidas com
a alta ingestdo de proteinas. Wong er al (1996) observaram que individuos
hipercolesterolémicos apresentaram redug@o do colesterol sérico quando a proteina animal

da dieta foi substituida por proteina de soja.

No primeiro ensaioc foi possivel observar efeito hipocolesterolémico para as

Discussdo 65



proteinas de soro de leite e de soja, visto que o CSD e o IPS apresentaram niveis mais
baixos em todo o experimento comparando com a CC, que se manteve alta durante todo o

ensaio, ndo diferindo do CasNa apenas no tempo 30.

Nagaoka ef al. (1991), estudaram os efeitos das proteinas de soro e da caseina nos
niveis' séricos e hepéaticos de lipidios em ratos, verificando que as proteinas de soro
apresentaram um efeito hipocolesterolémico, quando comparadas com a caseina. O modo
pelo qual as proteinas de soro reduziram o colestercl hepatico foi atribuido principalmente
a diminuigdo do HDL-colesterol. Porém, a propor¢do de HDL-colesterol em relagdo ao
colesterol total em ratos alimentados com a dieta de proteinas de soro de leite, ndo foi
estatisticamente diferente dos valores encontrados para os animais em dieta de caseina. Em
outro experimento utilizando as mesmas fontes protéicas, acrescentadas de 1% de
colesterol, eles encontraram concentragdes de colesterol sérico total significativamente

menor no grupo alimentado com proteinas de soro lacteo.

Segundo Yoshida et al. (1988) e Norton ef al. (1987), as proteinas de soro de leite
diminuem o colesterol sérico. Ja Stahelin e Ritzel (1979), afirmam que as mesmas proteinas
ndo afetam os niveis de colesterol sérico. Lovati ef al. (1990) encontraram uma elevagio

nesses niveis séricos.

Torna-se aparente que, alguns dos resuttados obtidos sobre os efeitos das proteinas
de soro e da caseina nas concentragBes de colesterol sérico e hepatico de ratos sio
contraditorios. Sautier ef al. (1983) observaram nas concentra¢des séricas, um efeito
hipocolesterolémico das proteinas de soro de leite em relacio a caseina, utilizando dietas
sem adicdo de colesterol, embora as concentragdes de colesterol hepatico ndo tenham sido
reduzidas significativamente. Choi er al (1989) contudo, sd encontraram esse efeito
hipocolesterolémico, quando as dietas foram adicionadas de colesterol. Nesses dois estudos
a concentragdo de proteina da dieta foi de 200g/kg. Além disso, Lapré et al (1989)
sugeriram que esse efeito das proteinas de soro ndo foi observado em ratos alimentados
com dietas contende 0,15% de colesterol. Zhang & Beynen (1993) observaram que a
proteina de soro reduziu o colesterol hepatico, mas ndo o colesterol sérico, quando dada em
uma concentra¢io de 150g/kg de dieta. Isso confirmou os resultados de Lapré ez al. (1989).
Contudo, 300g de proteina de soro por kg de dieta promoveram uma redugfo nos niveis de

colesterol sérico, hepatico e nas fragdes de VLDL. Visto que essa fragéio de lipoproteina € a
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principal carreadora de triacilglicer6is séricos, ndo € surpresa que as concentragdes totais de
triacilglicerdis tenham diminuido consideravelmente em ratos alimentados com elevadas
concentracdes de proteinas de soro de leite. Assim, as proteinas de soro lacteo tém a
propriedade de reduzir o colesterol e a caseina de eleva-lo. Para ver se o efeito
hipocolesterolémico das proteinas de soro de leite pode ser explicado pela sua composi¢do
de aminoacidos os animais foram também alimentados com misturas de aminoacidos que
simulavam proteinas de soro e caseina. Sabe-se contudo, que os efeitos obtidos com as
misturas de aminoacidos podem nfo dar informagio a respeito do mesmo efeito produzido
pelas protefnas intactas. Uma proteina ndo pode simplesmente ser substituida por uma
mistura de aminodcidos correspondente a sua composicio, porque a ordem na qual 0s
peptidios ou aminoécidos sdo liberados durante a digestéo € caracteristico de cada proteina.
O efeito diferencial das proteinas de soro e da caseina nos niveis de colesterol sérico e
hepatico, ndio foi semelhante aos resultados obtidos com misturas de aminoacidos de
composigio similar. As misturas de aminoacidos produziram concentragdes de colesterol
sérico significativamente diferentes dos obtidos com as proteinas intactas. Assim, a
atividade redutora de colesterol apresentada pelas proteinas de soro de leite, quando
comparadas com a caseina, reside nas diferencas estruturais da proteina ou dos
componentes ndo protéicos e ndo nas diferengas entre as composi¢des de aminoacidos. Ao
contrario, o efeito hipocolesterclémico das proteinas de soja versus caseina, em ratos, foi
bem reproduzido quando se alimentaram os animais com uma mistura de aminoacidos que
simulassem essas proteinas (Yadav & Liener, 1977; Nagata ef al., 1981). Essas diferencas
registradas experimentalmente para o efeito hipocolesterolémico das proteinas de soja e de
soro de leite, poderfio estar sugerindo mecanismos de agdo bioquimica diferente para o

mesmo fendmeno.

Sirtori ef al. (1977) e Potter (1998), afirmam que a utilizagdo de proteina de soja
como substituto da proteina animal promove redugio nos niveis de colesterol séricos, Em
humanos, essa reduciio de colesterol foi notada na fragdo LDL, enquanto a HDL-colesterol,
permanece inalterada ou aumenta. Em ratos alimentados com proteina de soja, uma maior

quantidade de colesterol foi associada com as HDL e LDL (Vahouny ez al,, 1985).

O efeito hipocolesterolémico das proteinas de soja versus caseina pode ser

explicado pelo estimulo na excregéio fecal de acidos biliares e esterdides neutros (Beynen,
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1990). Isso foi observado com coelhos e ratos, mas pesquisas efetuadas com outras
espécies, incluindo humanos, foram menos consistentes. Em estudos efetuados com
aminoacidos que simulassem a composicio da proteina intacta, notou-se uma diminuigdo
nas concentragdes de colesterol sérico, embora menos pronunciada do que usando a

proteina intacta, sem influenciar a excreciio biliar (Potter, 1995).

O mecanismo pelo qual as proteinas de soro de leite € nio a caseina, produziria
hipocolesterolemia néo € conhecido. Em coelhos, as proteinas de sore de leite diminuiram
ligeiramente as concentragdes de colesterol total sérico, fato associado com o aumento da
excrecdo fecal de esterdides neutros e acidos biliares (Lovati ez al, 1990). Em ratos,
contudo, as proteinas de soro ndo alteraram a excregdo de esterdides neutros e acidos
biliares nas fezes (Sautier ef a/,, 1983). Quando se utilizou 300g de proteina de soro por Kg
de dieta, Zhang & Beynen (1993) encontraram redugio significativa na excregdo fecal de
acidos biliares. Beynen (1990) achou improvével que as proteinas de soro inibam a

reabsorcdo de acidos biliares observada com as proteinas de soja em ratos.

Zhang & Beynen (1993) acham possivel que em ratos alimentados com niveis altos
de proteinas de soro de leite, a sintese de colesterol seja inibida quando comparada com
ratos alimentados com caseina. Isso ficou mais evidente quando se observou que as
proteinas de soro induziram uma redugdo nos niveis de VLDL-colesterol. As menores
concentragdes de colesterol hepatico observadas em ratos com dietas de proteinas de soro
de leite, podem também apontar para a diminuigdio da colesterogénese. Admitindo que o
colesterol que vem da sintese hepética “de novo” € o principal precursor de acidos biliares,
a excreglo reduzida desses acidos em ratos alimentados com protetnas de soro de leite,

poderia indicar que essas proteinas inibem a sintese do colesterol.,

No segundo ensaio é confirmado o efeito hipercolesterolémico da caseina citade na
literatura embora ao final do experimento (T 45), todos os tratamentos se mostrassem iguais
estatisticamente, evidenciando uma elevagéio do colesterol sérico. Verificou-se que, em
relagdo ao CSD, manteve-se o nivel de colesterol dentro da faixa de normalidade por cerca
de 30 dias de tratamento dietético. Os animais alimentados com CC apresentaram uma
elevacio nos niveis séricos, logo de inicio mantendo-se em nivel praticamente igual ao

inicial e elevado durante todo o experimento.
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5.4 Triacilglicerdis séricos e hepaticos

Analisando os niveis de triacilglicer6is séricos, no primeiro ensaio (Tabela 10 e
Figura 11) e no segundo ensaio (Tabela 16 e Figura 16) com ratos Wistar, cbservou-se no
todo, uma elevacio dos niveis em todos os tratamentos em relagio ao valor de referéncia,
a0 loﬁgo dos experimentos. No primeiro experimento, os niveis séricos de triacilglicer6is
cresceram na mesma proporgio para o IPS e o CSD até os 45 dias. Para o CSD, o nivel
continuou se elevando até aos 60 dias enquanto que o IPS diminuiu, 0 mesmo ocorrendo
com a CC e o CasNa, quando esses ultimos tratamentos se igualaram, apresentando-se
significativamente mais baixo para o CSD. No segundo ensaio, o aumento foi significativo
para todos os tratamentos até¢ o fim do ensaio, exceto para o IPS que, tendo atingido um
valor maximo no trigésimo dia, apresentou uma queda no final do ensaio (T45), tendo se

igualado ao CasNa que se manteve o mais baixo aos 30 e 45 dias.

Com relagiio aos valores hepaticos de triacilglicerdis, ndio se observou, no primeiro
ensaio (Tabela 11 e Figura 12), nenhuma tendéncia definida que permitisse eleger quaiquer
tratamento como © mais interessante. No segundo ensaio (Tabela 17 e Figura 17), 0 IPS e o
CasNa mostraram uma tendéncia de elevacdo continua dos triacilglicerdis. Para o CSD o
valor foi significativamente mais alto aos 15 dias seguido de queda semelhante a ascengéo
aos 30 dias. No grupo com caseina os nivels permaneceram baixos (semelhantes ac do
valor de referéncia) até aos 30 dias. No final do experimento, IPS ¢ o CSD apresentaram

niveis mais baixos que se assemelharam, enquanto que a CC e o CasNa promoveram niveis

idénticos, mais elevados.

Segundo Norum (1992), os niveis séricos de tracilglicerdis variam com a dieta. Na
fase pos-prandial ha um aumento devido ao aparecimento dos quilomicrons e seus
remanescentes no sangue. A concentragdo de triacilglicerdis depende tanto da quantidade
quanto do tipo de gordura na dieta. A duragio dessa elevagdo pés-prandial € maior apos
uma ingestdo de gordura saturada do que com gordura poliinsaturada. O tipo e a quantidade

de gordura na dieta vio também afetar as concentragdes de triacilglicerdis no jejum.

Marquez-Ruiz et al (1992) verificaram as modificagBes nos triacilglicerdis e
apolipoproteina-B em ratos alimentados com dietas contendo leite integral, desnatado e

proteinas de soro de leite. Os resultados do estudo demonstraram que a dieta que continha
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leite integral afetou os niveis hepaticos e séricos de lipidios em ratos. Uma redugdo
significativa de triacilglicerdis séricos foi observada nos grupos alimentados com proteinas

de soro de leite, e foi associada com uma redugao significativa na fragdo VLDL.

Nagaoka e al. (1991) nfio encontraram diferenca significativa entre os niveis de
triacilglicerdis séricos e hepaticos em ratos alimentados com caseina € com proteinas de
soro de leite. Os niveis totais de lipidios hepaticos, colesterol hepatico e niveis de
fosfolipidios foram significativamente menores no grupo alimentado com proteinas de soro

de leite.

Yuan & Kitts (1993) verificaram os efeitos de produtos de leite e dos constituintes
de algumas proteinas sobre os lipidios séricos e hepaticos em ratos Wistar normotensivos.
Eles encontraram niveis de triacilglicerdis e colesterol total similares para os animais
alimentados com caseina, proteinas de soro, proteinas de leite desnatado e isolado protéico

de soja.

Em nossa pesquisa foram também realizadas determinagGes de HDL e LDL-
colesterol no soro e figado dos ratos que receberam os varios tratamentos dietéticos. Em
funcdo de inconsisténcia dos resultados obtidos e com base da literatura optamos por ndo

apresentar esses dados.

Chegou-se a conclusio que a metodologia utilizada para essas determinagdes, ndo
foi adequada para extrair essas lipoproteinas. Por outro lado Chapman (1980} afirma que a
lipoproteina sérica dominante no rato é a HDL, enquanto que no homem € a LDL. Portanto,
a formula utilizada para o céalculo da LDL-colesterol sérica deve ser aplicada apenas para
humanos e niio para ratos.

Com base nos resultados apresentados nesta tese e reportados na literatura, torna-se
evidente que a questiio dos efeitos das proteinas (animal versus vegetal), na colesterolemia
e lipidemia, ¢ ainda assunto bastante controvertido e que ainda exige muitas pesquisas, em
condicdes metodologicas bem controladas, para que dados mais consistentes e conclusdes

definitivas possam ser apresentadas.
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5.5 Proteina total

As diferentes fontes de proteina utilizadas nas dietas ndo interferiram de maneira
diferenciada nos niveis de proteinas séricas totais. Notou-se que os niveis de proteinas
séricas totais niio apresentaram diferengas estatisticas entre os tratamentos, durante toda a
| duragﬁo do primeiro e do segundo ensaios, mantendo-se acima do valor de referéncia. O

| que se verificou, foi um aumento nesses niveis quando se utilizou 30% de proteina, em

relagio ao primeiro ensaio. Esses dados estdo de acordo com aqueles obtidos por Jong

(1996), segundo o qual as proteinas totais n2o sao indicativos de variagBes no metabolismo

| lipidico.
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6. Conclusdes

1. A composi¢io centesimal ¢ o perfil aminoacidico do CasNa e CSD produzidos em planta
piloto, atendeu &s expectativas e foram semethantes aos da literatura.

2. Na relagio ganho de peso por consumo de proteina do primeiro ensaio, tanto para os 30
dias quanto para os 60 dias finais, CasNa, IPS ¢ CSD foram mais eficientes, ficando
evidente a superioridade do CasNa em relagdo & CC. Quando se calculou o PERop
modificado, os valores variaram de 2,3 até 3,0, nfio havendo diferenca estatistica

significatica (p < 0,05).

3. Com base no ganho de peso acumulativo no primeiro ensaio, verificou-se aos 60 dias
uma diferenca em favor ao CasNa ¢ da CC, estatisticamente supetior ao IPS e CSD
(p <0,05).

4. Quanto a colesterolemia, verificou-se um efeito positivo do CSD e do TIPS, quando se
utilizou 20% e 30% de proteina na dieta. O efeito hipocolesterolémico foi bem mais
evidente para o soro sangiiineo e figado, no primeiro ¢ segundo ensaios,

respectivamente.

5. Em relagdo 3 lipidemia (triacilglicerdis), os resultados nio mostraram nenhuma

tendéncia definida tanto a nivel sérico quanto a nivel hepético.

| 6. Observou-se wm aumento das proteinas séricas da ordem de 2 a 3 vezes, tanto no
primeiro quanto no segundo ensaio. No primeiro ensaio a elevagho foi mais jenta e
contfnua, enquanto que no segundo a elevagdo ocorreu pos 15 primeiros dias,

permanecendo constante nos 30 dias restantes.
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