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DIGESTIBILIDADE IN VITRO E IN VIVO DE PROTEINAS
DE ALIMENTOS: ESTUDO COMPARATIVO*

BRESUMO: O presente trabalho teve como objetivos de-
terminar a digestibilidade in vivo, gjustar equacfes para a
determinacgo da digestibilidade in vitro por meio de diferentes
métodos e verificar qual método desenvolvido para a
digestibilidade in vitro apresenta maior correlagdo com a
digestibilidade in vivo. Foram utilizadas as seguintes fontes
de proteina: carne de ra sem 0sso, carne de ra com 0sso,
carne de r& mecanicamente separada (CMS), carne bovina,
ovo em po, caseina, trigo, milho, soja convencional, soja
isenta deinibidor de tripsina Kunitz e de lipoxigenases (soja
KTI-LOX-), proteina texturizada de soja (PTS) efeijéo. Para
o célculo da digestibilidade in vitro foram utilizados os
valores de pH obtidos em 10 min (método 1) e 20 min
(Método 2) ap6s a adigdio da solugéo de enzimas e o do pH
estético (método 3), o0 qual mede o volume de NaOH adicionado,
necessario para manter em 8,0 o valor de pH da solugéo de
proteinas apds a adi¢ao da solugéo enzimética. No método
da queda de pH, as melhores equagdes foram obtidas com
os valores de pH obtidos apds 10 min da solugdo de enzimas.
Dessas equagoes, as que tiveram maiores valores de R? foram
confeccionadas sem a presenca de caseina. No método do
pH estético as equactes que permitiram melhor correlacdo
entre volumes de NaOH com digestibilidade foram aquelas
nas quais se usavam todas as fontes de proteina e aguela
em que ndo estava presente a caseina. O uso de técnicasin
vitro para a determinacdo da digestibilidade protéica traz
uma série de beneficios, pois requer menos tempo, é mais
barato e requisita de menos mao-de-obra e espaco fisico.

MPALAVRAS - CHAVES: Qualidade protéica; digestibilidade
in vitro; digestibilidade in vivo.

INTRODUCAO

Ao sefazer arecomendacdo de proteina para diferentes
grupos populacionais,® além da composi¢do aminoacidica
da alimentac&o, devem ser consideradas a quantidade total
de nitrogénio e a digestibilidade da mistura protéca® Uma
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mistura protéica de boa qualidade ou de alto valor biol6gico
é aguela que fornece quanti dades adequadas de aminoacidos
essenciais e nitrogénio total, além de boa digestibilidade.

A digestibilidade da proteina é determinada em funcdo
da fragdo do nitrogénio ingerido que o animal absorve. A
digestibilidade verdadeira é obtida pela diferenca entre o
nitrogénio ingerido e aquele que aparece nas fezes corrigido
pela quantidade de nitrogénio fecal excretado quando o
individuo consome uma dieta livre de proteina. °

Os alimentos de origem animal apresentam maior
digestibilidade que os de origem vegetal. O fato de os
alimentos de origem animal ndo conterem fibra alimentar
e fatores antinutricionais faz com que a velocidade de transito
intestinal seja mais lenta e, em conseqiiéncia, obtenha-se
maior absor¢do dos nutrientes.* Vérios fatores tém sido
identificados que interferem na digestibilidade, dentre es-
tes seincluem a presenca de componentes biol ogicamente ati-
vos, tratamento térmico e estrutura quimica da proteina.
Esses fatores afetam a digestibilidade da proteina, diminu-
indo a sua hidrdlise, tornando os aminoécidos menos dis-
poniveis para serem absorvidos pelo organismo.®

Todos os métodos de determinaco de digestibilidade
in vitro se baseiam em digerir a amostra com enzimas
proteoliticas em condic6es padronizadas. A diferenca esta
entre 0 nimero e a natureza das enzimas que se utilizam e
amedida fina a ser realizada.

A digestibilidade é estimada usando enzimas
proteoliticas que agem normalmente na digestao,
procurando-se imitar, inclusive, as condi¢des de pH ou de
acidez, caracteristicas do estébmago e do intestino onde a
digestdo das proteinas se processa.

O método desenvolvido por Mauron et al.*¢ é adaptado
como método oficial pela AOAC? para determinar a
digestibilidade de proteinas alimentares de origem animal.
Baseia-se em digerir a amostra com pepsina e determinar a
porcentagem de nitrogénio solubilizado. O método tem
sofrido numerosas modificacdes devido a sua baixa corrd agéo
com os ensaios biol 6gicos.

Os primeiros métodos de determinagédo da
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digestibilidade in vitro eram caros e de longa duragéo, o
que dificulta sua aplicacdo no controle de qualidade. Hsu et
al.,’? a respeito da correlagdo entre velocidade inicial de
protedlise e digestibilidade, desenvolveram um método rapido
e sensivel, baseado na medida de pH, para determinar a
digestibilidade de proteinas. Paraisto, é feita a digestéo de
uma suspensdo de amostras com uma solugdo
multienzimética (tripsina, quimotripsina e peptidase). A
diminui¢&o do pH, produzida pela digestéo enzimética das
proteinas, é registrada automaticamente durante 10 min.
Paralelamente determinou-se a digestibilidade in vivo das
mesmas amostras. A equagdo de regressdo obtida a partir
de ambos os valores permitiu predizer a digestibilidade. O
método é capaz de detectar o efeito do tratamento térmico
sobre a digestibilidade.

O presente trabal ho teve como objetivos determinar
adigestibilidade in vivo, gjustar equactes para a determinacéo
da digestibilidadein vitro por meio de diferentes métodos e
verificar qual método desenvolvido para a digestibilidade
in vitro apresenta maior correlagdo com a digestibilidade
in vivo.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios
de Enzimologia do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuéria (BIOAGRO) e Departamento de Nutrigdo e
Salide (DNS) da Universidade Federa de Vigosa (UFV) - MG.

Foram utilizadas as seguintes fontes de proteina:
caseina, carne de rd sem 0sso, carne de rd com 0sso, carne
de r& mecanicamente separada (CMS), carne bovina, ovo
em po, trigo, milho, feijdo, soja convencional, soja isenta
de inibidor de tripsina Kunitz e lipoxigenases (soja KTI-
LOX-) e proteina texturizada de soja (PTS).

Preparo das Amostras

Foi utilizada caseina comercia obtida da RHOSTER-
IndUstria e Comércio Ltda. Carne de ra sem osso foi obtida
retirando-se manualmente a parte éssea. Carne de rd com
0sso foi obtida triturando-se toda a ré sem a separacdo da
parte Gssea. Carne de rd mecanicamente separada (CMS)
foi obtida pela separagdo da parte 6ssea por meio de maqui-
na. Carne de r& sem 0sso, com 0sso, CMS e carne bovina
foram moidas e desidratadas. O ovo em p6 foi obtido por
meio de liofilizagdo. Trigo e milho foram adquiridos do
comércio de Vigosa-MG, na forma de farinha de trigo e
fubd, respectivamente. O feijdo utilizado foi da variedade
Pérola (Phaseolus vulgaris L.), cozido por 40 minutos em
panela de pressdo, seco em estufa e moido. Soja convencional
e linhagem de soja isenta de inibidor de tripsina Kunitz e
lipoxigenases (soja KTI-LOX-) foram submetidas a
tratamento térmico em calor seco de 89°C por 5 minutos.
Apbs aremogao das cascas, os gréos foram moidos obten-
do-se entdo uma farinha de soja. Proteina texturizada de
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soja (PTS) foi adquiridano comércio de Vicosa-MG e moida
para obtencdo de uma farinha.

O teor de proteina de cada amostra foi realizado pelo
método semimicro Kjeldhal, segundo AOAC.! No calculo
de conversdo do nitrogénio em proteinas foi utilizado o
fator 6,25.

Ensaio Bioldgico

Foram preparadas uma dieta aprotéica, uma dieta
de caseina (padréo) e as dietas testes, contendo as amostras
protéicas estudadas, conforme apresentado na Tabela 1.

A composi¢do das dietas foi baseada na AIN-93G,
segundo Reeves et al.,'® com o teor de proteinas aterado
para 9% a 10%. Ap6s o preparo, determinou-se o teor de
proteina de cada dieta, pelo método semimicro-Kjeldahl,
usando o fator 6,25 para a obtencdo do teor de proteina.t As
dietas foram acondicionadas em sacos de polietileno, devi-
damente rotulados e armazenados em refrigerador.

Animais

Foram utilizados 54 ratos machos, raca Wistar,
recém desmamados, com média de 23 dias de idade, peso
variando de 50 a 60 gramas, provenientes do biotério do
Centro de Ciéncias Biologicas e da Salde (CCB) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Os animais foram divididos em nove grupos com
seis animais cada, de modo que a média dos pesos entre 0s
grupos ndo excedesse a 5 g. Os ratos foram alocados em
gaiolas individuais, onde receberam &gua e suas dietas ad
libitum por 14 dias. Os animais foram mantidos em condi-
¢Oes de temperatura de 22 + 3°C e foi feito 0 monitoramento
do consumo alimentar semanalmente.

Digestibilidade Verdadeira

Para a determinacdo da digestibilidade, as dietas
foram marcadas com indigocarmin na propor¢do de 100
mg/100g e oferecidas aos animais no 7° e 13°dias. Asfezes
foram coletadas do 8° ao 14° dias em recipientesindividuais
para cada animal e mantidas sob refrigeracéo.

Ao término do experimento, as fezes foram secas
em estufa com circulagéo de ar a 105°C por 24 h. Em
seguida foram resfriadas, pesadas e trituradas em
multiprocessador para determinac8o da concentragdo de
nitrogénio, pelo método semimicro-Kjeldahl, com amostras
em triplicata

A digestibilidade verdadeirafoi calculada medindo
a quantidade de nitrogénio ingerido na dieta, a excretada
nas fezes e a perda metabdlica nas fezes, que corresponde
a0 nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica. Esta tltima
foi estimada pela quantidade de nitrogénio excretada pelos
ratos alimentados com a dieta livre de nitrogénio.

O célculo da digestibilidade verdadeira (DV) foi feito
de acordo com a seguinte equagao:
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(%) Digestibilidade = [I - (F-FK)] x 100/ |

I = Nitrogénio ingerido pelo grupo teste.
F = Nitrogénio fecal do grupo teste.
FK = Nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

Digestibilidade in vitro

Trés métodos foram analisados para ensaio de
digestibilidadein vitro, utilizando-se um sistema enzimatico
contendo as enzimas tripsina e pancreatina. As equages
obtidas foram usadas para correlacionar os estudosin vitro
com 0Os ensaios in vivo e, dessa forma, predizer a
digestibilidade.

O presente trabalho utilizou para a hidrélise da
solugéo de proteinas uma solug8o enzimética contendo as
enzimas tripsina (2,5 mg/mL) e pancreatina (1,6 mg/mL)
para os trés métodos. A solucdo enzimédtica foi preparada
antes de cada série de testes e mantida em banho de gelo.

Método descrito por Hsu et al.,*> com modificacBes (M étodo 1)

Baseia-se na correlagdo entre velocidade inicial de
protedlise e digestibilidade, medida através do pH, utili-
zando-se uma solucdo enzimética para digerir a amostra.
O método descrito por Hsu et al.*2 utiliza as enzimas tripsina,
quimotripsina e peptidase. O presente trabal ho utilizou para
a hidrolise da solucéo de proteinas uma solugdo enzimética
contendo as enzimeas tripsina e pancreatina.

Ajustou-se 0 pH de 50 mL da suspensdo protéicaem
agua destilada (contendo 6,25 mg de proteina/mL), para
pH 8, sob agitagdo, em banho-mariaa 37 °C. Cinco mili-
litros da solugdo enzimética foram, entéo, adicionados a
suspensdo protéica mantida em banho-maria a 37 °C. A
queda do pH foi medida ap6s a adi¢éo da solugdo enzimética,
apartir de 15 seg e posteriormente de 1 em 1 min, por um
periodo de 10 min, usando-se um potencidmetro da marca
Analion. A digestdo enzimaticafoi caracterizada pela queda
do pH 10 min ap6s adicdo da solugdo enzimética e gjuste
da equagdo que descreve a queda do pH versus tempo. A
gueda do pH apds 15 seg e 10 min e a equagao dos
parametros foram utilizados para descrever a correlagdio com
a digestibilidade verdadeira in vivo.

M étodo descrito por Saterlee et al.,* com modificagdes
(Método 2)

A técnica baseia-se na correlagdo entre velocidade ini-
cial de protedlise e digestibilidade, medida através do pH,
utilizando-se uma solucgdo enzimética para digerir a amos-
tra

O método descrito por Saterlee et al.?* usa as enzimas
tripsina, quimotripsina e peptidase. O presente trabalho uti-
lizou para a hidrélise da solugdo de proteinas uma solugéo
enzimética contendo as enzimas tripsina e pancreatina.

Ajustou-se 0 pH de 50 mL da suspenso protéicaem
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agua destilada (contendo 6,25 mg de proteina/mL), para
pH 8, sob agitagdo, em banho-mariaa 37 °C. Cinco mililitros
da solucéo enzimatica foram, entdo, adicionados a suspensdo
protéica mantida em banho-maria a 37 °C. Ap6s 10 min,
mais 5,0 mL de solugéo enzimética foram adicionados ao
sistema. E a queda do pH foi medida ap6s 20 min da
primeira adi¢do da solugdo enzimética, usando-se um
potencidmetro da marca Analion. A digestdo enzimética foi
caracterizada pela queda do pH ap6s 20 min da adicéo da
solucéo enzimatica e ajuste da equagdo que descreve a
queda do pH versus tempo. A quedado pH apés20 minea
equacdo dos parametros foram utilizadas para descrever a
correlagdo com a digestibilidade verdadeirain vivo.

M étodo descrito por Cruz,” com modificagdes (M étodo 3)

Foram utilizadas para a solugdo enzimatica as
enzimas tripsina e pancreatina. JA 0 método descrito por
Cruz 7 utiliza as enzimas tripsina, quimotripsina e
pancresatina.

Ajustou-se 0 pH de 50 mL da suspensdo protéicaem
agua destilada (contendo 6,25 mg de proteina/mL), para
pH 8, sob agitacdo, em banho-mariaa 37 °C. Cinco mililitros
da solugdo enzimética foram, entdo, adicionados a suspensio
protéica mantida em banho-maria a 37 °C. Em seguida foi
adicionado NaOH 0,1 N, em quantidade suficiente para
manter o pH em 8,0, independentemente do tempo de 10
min, desde que a queda de pH ndo variasse mais do que
0,03 unidade em 1 min. O fator 0,03 foi obtido através da
hidrolise da caseina, durante a queda do pH, entre o tempo
de 9 a10 min, pois a partir desse ponto adiferencade pH é
muito pequena, ndo sendo, portanto, significativa.” Poste-
riormente, mediu-se o volume de NaOH gasto durante o
teste. A digest8o enzimética foi caracterizada pelo volume
de NaOH 0,1 N gasto durante o teste e por uma equagdo
que descreve o volume de NaOH, requeridos para manter o
pH em 8. O volume de NaOH gasto durante o teste e a
equacdo dos parémetros foram utilizados para descrever a
correlagdo com a digestibilidade verdadeirain vivo.

Equactes de digestibilidade in vitro

Para os trés métodos, varias combinagdes das amostras
foram analisadas, verificando, dessa forma, ainterferéncia
do tipo de fonte protéica na digestibilidade da proteina. Para
cada método, a digestibilidade in vitro foi comparada: @) a
digestibilidade verdadeira de todas as amostras; b) a
digestibilidade verdadeira de todas as amostras, exceto a
caseing; c) a digestibilidade verdadeira das amostras de pro-
teinas vegetais e d) a digestibilidade verdadeira das amos-
tras de proteinas de origem animal.

Para 0 método 1, adigestibilidade verdadeira foi des-
critaem funcdo da queda de pH das amostras coletadas apds
10 min da solugéo de enzimas. Para 0 método 2, com modi-
ficacOes, a digestibilidade verdadeira foi descrita em fun-
¢do da queda de pH das amostras coletadas apds 20 min da
solucdo de enzimas. Para 0 método 3, a digestibilidade ver-



dadeirafoi descrita em fungdo do volume de NaOH 0,1 N
gasto para manter em 8,0 o pH da solucdo de proteinas
ap0s a adicdo da solugdo enzimatica.

Delineamento estatistico

Procedeu-se a andlise estatistica (ANOVA) para a
determinacdo do valor de F. Para valores significativos, uti-
lizou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade, para com-
paracdo entre as médias. Para a obtencéo das equagtes de
digestibilidade in vitro foi utilizada a regresséo ndo-linear.

RESULTADOSE DISCUSSAO
Digestibilidade verdadeira

A digedtibilidade é a medida da percentagem das
proteinas que sdo hidrolisadas pelas enzimas digestivas e
absorvidas, naforma de aminoé&cidos ou de qualquer outro
composto nitrogenado, pelo organismo.’¢ Os valores obtidos para
adigestibilidade in vivo das amostras estudadas variaram
entre 71,76% (soja convencional) e 93,37% (carne de ra

sem 0ss0) (Tabela 2). A digestibilidade verdadeira encontra-
danacarne de rd sem 0sso e para caseina foram superiores,
porém nao diferiram (p>0,05) dos valores obtidos na
digestibilidade da CM S (92,57%), carne bovina (92,38%)
e carne de rd com 0sso (91,01%). Das proteinas de origem
animal, a que apresentou menor digestibilidade foi a do
ovo em pd (90,13%), néo diferindo, porém, em nivel de 5% de
probabilidade, das digestibilidades de CMS (92,57%), carne bo-
vina (92,38%), carne de rd com 0sso (91,01%) e trigo (89,44%).

As proteinas de origem animal apresentaram maiores
valores de digestibilidade verdadeira que as de origem
vegetal, possivelmente devido a auséncia de fatores
antinutricionais, os quais sabidamente contribuem para
diminuir a digestibilidade em alimentos de origem vegetal .
Segundo Cassidy, ° fontes vegetais de proteinas podem
diferir de fontes de origem animal dentro de condicdes de
digestibilidade, composi¢do de aminoéacidos e presenca de
fatores antinutricionais.

A digestibilidade verdadeira do trigo (89,44%) foi a
maior encontrada entre as proteinas de origem vegetal,
diferindo das outras proteinas vegetais (p<0,05). Entretanto,
nao diferiu (p>0,05) das proteinas de origem animal carne
de ré com 0sso e ovo em po.

Tabela2 - Médias da digestibilidade protéicain vivo das amostras de proteina estudadas.

Fontes de Proteina

Digestibilidade Verdadeira (%)

Caseina comercial

Carne de ra sem 0sso desidratada

Carne de ra mecanicamente separada desidratada

Carne bovina desidratada

Carne de rd com 0sso desidratada
Ovo em po liofilizado

Trigo (farinha de trigo)

Proteina texturizada de soja

Milho (fubd)

Farinha de feijéo Pérola cozido e seco
Farinha de sojaKTI-LOX-

Farinha de soja

93,33 a
93,37a
92,57 ab
92,38 ab
91,01 abc
90,13 bc
89,44 c
86,41d
82,38 e
78,70 f
74,26 g

71,76 g

Os resultados sdo médias de seis repeticoes.

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Digestibilidade in vitro

Curvas de digestibilidade em funcéo da queda de
pH (medido a 10 min)-Método 1

Para a el aboracéo das equacgtes de digestibilidade
in vitro foram anotados os valores de pH observados
em 10 min ap6s a adi¢éo da solucdo de enzimas. Esses
valores foram correlacionados com as respectivas
digestibilidades in vivo das amostras, sendo escolhido
0 melhor modelo matemético para descrever o sistema.

As equacOes elaboradas a partir de vaores de pH
medidos ap6s 10 min da solugdo de enzimas estdo mostra-
das na Figura 1.

Na Figura 1A esta a equagdo obtida usando os da-
dos de digestibilidade in vivo e queda de pH de todas as
fontes protéicas. A equagéo obtida é polinomial e possui
um R? de 52,63%. Na Figura 1B foram utilizadas todas as
fontes de proteina, com excegdo da caseina, obtendo-se,
assim, uma equagdo com R? de 79,04%. Ja na Figura 1C
estdo somente as proteinas de origem vegetal, as quais
permitiram a obtencdo de uma equagdo polinomial de
digestibilidade em funcdo de pH com um valor de R? de
81,78%. As equagdes obtidas nas Figuras 1B e 1C foram

(A) Dpigestibilidade x pH

Digestibilidade (¢

< 100
PR ,___,..____.__’\&)
[
=l
= 809 oD =-32841pH? + 434,01pH - 1337,7
2 40 R? = 0,5263
1%}
“9’) 20
o 0 ‘
6 6.3 6,6 6,9 7.2 7.5
pH
(C) bigestibilidade x pH
o 100
3 80 M
®©
k=l
= 60 %D = -122,53pH2 + 1725,3pH - 5986,7
= 40 R2=0,8178
1%}
% 20
o 0
6.8 7 7.2 7.4
pH

as que melhor explicaram o comportamento da queda de
pH apds 10 min, em fungdo da digestibilidade in vivo. A
equacdo obtida pela Figura 1D, na qual foram utilizados
somente dados de proteinas de origem animal, foi a que
permitiu pior ajuste, com um valor de R? de 19,86%, sen-
do, entdo, a equacdo que menos explicou 0 comportamen-
to da digestibilidade in vitro em relagdo aos valores de
digestibilidade in vivo. 1sso pode ter ocorrido devido ao
fato de os valores de digestibilidade das proteinas de ori-
gem animal serem muito proximos e, ao se medir aqueda
de pH, os valores encontrados diferirem em fonte protéica.

O fato da equagéo obtida na Figura 1A possuir bai-
xo0 valor de R? deve estar associado a grande queda de pH
obtida na caseina, sendo bem abaixo do valor de pH encon-
trado nas outras amostras. Portanto, esse ponto ficou muito
distante dos demais, 0 que comprometeu o comportamento
da equacgdo. Nas equacles obtidas nas Figuras 1B e 1C, o
fato dos valores encontrados na caseina ndo serem usados
permitiu melhores ajustes das equagdes. Os valores de
digestibilidade in vitro encontrados a partir das equactes
obtidas nas Figura 1A, 1B e 1C, comparados com oS res-
pectivos valores de digestibilidade in vivo, estéo apresenta-
dos na Tabela 3.

(B) pigestibilidade x pH

100

80 “’.‘.—-—.\
60 4 9D =-230,65pH? + 3270,9pH - 11505
40 R2 =0,7904
20
0+ ‘ ‘ ‘ ‘
6.8 7 7.2 7.4 7.6
pH
(D) Digestibilidade x pH
.. 100 _ PPN
2 80
©
T 60
2 40 %D = -1,0813pH + 100,06
g R? = 0,1986
o 20
a
0 ‘
6 6.5 7 7.5
pH

FIGURA 1 - Curva de digestibilidade in vitro elaborada a partir da queda de pH (Método 1) e da
digestibilidade in vivo de todas as proteinas estudadas (A), de todas as proteinas estudadas, exceto a
caseina (B), proteinas de origem vegetal (C), das proteinas de origem anima (D). Cada ponto

representa a média de sei's repeticoes.
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Pode-se observar que os valores de digestibilidade
in vitro obtidos pelas equactes 2 e 3 estéo mais proximos
daqueles de digestibilidade in vivo. Com relagdo a
digestibilidade in vitro das proteinas de origem animal, a
equacdo 2 foi a que permitiu valores mais proximos quando
comparada com a digestibilidade in vitro. Ja para as
proteinas de origem vegetal, embora a equacdo 2 tenha
possibilitado bons resultados, a equagéo 3 foi aque levou a
obtencdo de resultados mais proximos entre as
digestibilidades in vivo e in vitro.

Curvas de digestibilidade em funcdo da queda de pH
(medido a 20 min)-M étodo 2

Para a elaboracdo das equagdes de digestibilidadein
vitro foram anotados os valores de pH observados 20 min
apos a adicdo da solugdo de enzimas. Esses valores foram
correlacionados com as respectivas digestibilidades in vivo
das amostras, sendo escolhido o melhor model o matemético
para descrever o sistema.

Asequagles elaboradas a partir de valores de pH

Tabela3 - Vaores de digestibilidadein vitro cal culados para cada uma das equages a 10 e 20 min (Métodos 1 e 2).

Digestibilidade in vitro

Fontes de Digestibil Flade Método 1 Método 2
Proteina -\/er.dade| a Todasas  Sem Prot. Todasas  Sem Prot.
in vivo (%)
amostras’ Caseina® Vegetais® amostras® Caseina® Vegetais®
Caseina 93,33 92,24 - - 92,64 - -
Carnedera 93,37 85,83 89,89 - 87,51 89,83 -
Sem 0sso
CMS 92,57 86,26 90,53 - 85,82 88,52 -
Carne 92,38 90,90 89,84 - 90,71 89,68 -
bovina
Carnedera 91,01 84,69 88,58 - 84,73 87,33 -
COM 0SS0
Trigo 89,44 87,60 91,14 85,85 86,17 88,85 83,32
PTS 86,41 93,21 90,19 86,58 93,19 85,37 85,38
Milho 82,38 90,63 83,82 84,55 90,45 89,86 85,72
Feijéo 78,70 80,02 80,24 77,72 82,80 84,65 80,18
Pérola
SojaKTI- 74,26 76,63 72,03 72,49 75,63 70,30 71,53
LOX-
Soja 71,76 77,63 74,61 74,11 78,96 77,66 75,80

1 %D = -32,841pH2 + 434,01pH
29%D = -230,65pH2 + 3270,9pH
39D =-122,53pH2 + 1725,3pH
49D = -29,623pH2 + 384,14pH

- 1337,7 (R2 = 0,5263).
- 11505 (R2 = 0,7904).
- 5086,7 (R2 = 0,8178).
-1149,2 (R2 = 0,4851).

56D = -171,80H2 + 2398pH - 8277,6 (R2 = 0,6441).
696D = -76,947pH2 + 1060,1pH - 3565,4 (R2 = 0,6808).
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medidos apds 20 min da solucdo de enzimas estdo mostradas
na Figura 2.

Na Figura 2A esta a equacdo obtida usando os dados
de digestibilidade e queda de pH de todas as fontes protéicas.
A equacéo obtida € polinomial e possui um R? de 48,51%.
Na Figura 2B foram utilizadas todas as fontes de proteina,
aexcegdo da caseina, obtendo-se, assim, uma equagdo com
R? de 64,41%. Ja na Figura 2C estdo somente as proteinas
de origem vegetal, as quais permitiram a obtenc&o de uma
equagdo polinomial de digestibilidade em funcéo de pH com
um valor de R? de 68,08%. As equages obtidas nas Figuras
2B e 2C foram as que melhor explicaram o comportamento
da queda de pH apds 20 min em funcdo da digestibilidade
in vivo.

A equagdo obtida pela Figura 2D, naqual se utilizaram
somente os valores de proteinas de origem animal, foi a
que permitiu o pior gjuste, com um valor de R? de 16,15%,
sendo, entéo, a equacdo que menos explicou 0 comporta-
mento da digestibilidade in vitro em relagdo aos valores de
digestibilidadein vivo. Isso pode ter ocorrido devido ao fato
de os valores de digestibilidade das proteinas de origem
animal in vivo serem muito proximos e de, a0 medir a queda
de pH, os valores de pH encontrados em cada fonte protéica
terem diferido, devido as caracteristicas tamponantes de cada
fonte protéica. Hsu et al.'? ressalta que substancias
tamponantes podem interferir nos resultados obtidos de
digestibilidade in vitro pelo método de queda de pH.

Como o observado para o método 1, as equagdes de
digestibilidade in vitro confeccionadas com valores de pH

(A) Digestibilidade x pH

g 120
o 100
E 80 4 0'“"'&.‘_,
= 60 04D =.29,623pH? + 384,14pH - 1149,2
2 40
= R? = 0,4851
o 20
(=2}
a 0 r T )
6 6,5 7 7,5
pH
(C) Digestibilidade x pH
£ 100
2 80 —t—
©
- 60 ”
£, | %D=-76,947pH¢ + 1060,1pH - 35654
2 R? = 0,6808
o 20
(]
o 04 ; ‘ ‘ ‘
(a)
6,6 6,8 7 7.2 7.4
pH

Digestibilidade (%)

coletados apds 20 min, usando-se a caseina, proporcionou
pior gjuste (Figura 2A).

Os valores de digestibilidade in vitro encontrados a
partir das equacOes obtidas nas Figuras 2A, 2B e 2C, com-
parados com os respectivos valores de digestibilidadein vivo,
estdo apresentados na Tabela 3.

Ao comparar as equagdes obtidas a 10 min (Método
1) e a 20 min (Método 2), pode-se observar que agquelas
feitas apartir de dados de pH coletados apds 10 min foram
as que permitiram obter valores de digestibilidade in vitro
mais proximos aos de digestibilidade in vivo, independen-
temente da presenca ou auséncia de caseina. Pode-se notar
que as digestibilidades in vitro cal culadas pelas trés equactes
levaram a obtencdo de valores mais distantes da
digestibilidade in vivo que aqueles calculados pela equacdes
de queda de pH ap6s 10 min.

M étodo do pH estéatico (M étodo 3)

Para a determinacdo da digestibilidade in vitro pelo
método do pH estético, foi medido o volume de solucdo de
NaOH 0,1 N necessério paramanter en 8,0 o pH da solugdo
de proteinas ap0s a adicéo da solugdo de enzimas, indepen-
dentemente do tempo.

As equagOes obtidas pelas Figuras 3A e 3B foram as
gue permitiram a obtengdo de melhores gjustes com valores
de R? de 84,98 e 83,78%, respectivamente. Para a obtencéo
da equagdo da Figura 3A, foram utilizadas todas as fontes
protéicas e para a equagdo da Figura 3B, todas as proteinas,

(B) Digestibilidade x pH

100
80 3
60 %D = -171,8pH? + 2398pH - 8277,6
40 R? = 0,6441
20
0+ ; ; ; ‘
6,6 6.8 7 7.2 7.4
pH
(D) Digestibilidade x pH
g 100 4 ——
2 80 M
3 %D =-0,9415pH + 98,991
= 2 =
= 40 R2 = 0,1615
@ 20
= : ‘
[a)]
6 6,5 7 7,5
pH

FIGURA 2 - Curva de digestibilidade in vitro elaborada a partir da queda de pH (Método 2) e da
digestibilidade in vivo de todas as proteinas estudadas (A), de todas as proteinas estudadas, exceto a
caseina (B), proteinas de origem vegetal (C), das proteinas de origem animal (D). Cada ponto repre-

senta a média de seis repeticoes.
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aexcegdo da caseina. As equagdes que menos explicaram o
comportamento da digestibilidade em funcéo do volume de
NaOH 0,1 N adicionado foram aguelas obtidas por meio
das Figuras 3C e 3D, as quais foram confeccionadas
usando-se apenas as proteinas de origens vegetal e animal,
respectivamente, permitindo a obtencdo de um R? de 43,29%
(Figura 3C) e de 26,64% (Figura 3D).

Os resultados da digestibilidade in vitro calculados,
utilizando-se cada uma das equagdes obtidas pelo método
do pH estético (Método 3), estdo apresentados na Tabela 4.
As equagbes obtidas com todas as proteinas e a equagdo
obtida sem a presenca de caseina permitiram a obtengdo de
valores de digestibilidade in vitro bem proximos aos da
digestibilidade in vivo, principalmente com relacéo a
proteinas de origem animal. J& na equacdo obtida usando
somente as proteinas de origem vegetal os valores de
digestibilidade in vitro se mostraram um pouco distantes
em relagdo aos de digestibilidade in vivo. Parao calculo de
digestibilidade in vitro pelo método do pH estatico, pode
ser observado que este se torna mais eficiente na presenca
das proteinas de origem animal juntamente com as de origem
vegetal. Quando se trabalha somente com proteinas de
origem vegetal, a correlagdo da digestibilidade in vitro com
ain vivo é baixa, umavez que o R? foi de apenas 43,29%.

Pires,’® estudando a digestibilidade de 11 variedades
de feij&o, encontrou para digestibilidade in vitro valores
em média 70,5% daqueles de digestibilidade in vivo, po-
rém os resultados foram apresentados em percentagem de

(A) pigestibilidade x Vol. NaOH (m L)

< 100 e
2 80 o> 3
S 40| %D21,1677x +10,538x + 69,262 3
= R? = 0,8498 =
= 40 1 4 = mL de NaOH (0,1N) adicionados a
o 20 )
p= k=)
o 0 4 ! ! ! ! o
0 1 2 3 4 5 6

mL de NaOH 0,1 N adicionados

(C) pigestibilidade x Vol. NaOH (m L)

100
*
80 “/:‘_‘
60 1 94D =-8,4115x2 + 36,696x + 46,192

40 R? =0,4329
20 4 x =mL de NaOH (0,1N) adicionados

0+ T T T T T ]
0 1 2 3 4 5 6

Digestibilidade (%
Digestibilidade (%

mL de NaOH 0,1 N adicionados

hidrélise. Marquez & Lajolo*® verificaram que a
digestibilidade in vitro (21, 40 e 31%) é menor que ain
Vvivo (71, 69 e 72%) nas variedades Carioca, Rosinha G2 e
Rico, respectivamente. Porém, ndo foi estabelecida correlagdo
entre os métodos in vivo e in vitro.

Carias et a.,* de acordo com o método descrito por
Hsu et al.,*? determinou a digestibilidade in vitro de varias
fontes protéicas, encontrando coeficiente de correlagdo com
a digestibilidade verdadeira de 0,938.

Cardoso® determinou a digestibilidade in vitro de
genotipos de soja pelo sistema pepsina-pancreating, de acordo
com 0 método de Saunders et al.?? Ele constatou, para a
porcentagem de digestibilidade in vitro em relacdo a
digestibilidade in vitro, valores que variaram de 5,28 a
5,60% na farinha de soja crua, de 10,54 a 25,32% nafarinha
processada a 120 °C/9 min, de 12,38 a 22,54% na farinha
processada a 120°C/12 min, de 11,55 a 36,43% nafarinha
processada a 120 °C/15 min e de 18,53 a 29,02% na farinha
processada a 120°C/18 min.

Pelo método do pH estético para digestibilidade in
vitro, Cruz © obteve os maiores valores de R? comparados
com os ensaios de digestibilidadein vivo de diferentes variedades
de feijBes recém-colhidos e armazenados. O método permitiu
obter valores de R? que variaram de 0,75 a 0,83.

Os métodos g ustados neste trabalho para proteinas
de origens animd e vegeta proporcionaram, portanto, vaores
de digestibilidade in vitro bem proximos dagueles in vivo,
permitindo, assim, 0 uso dessas metodol ogias para a predicéo,

(B) pigestibilidade x Vol. NaOH (mL)

100
*
80 &3
60 | %D =-1,4048x2 + 11,573x + 68,524
20 R2=0,8378
x = mL de NaOH (0,1N) adicionados
20
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

mL de NaOH 0,1N adicionados

(D) pigestibilidade x Vol. NaOH (mL)

100

—t—
%D = 0,5146x? - 3,7257x + 98,929

R? =0,2664
x=mL de NaOH 0,1N adicionados

80
60
40
20
0+ T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

mL de NaOH 0,1N adicionados

FIGURA 3 - Curva de digestibilidade in vitro elaborada a partir do volume de NaOH gasto para
manter o pH em 8,0 (Método 3) e da digestibilidade in vivo de todas as proteinas estudadas (A), de
todas as proteinas estudadas, exceto a caseina (B), proteinas de origem vegetal (C), das proteinas de
origem animal (D). Cada ponto representa a média de sei's repeticoes.
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Tabela 4 - Vaores de digestibilidade in vitro calculados por cada uma das equagdes pelo método do pH

estético (Método 3).
Fontes de Proteina Digestibilidade Todas as Sem Proteinas
Verdadeirainvivo (%) Amostras' Caseinad  Vegetais®
Caseina 93,33 92,53 - -
Carne de rd sem 0sso 93,37 92,74 92,34 -
CMS 92,57 92,88 92,36 -
Carne bovina 92,38 92,97 92,32 -
Carne de ra com 0Sso 91,01 91,09 91,22 -
Trigo 89,44 82,79 83,09 82,86
PTS 86,41 79,68 79,81 76,92
Milho 82,38 78,71 78,78 74,67
Feijdo Pérola 78,70 88,07 88,45 85,61
SojaKTI'LOX" 74,26 80,23 80,39 78,11
Soja 71,76 84,26 84,61 84,79

1%D = -1,1677x2 + 10,538x + 69,262 (R2 = 0,8498).
29%D =-1,4048x2 + 11,573x + 68,524 (R2 = 0,8378).
3%D = -8,4115x2 + 36,696x + 46,192 (R2 = 0,4329).
em que: x = mL de NaOH (0,1 N) adicionado

aém de gastar uma peguena quantidade da fonte protéica.

A digestibilidade de uma fonte protéca pode variar
dependendo da procedéncia, da variedade, de tratamentos
térmicos ou outros tipos de processamentos. Assim, técnicas
in vitro podem ser utilizadas para predizer a digestibilidade
de uma nova variedade ou de um processamento diferente do
alimento, com um menor custo.

Entretanto, apesar de boas correlagdes encontradas
entre os métodos in vivo ein vitro, estes ndo consideram o
nitrogénio enddgeno que os organismos eliminam pelo trato
digestivo e quantificam o nivel de hidrdlise das ligacOes
peptidicas e ndo a absorgéo pelas células intestinais, como
0s métodos in vivo. O pH deve ser bem controlado para
reproduzir as condicOes existentes no trato digestivo. Em
meétodos que quantificam a queda do valor de pH pelo rom-
pimento das ligacOes peptidicas, a diminui¢do do pH pode
interferir na atividade das enzimas proteoliticas e substancias
tamponantes, presentes na amostra, podem interferir no resultado.

CONCLUSOES

As equagdes desenvolvidas pelo método do pH esta-
tico permitiram a obtenc&o de valores de digestibilidade in
vitro com alto grau de correlagdo com os resultados de
digestibilidade in vivo do que os métodos de queda de pH,
utilizando fontes protéicas de origem animal e vegetal. Tal
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fato indica a possibilidade de utilizago de ensaios da
digestibilidade in vitro, utilizando o método do pH estéti-
co, para predizer a digestibilidade protéica de produtos ali-
menticios, desde que sejam devidamente respeitados todos
os critérios adequados para o0 uso desse parametro
bioguimico.

PIRES, C.V.; OLIVEIRA, M.GA.; ROSA, J.C,; CRUZ,
GA.D.R;; MENDES, F.Q.; COSTA, N.M.B. Digestibility
invitro and in vivo of the food protein: a comparative study.
Alim.Nutr., Araraquara, v. 17, n.1, p.13-23, jan./mar. 2006.

BABSTRACT: The objective this work was to determine
the digestibility in vivo, to adjust equations for the
determination of the digestibility in vitro through different
methods and to verify which method developed for the
digestibility in vitro presents larger correlation with the
digestibility in vivo. The following protein sources were
used: frog meat boneless, frog meat with bone, frog meat of
mechanically separated (CMS), bovine meat, egg, casein,
wheat, corn, conventional soybean, soybean with absence
the Kunitz Trypsin and Lipoxygenases (soybean KTI-LOX-),
soybean texturized protein (PTS) and bean. For the
calculation of the digestibility in vitro two methods were
tested, one that uses pH values obtained in 10 and 20 min
after the addition of the solution of enzymes and other call



of method of the static pH, which it measures the volume of
NaOH added necessary to maintain in 8,0 the value of pH
of the solution of proteins after the addition of the enzymatic
solution. In the method of the pH fall, the best equations
were obtained when it worked with the pH values obtained
after 10 min of the solution of enzymes. Of those equations,
the ones that had larger values of R were made without the
casein presence. In the method of the static pH the equations
that allowed better correlation among volumes of NaOH
with digestibility were those in which all were used of the
protein sources and that in that it was not present the casein.
The use of techniquesin vitro for the determination of the
protein digestibility will bring a series of benefits, because
it requests less time, to be cheaper and to need of less labor
and physical space.

B KEYWORDS: Protein quality; digestibility in vitro;
digestibility in vivo.
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