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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo obter um concentrado proteico de folhas de

mandioca através de modificagGes na metodologia jd existente. O valor nutricional da
folha de mandioca e do concentrado proteico foi avaliado através de andlises quimicas,
ensaio biolégico e suplementacdo da proteina tanto do concenirado como da folha
com os aminoacidos limitantes lisina e metionina.

Dos resultados obtidos foram sugeridas as seguintes conclusdes:

A folha de mandioca e o concentrado proteico da folha apresentaram um teor
Proteico elevado,25.20 /o e 340 /o, respectivamente.

Ensaios biolégicos tanto do concentrado como da folha com o aminoécido lisina
mais metionina mostrou ser eficiente, dando maiores valores para PER, NPU e
digestibilidade.

A adigdio do aminodcido lisina ndo mostrou ter nenhum efeito significativo na
melhora do valor nufricional da proteina.

Exames andtomo patolégico dos 6rgdos dos animais n¥o revelaram nenhuma
alteracdo, indicando nao haver fatores téxicos na folha e no concentrado.

INTRODUGAO

Aumentar o suprimento da proteina para o consumo humano tem sido

2 preocupacio de muitos pesquisadores. Constitui uma tarefa dificil prin-

————

Manuscrlto modificado recibido: 2—6—86.

Professor Adjunto, Escola Superior de Agncultura “Luiz de Queiroz”, Universida-
de de Sdo Paulo, Departamento de Quimica, Area de Nutrigio Humana, Piracicaba
~ CEP — 13. 400, S3o Paulo, Brasil.

Professor Assistente Doutor, Departamento de Quimica — Area de Nutri¢do Hu-
Mana, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.



484 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

cipalmente se considerar as dificuldades da producio da protefna animg
em termos econémicos e politicos.

Portanto um aumento na produgio e utlhzagao das fontes de protefna
vegetal estd mais de acordo com a reahdade Os esforcos mais recentes,
consistem em melhoramentos genetlcos das fontes convencionais, utili-
zacdo das fontes ndo convencionais e procura de novas fontes como de
folhas verdes e organismos unicelulares. Destas os concentrados proteicos
de folhas tem merecido particular atencdo devido ao baixo custo de
producdo, elevado valor nutritivo e disponibilidade durante o ano todo.
A proteina de folha tem elevado teor de lisina e triptofano; por isso seu
emprego pode ser um suplemento benéfico de dietas a base de cereais
(1-3)

A mandioca é um alimento bdsico para o consumo humano em algu-
mas reg16es do Brasil in natura ou processada, sendo que parte da pro-
ducio ¢ utilizada na allmentagao animal e no Programa Nacional do
Alcool, para producio de energia alternativa, quando a fécula é convertida
en etanol.

Se considerada integralmente (raiz, haste e folha), a mandioca é uma
planta rica do ponto de vista alimentar. Mas sua riqueza potencial é
muito pouco aproveitada pois as folhas s3o muito mais ricas em proterfnas
do que as raizes; o teor de proteinas nas folhas é em tomo de 1490/o,
enquanto que a parte amildcea é de 1 a 20/o (4). Embora as folhas conte-
nham menos metionina que a raiz, os niveis de outros aminodcidos
essenciais excedem o padrao de referéncia pela FAO (5).

Como o homen nio esti equipado biologicamente para digerir células
de folhas, especialmente suas paredes de celulose, a produgio de concen-
trados é a melhor solucdo para aproveitar a protefna folhear, visando
completar a alimentacio humana.

Virios métodos tem sido descritos para a obtencao de concentrados
proteicos a partir de folhas. Edwards et alii (6), Miller e Bender (7) e
Parrish (8), descreveram sequéncias de operacSes de processamento do
concentrado proteico de folhas de alfalfa. Fafunso e Oke (9, 10) ex-
trairam protefna de 15 litros de mandioca em precipitacdo a 800C.
Cheeke et alii (11) estudaram o valor de concentrados preparados da
selecdo de plantas tropicais através da extragao do suco de plantas verdes
e coagulagido da proteina solivel no suco. Esses pesquisadores nao obti-
veram resultados satisfatorios na utilizacio do concentrado proteico de
folhas de mandioca avaliado através de ensaio biolégico.

OBJETIVOS

O presente trabalho teve por ObjethOS
1. Obter um concentrado proteico da folha de mandioca em maiores
proporgses daqueles obtidos pelos métodos tradicionais através de modi-
ficacGes existentes.
2. Estudar o concentrado sob ponto de vista de assnmllagao ou absor¢io
pelas células intestinais (digestibilidade) e do ponto de vista qufmico.
3. Suplementar o concentrado proteico com os aminodcidos limitantes.
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MATERIAIS E METODOS
Matéria Prima

As folhas que foram utilizadas para o experimento foram coletadas
de mandioca amarela (Manihot utilissima, Pohl), cultivadas na drea per-
‘tencente a0 Departamento de Agricultura da Escola Superior de Agri-
cultura “Luiz de Queiroz” ESALQ.

Preparo das folhas de mandioca — As folhas de mandioca foram pe-
sadas, lavadas e postas para secar em estufa de circulacio forcada a 600C
até atingir peso constante.

Métodos

Extracao da Proteina — Foram testados quatro métodos de extragao
da proteina que resumidamente constituem no seguinte:

Método 1 — Com acerto de pH e sem centrifugagdo — A extracao foi
feita com agua em liquidificador industrial. As fothas foram lavadas com
jgua deionizada e homogeneizadas com 3 (trés) volumes de dgua por 10
(dez) minutos. O pH foi ajustado para 7 com NaOH 0.1 N e o suco, filtra-
do através de gaze a fim de remover as fibras. As fibras residuais foram
homogeneizadas com 2 (dois) volumes de dgua e o tratamento repetido.
Os filtrados foram misturados ¢ passados através de peneira mesh-200.
O pH foi ajustado para 4 com HCL 0.1N. O aquecimento a 500C facili-
tou a precipitagdo da proteina. Apés a precipitacio, o material ficou em
repouso durante uma noite a 40C, a suspensao foi filtrada e o resfduo seco
a 600C, em estufa de circulacdo forcada. Apéds secagem o-material foi
moido e armazenado a ~200C.

Método 2 — Sem acerto de pH e sem centrifugagao — As folhas verdes
ap6s lavadas foram homogeneizadas por 10 (dez) minutos em liquidifica-
dor industrial. O homogeneizado foi filtrado, através de tecido de algodao.
O suco filtrado foi aquecido a 60-650C, a fim de coagular a protefna. A
proteina coagulada foi deixada esfriar em temperatura ambiente.

Apés esfriar, o coagulado foi filtrado a fim de separar a protefna.
Lavou-se o precipitado com dgua quente a fim de remover residuos que
aderem ao papel de filtro. Apds a lavagem o material foi levado para
sezcar a 600C em estufa de circulagio forcada, mofdo e armazenado a
-200C,

Método 3 — Exatamente igual ao método 1, exceto que apéls o
repouso de uma noite a 40C foi centrifugado por 10 (dez) minutos a 3,000
pm e essa centrifugacao foi repetida 5 (cinco) vezes com H> O deionizada.
Apés secagem e moagem o material foi armazenado a -200C.

Método 4 — Exatamente como descrito no método 2, exceto que o
material apés coagulacio e esfriamento a temperatura ambiente foi
centrifugado a 3,000 rpm por 10 (dez) minutos. Essa centrifugacio foi
repetida 5 (cinco) vezes com H, O deionizada. Apés isso, o material foi
posto para secar em estufa de circulacao for¢ada a 600C e ap6s seco foi
moido e armazenado a -200C.
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Anadlises

Foram feitas andlises de proteina € aminograma nos concentrados
obtidos pelos 4 métodos descritos acima. No concentrado obtido pelo
método escolhido para o presente trabalho, além dessas andlises foram
obtidos valores para umidade, materia seca, extrato etéreo, fibrabrutae
cinzas, segundo os métodos tradicionais da AOAC, 1970 (12).

O perfil de aminograma foi determinado em analisador automatico
(Beckman Urichron Amino Acid Analyzer) pela hidrélise dcida usando-se
as técnicas descritas para esse tipo de andlises.

Ensaio Bioléogico

Preparo das dietas — As dietas experimentais e de controle foram for-
muladas ao nivel de 100/o e constitufda de mistura salina (40/0), mistura
vitamfnica (19/0), 6leo de milho (80/0) e amido para completar 100.

Foram feitas 9 (nove) dietas experimentais, ou seja: controle (casef-
na), folha de mandioca, folha + 0.5 metionina, folha + 0.7 lisina, folha
+0.7 lisina + 0.5 metionina, concentrado, concentrado + 0.5 metionina,
concentrado + 0.7 de lisina, concentrado + 0.5 metionina +0.7 de lisina.
Inclui-se uma dieta aproteica a fim de corrigir a proteina consumida e
eliminada para fins de cdlculo da digestibilidade. Amostras dessas dietas
foram submetidas a andlise quimica.

Animais

Para a anilise biolégica, utilizou-se 60 ratos (Rattus norvegicus),
variedade albinus, da raca Wistar, procedentes do Biotério do setor de
Nutricdo Humana da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
ESALQ, cuja idade variou de 21-23 dias e a variagdo do peso entre 0§
animais, bem como entre os grupos nio excedeu 5§ gramas.

A experiéncia teve 28 dias de duragdos os ratos foram colocados em
gaiolas individuais recebendo dgua e alimento ad libitum . Os animais
foram pesados trés vezes por semana. As fezes excretadas por animal
foram coletadas, pesadas, postas para secar em estufa de circulacao forca-
da a 1050C, durante 3 dias, mofdas e armazenadas em sacos plisticos em
refrigerador. As ameostras das fezes foram analisadas para verificar o teor
de nitrogénio de acordo com os métodos AOAC, 1970, a fim de calcular
a digestibilidade.

Ao final do experimento, apés jejum de 12 horas os animais foram
sacrificados, as cavidades abdominais e tordxicas abertas e colocadas na
estufa a 1050C, durante 72 horas.

As carcagas secas foram mofdas em liquidificador tipo industrial,
armazenadas em sacos plisticos e mantidas sob refrigeragdo, para deter-
minagdo da utilizacdo da proteina liquida (NPU). .

Os métodos baseados no crescimento do animal foram: PER (Protein
efficiency ratio) de acordo com a metodologia de AOAC (1970). Di-
gestibilidade, NPU (utilizacdo da proteina liquida) e valor biol6gico
segundo Miller e Bender (7).
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Teste de Toxidez

Para verificar a toxidez da folha de mandioca, do concentrado, da
folha e do concentrado suplementado com lisina, e lisina mais metionina,
foram utilizados 60 (sessenta) animais, sendo 10 (dez) para cada dieta que
receberam agua e alimento ad libitum, durante 30 (trinta) dias.

Ao final do experimento, os animais foram sacrificados, e foi feita
observacdo microscéspica dos 6rgios.

Para estudo andtomo patolégico, amostras de d6rgidos como figado,
bago, rins, intestino grosso e delgado, coracio, pancreas e pulmdes foram
removidos, conservados em formol a 1090 /o e enviados para o Laboratério
de Anilise Patol6gica, para exames histopatol6gicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 1 indica os valores da proteina obtida pelos 4 métodos testa-
dos para obtengdo do concentrado proteico. Os valores do aminograma
aparecen dispostos na Tabela 2.
TABELA 1

VALORES PROTEICOS OBTIDOS NOS DIFERENTES METODOS PARA
OBTENGAO DO CONCENTRADO PROTEICO

Método Proteina /o
1 25.1
2 325
3 27.9
4 371

Pelos resultados da Tabela 1, observa-se que o concentrado obtido
pelo método 4, ou seja, da coagulagZo da protefna pelo calor sem acerto
de pH e com 5 (cinco) lavagens sucessivas do precipitado com dgua deioni-
zada, foi que deu maior teor proteico. Provavelmente essa lavagem tenha
removido algumas impurezas e concentrado a proteina.

Embora esse método tenha dado um maior valor proteico, optamos
pelo método 2, que embora com menor valor proteico, foi mais simples
¢ de mais ripida execucdo.

Os resultados da andlise quimica da folha de mandioca e do concen-
fl{ado proteico da folha obtida pelo método 2, aparecem dispostos na

abela 3.

Segundo o valor proteico da folha de mandioca e do concentrado da
folha, foram elaboradas as dietas experimentais ao nivel de 100/o.

A Tabela 4, indica a composicdo percentual das dietas experimentais,
de controle e aproteica por célculos e pela andlise qufmica.



TABELA 2

COMPOSI(;KO DE AMINOACIDOS DE CONCENTRADO PROTEICO DE FOLHAS DE MANDIOCA OBTIDO
POR DIFERENTES METODOS E EXTRAGAO

g/100 g de proteina
Métodos
p/obten. Lis * His Arg Ac.asp. Tre Ser Ac.glu. Pro Gl Ala Val Iso Leu Tirxr Fen Cis Met
concent.
1 55 253 7.7 18.2 7.0 1.3 21.1 6.6 94 87 65 53 155 64 74 08 1.7
2 7.2 26 8.3 19.8 68 7.3 220 65 93 88 64 45 147 53 18 14 25
3 8.9 33 11.6 26.6 10.3 10.1 29.0 91 151 135 92 78 269 87 106 15 23
4 58 2.2 8.0 16.1 6.5 6.3 18.0 6.6 91 81 65 49 156 63 7.1 08 19
Lis = Lisina Ac.glu. = Acido glutimico Leu = Leucina
His = Histidina Pro = Prolina Tir = Tirosina
Arg = Arginina Gli = Glicina Fen = Fenilalanina
Ac.asp. = Acido aspartico Ala = Alanina Cis = Cistina
Tre = Treonina Val = Valina Met = Metionina

Ser = Serina Iso = Isoleucina

88y
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TABELA 3
ANALISE QUIMICA DA FOLHA DE MANDIOCA E DO CONCENTRADO
DA FOLHA
Andlises Folha mandioca Concentrado folha mandioca
Matéria seca 91.1 90.6
Extrato etéreo .10.4 14.3
Fibra bruta 8.1 ' 1.0
Proteina 25.2 34.0
Cinzas 6.78 5.18

A Tabela 6 indica um resumo das andlises biolégicas, baseadas no
crescimento dos animais (PER) e na retencao do nitrogénio (Digestibilida-
de, NPU e valor biologico).

A folha de mandioca e o concentrado proteico da folha apresentaram
um teor proteico de 25, 2, e 3490 /o, respectivamente. Embora esse valor
proteico ndo seja tdo baixo; os dados do ensaio biolégico revelaram ser
essas protefnas de baixo valor nutricional.

Pelos resultados da Tabela 6, observa-se que quando a folha e o con-
centrado proteico da folha foram usados como tnica fonte proteica, os
animais perderam peso. Quando o concentrado da folha e a folha de
mandioca foram fortificados com metionina, a taxa de eficiéncia proteica
(PER), pode ser medida.

A adi¢do do aminodcido lisina, em quantidade assinalada na Tabela 6,
nao desempenhou nenhuma acdo corretiva, indicando ser um aminodcido
limitante, mas nfio o primeiro limitante e sim limitante secundério.

Quando se adicionou lisina mais metionina, os resultados foram
melhores do que com o acréscimo de metionina somente, indicando
ter havido uma complementac@o entre esses dois aminodcidos e o padrio
de aminodcidos da proteina da folha como do concentrado proteico
methorando a taxa de eficiéncia proteica (PER).

A fortificagio com metionina, e metionina mais lisina também pro-
moveu aumento no valor da utilizacdo da proteina liquida (NPU). A
digestibilidade do concentrado foi baixa (420/0) quando comparada a
Caseina, mas foi maior que os resultados apresentados por Vieira e Tu-
pinamb4 (13).

O concentrado de folha de mandioca mostrou ser uma proteina de
valor nutricional muito pobre. Esse fato pode ser explicado pela baixa
quantidade de metionina. Acreditivamos que o método usado na
extracao poderia tornar a lisina indisponfvel devido a reacio desse amino-
acido com aldeidos, quinonas e polifenois frequentemente encontrado
no extrato da folha. Mas, parece que isso nao ocorreu porque quando
0 concentrado foi acrescido de lisina, nio houve melhora na taxa de
eficiéncia proteica (PER).

Os resultados dos exames anitomo patolégico dos animais ali-
Mmentados com o concentrado de folhas e folhas de mandioca n3o



TABELA 4

COMPOSIQKO PERCENTUAL DAS DIETAS EXPERIMENTAIS, DE CONTROLE E APROTEICA, AO NIVEL DE 100/o
POR CALCULOS E PELA ANALISE QUIMICA

Dietas Ca- Folha Folha Folha Folha +0.5 Concen- Concen. Concen. Concen. +0.5
. seina  mandioca + 0.5 +0.7 met. +0.7 trado +0.5 +0.7 metionina +  Aproteica
Ingredientes metio-  lisina lisina metioni- lisina 0.7 lisina
nina na

Caseina 266.2 - - - - - - - - -
Folha mandioca — 871 871 871 871 - - - - -
Concentrado - - — - - 647 647 647 647 -
Oleo 176 176 176 176 176 176 176 176 176 176
Mistura salina 88 88 88 88 88 88 88 88 88 88
Mistura vit. 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22
Metionina - - 11 - 11 - 11 - 11 -
Lisina - - - 154 154 - - 15.4 15.4 -
Amido 1,647.8 1,043 1,032 1,027.6 1,016.6 1,267 1,256 1,251.6 1,240.6 1,914

2,200 2,200 2,200 2,200 2,200 2,200 2,200 2,200 2,200 2,200

Total (gramas)

o6t
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TABELA 5

ANALISE QUIMICA DAS DIETAS

Dietas Ca- Folha Folha Folha Folha +0.5 Concen- Concen. Concen. Concen, +0.5
seina mandioca + 0.5 +0.7  met. +0.7 trado  +0.5 +0.7 metionina +  Aproteica
Andlise metio- lisina lisina metioni- lisina 0.7 lisina
nina na
Matéria seca 93.2 92.0 92.0 92.0 92.0 92.0 92.0 92.0 93.0 91.0
Estrato etéreo 8.0 9.2 9.0 9.0 9.5 9.3 9.0 8.8 9.1 78
Protefna 10.0 10.0 10.2 10.6 9.7 109 105 10.0 10.0 1.7
Cinzas 4.3 5.7 6.0 6.5 6.0 4.3 4.0 4.9 4.2 3.8
Fibra - 0.7 0.6 0.6 1.0 0.2 0.2 0.2 0.2 -

€ 'ON (9861 ‘IHENIILAIS) IAXXX TOA
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TABELA 6

" GANHO EM PESO, CONSUMO DE RAQ.&O, CONSUMO DE PROTEINAS, PER, DIGESTIBILIDADE, NPU,

VALOR BIOLOGICO, PARA CADA UMA DAS DIETAS

Peso Peso Ganho our per Consumo Consumo Digesti-
Dietas inicial  final da de peso racdo proteico PER NPU bilidade VB
® ® (® (8 ®
Folha mandioca 41.5 38.2 —3.35 136.6 13.6 —0.24 4.8 60.2 8.0
Folha + 0.5 metionina 40.9 56.9 16.0 200.0 20.4 0.78 23.9 53.9 44.0
Folha + 0.7 lisina 415 24.8 1.36 151.5 16.0 0.08 11.0 40.6 27.0
Folha + 0.5 metionina
+ 0.7 lisina 39.9 54.3 144 165.3 16.05 0.89 23.0 42.0 55.0

Concentrado folhas 39.6 324 —17.18 114.0 124 —0.57 8.54 48.5 18.0
Concentrado + 0.5 metio-

nina 39.2 47.3 8.05 139.9 14.6 0.55 23.8 37.9 63.0
Concentrado + 0.7 lisina 39.7 35.3 —4.47 102.1 10.5 —0.42 16.0 28.9 55.0
Concentrado + 0.5 metio- ‘

nina + 0.7 lisina 38.3 52.1 13.7 156.7 16.6 0.82 24.5 38.0 64.0
Caseina 38.8 112.9 74.0 250.0 24.9 2.97 67.8 95.5 71.0
Aproteica 441 35.0 —9.1 1155 1.9 - - - -
PER = Protein efficiency ratio.
NPU = Net protein utilization.
Digest. = Digestibilidade.
VB = Valor bioldgico.
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revelou nenhuma alteracio em comparacdo com os 6rgdos dos animais
que receberam a dieta caserna.

Portanto, essa perda de peso dos animais nao foi devida 4 presenca de
fator téxico na folha ou no concentrado proteico da folha de mandioca.

Embora, a fortificagio com metionina, e metionina mais lisina, aumen-
tasse o valor nutricional da protefna, tanto da folha como do concentrado
de folha, esse resultado ndo foi tio bom quanto os obtidos com os concen-
trados de Pereskia (14). A digestibilidade foi muito baixa comparada com
o valor de 50 a 799 /o reportado para concentrados de outras fontes.
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SUMMARY

STUDY OF MANIOC LEAF PROTEIN CONCENTRATE. OBTENTION,
CHEMICAL ANALYSIS AND AMINO ACID SUPPLEMENTATION

The purpose of this work was to prepare a manioc leaf protein concentrate
introducing some new procedures on the known methods developed by other
authors.

Chemical composition and biological quality (PER, Digestibility, NPU and BV) of
the protein content were measured for diets prepared with leaf protein concentrate
and leaf. Histological studies were carried out-in some organs.

The protein concentrate and the powdered leaves were supplemented with
methionine and lysine, alone and combined.

The protein content (N x 6.25) of the concentrate and the leaf was 340 /o and
25,20 /o, respectively.

Addition of either methionine or lysine alone did not improve the growth of the
rats. A better response was obtained when both methionine and lysine supplemented
the test materials as indicated by the biological criteria, protein efficiency ratio (PER)
true digestibility (TD) and biological value (BV).

Histological tests for the organs examined, proved to be normal.
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