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RESUMO. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de obter
um produto protéico e avaliar o seu valor biol6gico visando o
consumo humano e/ou animal. Para isso foram utilizadas folhas de
mandioca como matéria prima protéica ndo convencional. Produziu-
se um isolado protéico dessas folhas liofilizado, desengordurado e
despigmentado (IPFM). Esse foi misturado & caseina para hidrélise
e ressintese enzimaética das proteinas (Reacdo de plasteina) e, assim,
foram obtidos os produtos plasteinas precipitada (PP) e sobrenadante
(PS). Os teores protéicos determinados foram de 64,39% na PS,
61,36% na PP e 51,97% no IPFM. Os resultados das determinages
daatividade do inibidor de tripsina revelaram um decréscimo de 41%
da atividade do inibidor na PP, sugerindo que o tratamento térmico
empregado para a inativagdo da enzima pode ser suficiente para a
inativacdo parcial doinibidor, ou ainda, sugerindo que a dilui¢do com
acasefnadiminui oinibidor. Foi avaliada acomposi¢do aminoacidica
dos produtos, mostrando resultados satisfatérios de acordo com os
padrdes estabelecidos. Os resultados obtidos neste trabatho permitiram
as seguintes conclusdes: -A utilizagdo de fontes ndo convencionais
deve ser estimulada, principalmente, quando as proteinas destas
fontes ndo convencionais apresentam-se comum perfil aminoacidico
quepode serutilizado paraa complementagfo do teor de aminoicidos,
em alimentos com deficiéncia em aminodcidos essenciais; -Os
produtos protéicos obtidos pela reagdo da plasteina apresentaram
teores satisfatorios de protefna; perfis aminoacidicos compativeis
com as recomendagdes FAO/OMS/UNU (1985), havendo
complementagdo dos aminodcidos entre as duas fontes utilizadas; -
A reagio de plasteina pode ainda ser utilizada no processamento de
alimentos, caso o processo seja adaptado e controlado em escala
industrial. Uma destas utilizagdes seria, a eliminagfio de componen-
tes responsdveis pelo sabor amargo e odor estranho de determinados
produtos. Uma outra utilizag#o, seria na descoloragio de produtos 4
base de protefna.

Palavras-chave: Plasteina, folha de mandioca, proteina modificada,
perfil aminoacidico.

INTRODUCAO

Fontes ndo convencionais de proteinas tanto para ragdes
animais como para consumo humano tém sido estudadas
visando obter alimentos de boa qualidade com maior acesso
a0s consumidores (1).

Uma das alternativas vidveis para obtengio de alimentos

SUMMARY. Nutritional evaluation of protein quality of cassava
leaf combined with casein by plastein reaction. The present work
was conducted to obtain a proteic product and to evaluate its biological
value in order to be used for human and/or domestic animal
consumption. Thus, it were used cassavaleaves as anon conventional
source of protein. It was produced a freeze-dried, fat-free and
colourless proteic isolated from those leaves (CLPI). This was mixed
with casein and after the mixture as enzimatically hydrolized and re-
synthesised (Plastein reaction) to obtain a precipitated (PP) and a
soluble plastein (SP) fractions. The protein contents observed were
64.39% (PS), 61.36% (PP) and 51.97% (CLPI). Trypsin inhibitor
activities values showed a 41% reduction in the PP fraction sugesting
thatthe heat treatment used to inactivated the enzyme also inactiveted
partially the inhibitor or the reduction was due to the casein dilution.
The aminoacid composition of the frations obtained showed values
close to the standards stablished.It can be concluded: - the utilization
of non-conventional source should be stimulated when the proteins
from thoses sources have an aminoacidic profile that allow them to
be used as an amino acid supplementation in food with low level of
essential amino acids; - the fractions obtained by the plastein reaction
showed satisfactory protein contents and their amino acid profiles
were comparable with the FAO/OMS/UNU (1985) recommendations;
- the plastein reaction can be utilized in food processing, after
industrial scale adaptation remove compounds responsible to bitter
taste, fetidness and to discolour protein products.

Key words: Plastein, cassava leaves, modified protein, aminoacidic
profile.

ndo convencionais € a utilizacdo da reacdo da plasteina. Esta
reagio € um método enzimdtico utilizado para modificagio de

1. Parte de tese apresentada ao Departamento de Quimica, Universidade
Federal de Vigosa, pelo primeiro autor, como exigéncia para obtengio do
grau de Magister Scientiae em Agroquimica.
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proteinas, com o qual se pode corrigir mediante suplementagao
o teor de aminoécidos limitantes em determinada proteina.
Também, pode ser utilizada para melhorar os aspectos
organolépticos como aroma e sabor de alimentos, aspectos
estes que tém limitado a introdugdo e aceitagdo de novos
alimentos (2).

A obtengdo da plasteina é baseada no processo de
alongamento das cadeias peptidicas a partir de hidrolisados
parciais de proteina de diferentes origens. Desta forma
possibilita a incorporagdo de aminodcidos esterificados as
cadeias protéicas, para posterior sintese de protefnas com
melhor valor nutricional denominadas plasteinas.
Resumidamente, a metodologia envolve extragdo e hidrélise
enzimética parcial de proteinas de origens diferentes para
posterior ressintese ou alongamento do hidrolisado (3).

Jham et alii (4) observaram que € possivel substituir até
6,5% do teor de nitrogénio fornecido pela farinha de soja por
um concentrado protéico de folhas de mandioca sem alterar
o desempenho de pintos de corte até os 21 dias de idade.
Ravindran e Ravindran (5), analisando a composigio
nutricional da folha de mandioca, notaram varia¢des quando
as folhas eram separadas de acordo com o estddio de
maturidade. A andlise dos teores de aminodcidos revelou que
as folhas de mandioca s&o ricas na maioria dos aminoécidos
essenciais, com excegdo da metionina e fenilalanina. Apés
maturagdo foliar, houve uma tendéncia de diminuir a
concentragio destes aminodcidos.

Rosas-Romero e Baratta (6) demonstraram que o concen-
trado protéico de folha de mandiocareduziu o peso corporal de
ratos quando utilizado puro na dieta. Utilizando a reacio de
plasteina (caseina e protefnas da folha de mandioca) para
melhorar a qualidade das proteinas foliares da mandioca, foi
observado um aumento no conteido de proteina de 47 para
90%, ¢ valores de quociente de eficiéncia protéica (PER) e
quociente de eficiéncia liquida protéica (NPR) similares aos
observados com dieta controle a base de caseina.

Sheen (7), comparando propriedades funcionais e quimi-
cas de concentrados protéicos de folhas de alfafa, soja, beterraba
e tabaco, verificou haver vantagens no uso de proteinas
vegetais na alimentag¢io humana e, ainda, permitindo o total
aproveitamento da biomassa vegetal num processo vidvel
economicamente. Nas folhas de alfafa, além do teor adequado
de proteinas, encontra-se ainda um residuo fibroso que auxilia
nadigestdo. A mesma utilizagdo se aplicaas folhas de beterraba
e soja que, como as folhas de alfafa, sfo, em geral, utilizadas
apenas como adubo orgéanico (7).

O presente trabalho utilizou a reagdo da plasteina para
modificar as proteinas da folha da mandioca com caseina para
aobteng¢do de um produto protéico e avalid-lo nutricionalmente
para fins de utilizagdo como insumo alimentar.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do isolado protéico da folha de mandioca

Foram colhidas, aleatoriamente, folhas das plantas nas
regiGes basal, mediana e apical com pecfolo e, em seguida,
acondicionadas em sacos pldsticos para transporte.
Imediatamente ap6s, em laboratério, as folhas foram lavadas,
retirados os peciolos, limbos foliares picados e colocados em
copo de liquidificador com 4gua destilada na proporgao de
1:10 (p/v) para triturag@o por cinco minutos. A parte fibrosa
foi separada por coagem em dessorador de nylon e descartada.
Do volume final obtido do filtrado, foi adicionado 30% de
etanol para precipita¢do das proteinas. Em seguida, o material
foi centrifugado por quinze minutos, a 10.240 x g. O precipi-
tado foi separado, congelado e liofilizado. O rendimento de
proteina a partir de folhas de mandioca foi de 0,70%.

Para despigmentag@o e desengorduramento, o precipitado
liofilizado foi acondicionado em aparelho de Soxhlet, onde foi
submetido alavagem com acetona/dlcool napropor¢aode 1:1,
por oito horas. Ap6s, o material foi triturado em moinho para
homogeneizagfo do isolado protéico de folha de mandioca
(IPMF) e acondicionado em frasco préprio para posterior
hidrélise enzimadtica.

Hidrélise e ressintese de proteinas

O IPMF foi misturado com caseina na propor¢dode 1:1 e
dissolvidos em solugdo tampéo fosfato de sédio, pH 7,5, na
propor¢ao de 1:10. Em seguida foi adicionado pancteatina a
4% do substrato (8). A hidrélise foi conduzida sob agitagdo a
37°C, por seis horas e, ap6s, aquecido em banho-maria a 75°C
por dez minutos para completa inativagdo da enzima. Apés
resfriamento, foi feita centrifugagdo a 10.240 x g por quinze
minutos. O sobrenadante foi congelado e liofilizado para
posterior utilizagdo no processo de ressintese. O precipitado
foi descartado.

O material sobrenadante liofilizado foi dissolvido em
solucio a 40% (p/v em relagdo ao hidrolizado) de tampao
fosfato de sédio, pH 5,5. Em seguida, foi adicionado 2% de
pancreatina (p/v em relago ao substrato). A mistura foi
deixada em repouso a temperatura ambiente sem agita¢do por
24 horas. Apés este perfodo, a mistura protéica foi precipitada
com solugdo hidroalcodlicaa30% e, em seguida, centrifugada
por quinze minutos a 10.240 x g.

O sobrenadante e o precipitado, foram congelados e
liofilizados, obtendo-se assim a plasteina precipitada (PP) e a
plasteina sobrenadante (PS) de acordo com metodologia des-
crita por Yamashita et alii (9).

Determinacao dos teores de proteina

Foram determinados os teores protéicos do IPMF, PP e PS
pelo método semi-micro de Kjeldahl, com trés repetigdes,
conforme metodologia descrita no A.O.A.C. (10).

Dosagem de inibidor de tripsina

Foram determinadas as atividades dos inibidores de tripsina
no IPMF e nas fragdes PP e PS pelo método de Kakade et alii
(11).
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Analise de aminoacidos

Os amino4cidos foram dosados em analisador automatico
de aminodcidos, Perkin-Elmer, Mod. 034, a partir dos
hidrolisados obtidos por hidrélise 4cida, segundo técnica
recomendada por Spackman et alii (12) .

Determinagio de triptofano
Foram determinados os teores de triptofano no IPMF, PP
¢ PS utilizando-se o método de Villegas & Mertz (13).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores protéicos observados no IPMF, PP, PS e caseina
¢ os resultados da atividade de inibidor de tripsina estdo na
Tabela 1.

TABELA 1

Teores protéicos e atividades de inibidor de tripsina (TUI)
Caseina IPFM!  Pp2 ps3
Teor protéico (%) 76,05 5197 61,36 64,39
TUI4 93,70 55,30 86,10

1. Isolado protéico da folha de mandioca
2. Plastefna precipitada

3. Plastefna sobrenadante.

4. Unidade de inibidor de tripsina

A avaliagdo do IPMF obtida no presente trabalho pela
andlise quimica mostrou um rendimento protéico de 51,97%,
resultado comparavel aos obtidos por Chaves (14). As folhas
e a parte superior da planta (folhas + talo) apresentaram
contetido protéico significativamente mais alto que o caule
14).

A aplicacio da reagdo da plasteina no IPMF combinado
com caseina, resultou em uma PS com 64,39% de proteina e
uma PP com 61,36% de proteina. Estes resultados n#o s&o
totalmente concordantes com os obtidos por Miranda et alii
(15)que ao trabatharem com isolado protéico de sojae caseina
utilizando, também, pancreatina como enzima hidrolitica e de
ressintese, obtiveram maior rendimento na PP (71,17%) e
menornaP$S (63,70%). O isolado obtido com folhade mandioca
apresentou menor capacidade de ressolubilizagéo e, portanto,
ficou com teor protéico mais alto na PS pela predominénciade
pequenos peptideos ndo combinados. Estes resultados
concordam com os de Forato (16), que também obteve maior
rendimento protéico para PS do que para PP.

Os resultados da atividade do inibidor de tripsina foram
reduzidos apds a reagfo de plasteina em 41,0% na PP em
relagZio ao IPMF. Por outro lado, na PS, aredugdo daatividade
do mesmo inibidor foi de apenas 8%. Rosas-Romero (6),
comparando a composigdo do concentrado protéico da folha
damandioca e de uma plasteina obtida destas mesmas folhas,
observou apds a reagdo da plasteina, um aumento de 90% na

concentragdo da proteina, redugéo significativa no contetido
de tanino, completa eliminagio do HCN e diminuic¢do na
atividade do inibidor de tripsina, ficando essa atividade em
nivel de detecg¢@o bem abaixo do méaximo aceitdvel em protei-
nas origindrias de folhas.

A Tabela 2 mostra a composi¢io aminoacidica do IPMF,
PP e PS, bem como da proteina padrio caseina.

TABELA 2
Composigdo aminoacidica (mg %) da caseina, isolado
protéico da folha de mandioca (IPMF), plasteina
precipitada (PP) e plasteina sobrenadante (PS)

Aminoécidos Casefna IPMF PP PS

Arginina —_— 3,57 2,45 2,52
Lisina 6,99 3,10 3,98 3,30
Histidina 2,46 1,14 1,22 1,30
Acido glutdmico 18,87 5,62 10,21 9,35
Acido aspartico 6,16 5,10 394 4,10
Fenilalanina 4,50 3,10 2,23 2,97
Tirosina 4,95 2,44 1,80 7,56
Triptofano 1,000 004 031 0,43
Treonina 3,67 2,51 2,21 2,25
Serina 5,10 2,54 3,73 2,99
Alanina 2,61 3,15 1,72 1,96
Valina 5,67 3,96 4,02 4,10
Leucina 8,13 5,02 4,54 4,77
Isoleucina 4,30 2,42 2,42 2,51
Metionina 2,28 1,35 1,23 1,51
Prolina 9,55 3,14 5,23 4,45
Glicina 1,59 2,83 1,13 1,51

1. Valor obtido por Sgarbieri, (21)

Os resultados obtidos sdo comparaveis, com pequenas
variagdes, aos encontrados por Miranda et alii (17), quando
utilizaram hidrolisados enzimaticos de proteina de soja e
caseina, para determinar o perfil aminoacidico destes
hidrolisados. A partir dos hidrolisados obtidos prepararam
plasteinas e verificaram a interagdo entre os hidrolisados
através do acompanhamento do perfil em aminoacidos das
plasteinas obtidas em relacdo aos hidrolisados de origem.
Concluiram que as misturas de hidrolisados para obtengéo de
plastefnas devem ser calculadas de acordo com a constitui¢io
aminoacidica desejada para o produto.

No presente estudo foi utilizado uma mistura na proporgao
de 50/50 (caseina + IPMF ) e evidenciamos um resultado em
que o perfil aminoacidico das plastefnas se apresenta bem
superior em quase todos os aminodcidos essenciais ao isolado
protéico da folha da mandioca. Grande melhoria pode ser
notada principalmente no valor do 4cido glutdmico, com 60%
de aumento em relag8o ao isolado, e na tirosina, obtendo-se
um valor superior ao padrio caseina.

Na hidrélise de substratos comumente usados em
formulagdes nutricionais, especialmente caseina, umamistura
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de exo e endopeptidases ¢ frequentemente usado. Em geral,
enzimas purificadas ndo provém um perfil de peso molecular
que é compativel com formulagdes, sem o uso de ultrafiltragdo.
Solugdes enzimdticas puras sdo limitadas em sua capacidade
de hidrélise (18). Portanto, apesar da melhoria do perfil
aminoacidico em grande parte dos aminidcidos, talvez esta
seja a explicagdo para as diferencas nas misturas de PP ¢ PS,
em alguns casos inferiores a IPMF.

E sabido que as proteinas das folhas e da parte aérea da
mandioca apresentam boa qualidade, ou seja, um bom perfil
aminoacidico, com deficiéncia apenas de alguns sulfurados,
principalmente de metionina mas com teores elevados de
lisina.

Yeoh e Chew; Montaldo citados por Carvalho e Kato (1),
compararam a composi¢do em aminoéciddos das folhas e da
parte aérea da mandioca, capim elefante, capim guiné e soja,
e registraram a superioridade da folha da mandioca com
relacdo 4 maioria dos aminodcidos essenciais. O teor relativa-
mente alto de lisina na folha de mandioca, possibilitou a
formulagdo de dieta, nas quais a parte aérea da folha entra
como suplementadora de aminoéacidos dos cereais, visando 4
obtencdo de melhor qualidade protéica.

O contelddo de aminodcidos essenciais da alimentagdo
deve seguir o padrdo sugerido pelo INFORME FAO/OMS/
UNU (19) que foi baseado nas necessidades de aminodcidos
essenciais para criancas pré-escolares, devendo ser utilizado
paraavaliar também os outros grupos, excetuando-se criangas
de menos de um ano de idade (20).

Na Tabela 3 foi comparado o perfil aminoacidico do
isolado protéico da folha da mandioca e das plasteinas, com as
recomendagdes em composi¢do aminoacidica para lactente,
pré-escolar,escolar e adulto (20).

TABELA 3
Comparagao de distribuigdes recomendadas das
necessidades de aminodcidos segundo a faixa etdria com a
composicdo de amino4cidos do isolado protéico da folha de
mandioca (IPFM) e das plasteinas precipitada (PP) e do
sobrenadante (PS)

Necessidades recomendadas (mg/g)* Valores observados (mg/g)

Amino4cidos Lactente Pré-escolar Escolar Adulto IPFM PS PP
Histidina 26 19 19 16 22 19 21
Isoleucina 46 28 28 13 47 38 41
Leucina 93 66 44 19 97 70 78
Lisina 66 58 44 16 60 62 63
Metionina +

Cisteina 42 25 22 17 26 19 25
Fenilalanina +

Tirosina 72 63 22 19 60 35 48
Treonina 43 34 28 9 48 34 37
Triptofano 17 11 9 5 086 7 5
Valina 55 35 25 13 76 62 67

* Referéncia (19)

Observa-se que o perfil aminoacidico varia muito de
acordo com a faixa etdria, € que apesar doresultado indicar um

percentual mator de proteina na plasteina sobrenadante
(64,39%); a plasteina precipitada com menor percentual
protéico (61,36%) apresentou um perfil aminoacidico mais
adequado 4 comparagdo, porém, o isolado protéico da folhada
mandioca apresenta ainda melhor em composi¢io de
aminodcidos essenciais, em relagdo 4s plasteinas. Talvez este
resultado venha comprovar a necessidade de se obter uma
melhor solubilizagdo e, consequentemente, melhor
aproveitamento do isolado protéico, mostrando-se necessdrio
uma purifica¢do mais sofisticada da proteina isolada.

Para as diferentes fases da vida as quantidades recomen-
dadas s@o variaveis, e o perfil aminoacidico de referéncia é
encontrado nas proteinas de boa qualidade, geralmente de
origem animal. Entretanto, misturas de proteinas vegetais,
muitas vezes atingem padrdes aminoacidicos aceitaveis. Como
€ o caso das proteinas analisadas no presente estudo, que 4
excec¢do da metionina e fenilalanina, que continuaram como
aminodcido limitante para o lactente e pré-escolares, todos os
outros aminodcidos estdo compativeis com as recomendagdes,
tanto no isolado protéico quanto nas plasteinas.
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