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RESUMO

Com a finalidade de determinar-se o perfil de solubilidade
das protginus do plasma bovino, testaram-se 4 diferentes tipos de
fosfato - Fosfato de SGdic Monobasico (FSM), Pirofo#fato tetrasso
dico (Pr1S), Tripolifosfatd de S6dio (TPES) ¢ Hexametafosfato de
SGdio (HIMFS). O HMFS na concentragao de 0,005 M em pH 4,5 possibi
lita a precipitaclo de 100% das proteinas em uma solucdo a 1,2%.

A determinacao qdantitativa de aminoacidos demonstfa que
a complexacdo com HMFS nao afeta nenhum dos aminoacidos essenci
ais, nem a disponibilidade de lisina das proteinas.

Em relacdo d propriedades funcionais, a complexagao com
HMFS melhora a capacidade de emulsifipégéo e a estabilidade = da
emulsao, nao alterando a capacidade de geleificacao e de formagao
de espuma.

Avaliaram~se sensorialménte, fhambufguers” e galsichas,nos
quais 5, 10, 15 e 20% da carnc foram substituidns por plasmalbovif
no precipitado com HMFS. Apenas o nivel de substituicao de 5% nos
"hamburguers' ndo apresentou diferenga significativa para aspecto,
aroma, sabor, textura e suculé&ncia, sendo a diferenca significati
va apenas quanto a cor. Nos testes referentes as salsichas nao
houve diferenca significativa para ncnhuma destas caracteristicag

neste nivel de substituigao.



SUMIARY

In order to determine the solubility profile of bovinc plas

ma proteins, four different phosphate types were tested - Sodium
Phosphate Monobasic, Sodium Hexametaphosphate,'Tetrasodium Piro

phosphate and Sodium Tripolyphosphate. Sodium llexametaphosphate in
concentration of 0,005M at pH 4,5 makes possible the precipitatibn
of total proteins in a solution at 1,2%.

The guatitative determindtion of amino acid shows that the

complexation with Sodium Hexametaphosphate does not affect the
essential amino acids level, or the lisine availability  of the

proteins.

With regard to the functionél properties, the complexation
With Sodium Hexametaphosphate improves the emulsification capacity
and the emultion stability, not changing the gélqtion;and the_fdam.
capacity.

Sausages and hamburguers, in which S,‘ld; 15 and 20% . of
meat, were replaced by bovine plasma precipitated with Sodium Hexa
me?aphbsphaté, were submited to»a taste panel. Only the replacement
level of 5% in.hamburguers does not‘showSignificantdifference‘for
aspect, flavor, texture and juicihess, although the difference was
significant for color. Iﬁ the sausages taste have not significant
differences for any of those characteristics, in this replacement

level.



1. INTRODUCRQ

0 suprimento mundial de alimentos, particularmente o de pro
teinas, ¢ atualmente precario, e deve-se esperar um agravémento da
situacao caso a populaglio continue a crescer como o previs.
to. (AUTRET, 1970).

O desenvolvimento de novos alimentos de aifo teor proteico-
principalmente aqueles de fontes nao convencionais - paral minimi
zar 0os problemas da fome e da mal-nutricao das populagdes dos pai
ses em desenvolvimento, tem sido uma preocupagao constante dos pes’
quisadores.

Varios novos tipos de proteinas tem sido lancados ao consu
mo, porém com pouca repercussao do ponto de vista comercial,f devi
do, talvez, ao pouco cuidado dispensado a pesquisa no que se  refe
re a analise de suas propriedades funcionais e sensoriais. Unm exem
‘plo'disto sao os produtos a baée de soja, 65 quais apeéar de possu
irem alto valor nutricional, si3o rejcifados pelos consumidores dé
vido as suas caracteristicas organolépticas pouco desejiveis.

0 valor nutricional & uma caracteristica importante a consi
derar no desenvolvimento de novos produtos proteicos, porém outras-
caracteristicas devem ser levadas em conta, tais como, as proprie
dades organolépticas e funcionais, a-disponibilidade e o custo.
Quando substituem proteinas tradicionais, as novas proteinas devem
manter ou melhorar a qualidade e a aceitabilidade dos produtos nos
quais €. usada. (KINSELLA, 1976)..

Scgundo THOMAS et al. (1973), ha um crescente interesse na
adicao de aditivos proteicos emvprodutos carneos, tanto para melho

rar a qualidade dos produtos, quanto para diminuir os custos - de

- 03 -



produgao. Ji SCHUT (1909), citado pdr THOMAS ct al. (1973) afirma
quc a adicao destes aditivos as salsichas reduz q‘pcrda de gordu
ra e melhora a aparéncia, a consisténcia e a digestabilidade do
prodﬂto.

De acordo com RUSIG (1979), a utilizagﬁq de protefnas do
plasma em produtos cﬁrneqs deveria minimizar os problemas de polu
icdo pelas industrias dg.carne, dtravés do desenvolvimento de no.
vos metodos de.aplicagﬁo-dostasvproteinas, as quais sao normalmen
te pouco utilizadas. | | |

Atualmente no Brasil, a duase totalidade do sangue produzi
do nos abatedouros ¢ ufilizada na produgao.de farinha para a fa
bricaciao de racdoc animal e fertilizdntes, ou sao laﬁgadaé direta
mente nos cursos d'agua, causando graves-prqﬁlemas de poluicao am
biental. A ﬁrodugao de farinha de sangue atualmente & deficitaria,
devido aos'altas custos da energia empregada no processo.

Neste trabalho os objetivos aos qudis nos-propémos Teall

zay sao:

~

a) Determinar as condicgles Otimas da reéuperagﬁo das prote
fnas do plasma bévino atraves da complexacao com 4 diferentes ti
pos de fosfato; )

'b) Estudar as capacidades emulsificantes, geleificanteS’_e
de formacao de espuma do plasma, em sistema modelo;

c) Avaliar as qualidades nﬁtricionais do plasma bo#ino, an
tes e ap0s a complexacdo com fosfatos; ;

d) Formular, processar ¢ avaliar sensorialmente salsichas
¢ "hamburguers' contendo diversos niveis de proteinas do plasmé

complexada com fosfatos.



2. REVISXO BIBLIOGRAVICA

2.1. SANGUE

2.1.1. Definicio e composicio quimica

VICKERY (1968) define o sdngue coﬁo um fluido fisiologico
que contém cerca de 20% de s6lidos totats, dos,quaig 18% sdo re
presentados por proteinas. A fase s3lida & composta por v'clemeg
tos celulares,Aque 520 oéleritiSCitos, os leucdcitos e as plaqqg
tas. Cerca de 2/3 do peso do sangue @ representadb por um 1Iqui
do amarelo brilhante que & o plasmé. Segundo IHALLIDAY (1975), ci
tado por DELANEY  (1976), a proporc¢ao entre o piasmare a- fracao
celular e de 65:35, resﬁettivaméhte.:

WISMER~PEDERSEN (1979) réfere-sé ao sangue como "carﬁe 11
quida', devido.ao seu teor de proteinas (18%) ser aproximadamen

te o mesmo da carne magra. A composicdo do sangue bovino & dada

¢

na tabela 2.1. )

Cerca de 10 a 12 iitfos de sangue podem,éer coletados de
um bovino médio._Se_considerarmOS'um animal com 500 Kg de peso
vivo e 170 Kg de carne, a utilizacfo do seu>sangue representaria
um aumento no rendimento de 6 a 7%, em tcrmos de proteina; A prg
teina mais abundante no plasma € a albumina. A tabela 2.2 aprg

senta a composicdo protéica do plusma bovino.-



Tabela 2.1. Composig¢ido do sangue bovino ¢ suas fracdes, em peso.

COMPONENTE sA&cUE CELULAS  PLASMA
Agua 80,9 60,5 91,3
Proteinas ’_17,3 37,2 ” 7,1
Gordura 0,23 0,26 0,33
Carboidratos 0,07' '. 0,11 ‘ -
Minerais 0,624 - 0,502 | 0,674

Tabela 2.2. Composicdo protéica do plasma bovino.

PROTEINA PESO MOLECULAR CONTEUDO (%)
Albumina 68.000 _ | '50
Globulina 90.000 - 200.000 ) 2% - 27
Fibrinogénio © .. 340.000 : 17 - 23

~ 06 -



2.1.2. Coleta
'

Segundo FRENTZ & PERRON (1971), citados por BRIGTH (1977),
somente animais descansados e sadios devem ser utilizados na cole
ta de suhgue‘para uso na alimentacao humana, pois o-estado fisio
16gico do aniﬁal antes do abate influi no nivel de | contaminagao
bacteriana do sangue e‘dd carcaca.

A manutencao de um alto padrio de higiene é-vitgl em toda
sequéncia das operacdcs, desde a coleta até a sua utilizacdo.

0 método de cdieta & um dos fatores que determinam o grau
de contaminacao, além do rendimento de obtencao do sangue. A éolg
ta em recipientes abertos nao deve ser utiljzada‘quando 0 sangue
se destinar 40 uso humuno; pois propicia um alto grau de contami
na¢ao bacteriana, prove:.lente tanto da pele do animal duranté as
convulsoes pos-sangria, como da urina e do conteiido do rﬁmem;quaE
do o esofago € atingido durante a degola. Contagens de 10° a‘ 10°
microrganismos por mililitro de sangue foram registraéas em 'mdtg,
rial coletado em sala de matanca (INGRAN, citado por AKERS,1973)..
De acordo com AKERS (1969), & possivel a obtencio de sangue  com

A

baixas contagens microbianas se, tanto o local da sangria na car
caca quanto o equipamento, forem desinfectados antes da coleta.

Segundo AKERS (1973), uma coleta higienica pode ser feita

o~ ~ - ~> - - -

usando-se uma faca concava e oca, acoplada a uma mangueira flexi

vel que transporta o sangue diretamente para recipiente fechados.

Um anticoagulante & adicionado ao sangue através de um tubo plas

tico inserido logo abaixo da lamina da faca. O anticoagulante mais

usado & o citrato de sddio na concentragdo de 0,2%, mas podem tam

i

bém ser usados o oxalato de amonio, o flucrcto ¢ o cloreto de s

H

- dio (SWINGLER, 1978).



Aplicando-se viacuo adequadamente ao sistema, o rendimento
melhora de 30 a 40% em relacio ao método aberto. Por outro 1lado,
HALLIDAY (1973) assinala que o uso de vdcuo em- excesso pode provo

car uma descoloragdo indesejavel na carne.

2.1.3. Separacgao das fases

O processamento db sangﬁe'pa}a hsos em alimentos, geralmen
te envolve a separagﬁo aas células'sanguineas do plasma. A cen:ri
fugacio tem demonstrado ser um:método dé separagéd muito eficien
te, sendo largamente utillzada.'Osvseparadores ﬁodem ser de fluxo
continuo ou de pratos.'Durante 0 processaménto, todas aé superti
cies que entram em contacto com o sangue devem ser iisas, e as
valvulas e bombas devem ser desgnhadas_de maneira aiminimizarem.o
probtema que representa a ruptura das céluias sanguincas. O ideal
seria a_nﬁo uftilizacao de bombas, pois essas cdusam sempre algum
grau de hemolise, o que resulta na producao de plasmé‘com uma- co
loracao rosea devido ao extravazamento da hemoglobina, além : de
provocar o aparecimento de aroma e sébor indeséjaveis.

Segundo PALS (1970),'0 reﬁdimento em plasma varia de 50 a
55%, para o sangue bovino. Esse rendimento, no entanto, pode ser
aumentado quando se¢ resfria o sangﬁe antes daAcentrifugaéﬁo(AKERS,
1973 e DELANEY , 1976). AKERS (1973), afirma ainda que a forma do
rotor e a velocidade de rotagido tem importancia crifica no grau
de separac¢io. O rotor utilizado nas centrifugas € usualmente coni

co e a velocidade varia em torno de 6.000 rpm.

2.1.4. Estocagem

Apds a separacdo, as fracoes do sangue - plasma e células

- 08 -



Vormclhas'- sao usadas imediatamente por alguns fabricantes na
produgio de salsichas (plasma) e morcclas de sangue (cclulas ver
melhas). Quando as fragdes nao Sa0 utilizadas imediatamente devpm-
ser conservadas de alguma fofmu (DELANEY , 1976).

Segundo IIALLYDAY (1973), as fragdes podem ser acondiciona
das em sacos plasticos, éongeladas-c estocadas em camaras frias a
-259C. No Brasil, esta ¢ a forma mais comum de conservacio do
plasma. As fracoes podem ser desidratadas por varios meétodos, cO
mo: sccagem em rolos secadores ("drum Vdryorf), | pulveriiadoreé
("spray dryer") ou liofilizadores (”freeée dryer').

No método "drum dryer'" o material & aspergido ou embebido
em rolos de metal aquecidos através de vapor, permanece algum tem
po aderido ao rolo e apbs a secagem & fetifado atraves de‘facas.
A principal desvantagem deste método € que o contacto prolongado
do material com a Superficie’aquecida, necessario para a secagem,
tende a reduzir o valor nutricional do_produté final.'

No 'spray dryer”; o material é'introduzido numa camara de
secagem atvaves de pulverizadores e cntra em contato com 0 ar.
aquecido por um tempo que varia de 1 a 10 segundos. Devido a 'bal
xa temperatura e ao tempo menor de exposicdo, as perdas nutricio
nais do alimento sdo minimas.

A liofilizacgio & um método ainda muito dispendioso para
ser usado na producao de plasma para fins aliméntiéios. Afualmeg
te € utiiizado para a produgﬁo de plasma com fins farmaceuticos.

ERTKSSON & VON BOCKELMANN (1975), recomendam a utilizacgao
de ultrafiltracio para concentrar o plasma aﬁtes da secagem com O
uso de calor, tanto para diminuir ¢ tempo de exposigao do- plasma

ao calor, quanto para economizar encrgia. Através desse processo

- 09 -



pode-se passar de &ﬁ para 20 a 25% de solidos totais, no plasma.
_ Segundo os autores, a ultrafiltracio & possivel porgque cerca de
75% das proteinas do plasma possuem peso molecular a;ima de 70.000.

Segundo FERNANDO (1976), o termo osmose reversa tem  sido
usado iﬁdevidamente como” sinonimo de ultrafiltrﬂ;§§; jd que a o©s
mose reversa € esﬁencialmenfe um bro;gssd de difusao que separa
moléculas pequenas e ions, e requer a aplicacao de altas pressoes,
enquanto a ultrafiltracdo separa macromoléculas de,.aprﬂximadaméﬂ
te, um micron de tamanhc.e constitui-ﬁe essencialmente, num pro
cesso de filtracdo busaadc.no tamanho e na forma da molécula,além
de requerer pressao apenas moderada.

A. preservacio quimica do sangue so € utilizada quando 1_6'
mesmo se destina a alimentacdo animal, AKERS (1973), sugere .que,
se a escolha do preservativo recair sobre um produto quimico - de
uso perm1t1d0, niao ha razio para este prﬂcessn nao ser usado. em
sangue para 0 consumo humano. ﬂ equ1pamentﬂ basico comnsiste dc um
tanque no qual o sangue & recebido sem a adicdo de qualquer antl:
coagulante,.sendc continuamente agitado para nao coagular. Adicio
na-se metabissulfito -de Sﬁdiq até uma concentracio final de 1%. A
mistura € bombeada através de um tube de aco inoxidavel de 40 mi
limetros de diametro onde & misturada em contracorrente com  uma
solucdo de acido cloridrico a 20% até pH 3,2 [i 0,3). O sangue po
de ser entdo acondicionado em sacos de polietileno e ser armazena
do sem refrigeracio. Este processo permite a estabilizacdo do san
gue durante 28 dias a 29C, 21 dias a 209C e 10 dias a 30¢9C, sem

que ocorra nenhuma alteracdo organoléptica ou microbioldgica.

2.1.5. Utilizacdo em alimentos
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A utilizagae do Sunguc.total em produtos destinados ac uso
humano é limitada pela sua cor. Apenas na Inglaterra ele & utili
zado na fabrica¢ao de motcelas, na sua forma natural ou na forma
seca. Em outros paises ¢ largamente usado como ligapte bﬁ emul
soes de carne. Devido a sua alta digestibilidade e ficil assimila
¢ao o sangue co-precipitado com soro. de ieite tem sido largamente
utilizado em produtos dietdticos com carne e peixe, em patés, so
pas e purés. Na Unido SoviétiCa; certos tipos de pdo sao prepara
dos com farinha de centeio e sangue de boi desfibrinade. O valor
nutricional das proteinas dos cereais & melhorado pelo alto conte
tdo de lisina do sangue.

ﬁ[SMEH-FEDERSEN-{IQ&Q] descreve um processo totalmente au
tomatizado para a producdo de uma pré-emulsdo a partir de sﬁngue
e gordura suina. O autor afirma que as propriedades funcionais
das proteinas do sangue nio sdo dimihuldaslem relagio a  emulsdo
feita durante a fabricagio do produto, ;

0 plasma liquido, congelado ou seco tem maior versatilida
de de aplicacdo que o sangue total, pois nio causa problemas de
cor e sabor quando corretamente processado, além de possuir melho
res propriedades geleificantes e_ligéntes.

BERGSOE & FLAKSTORP (1950), na Africa do Sul, com o  apare
cimento do "spray dryer'", faziam referéncia a trés tipos de san
gue comestivel. O "sangue seco solivel", que era o sangue desfi
brinado; a "albumina de Sﬁngﬁe“ ou plasma e as 'c&lulas sangui
neas". O0s autores afirmavam qué a "albumina de sangue" era usada
na indastria de panificacdo como componente protéico.

Segundo HEINZ (1969), qualquer prodﬁte_cirncu que  r2ceba

tratamento térmico pode ser adicionado de até 10% de plasma . na
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sua formulagao. Uma alternativa que poderia ser usada seria a
substitui¢do do gelo uLLL1"1do na formulacdo por pldsmn congelado
cm flocos, aumentando tanto o nivel deA110t einas quanto as propri
edades ligantes do produto durante O'CGZimento. 0 autor afirma
que uma mistura para hambu1guer ad1c1ondda de plabma em flocos po
de ser frita 1med1atdmente apos a fabricacao em gordura quente,
sem qualquer dano, enquanto 0 hamburguor previamente congelado
tende a dcsxntecrar be.‘ | |

GORDON (1971), refeéere-se a Jnjegao de pla%ma em pedacos de
carne a ser cozida e enlatada pdr1 melhorar sua maciez. No mesmo
trabalho o autor sugere que o plasma deveria ser incluido em  pro
dutos de carne e analogos da carne derivados da soja pafa melho
rar suas propriedades fuﬁcionais>e 0 seu Vélor nutricional,

YOUNG & LAWRIE (1974), deécrevem um método para a produ
c¢do de analogos da carne atraves da texturizagio do plasma.

pILL (1975), preconiza a utilizacdo de proteIhés do sangue
em carnes processadas e'salsichas.‘

Segundo CONRAD & SIELLAF (1975), citddds por BRIGTH (1977),
até 3% de plasma. seco, ou quantidades correspondentes de . plasma
1Iquid6 ou cénvelado tem sido adicionado no procesvamento de sal
sichas, saldmes e outros produtos carneos, com se n51vel | diminui
¢do nas perdas de peso dgrante 0 cozimento.

O plasma tem aplicacdo potencial em aésociagﬁo com cereais.
DILL (1975), substituiu até 10% da farinha de trigo em massa de
pao por isolado de plasma, com melhoria no Voiume, sabor e valor
nutritivo. Em combinagao com 1ccitina.de soja, pode Substituif
ovos na fabricacao de pacd, bolos, biscoitos, sorvetes e mérig

gues. Pode ainda emuls 1£Lcar misturas 6leo/dgua, para a producio

- 12 -



de creme artificiul,‘como substituto do leite ou margarina.

BREER (1978), afirma que a adigao de plasma em salsichas
tipo frankfurt, salsicha de figado, presunto cozido e linguica,.
nio causa problemas michbiongicds, £e¢n016gicos ou’ organolén

ticos.

2.1.6. Qualidade nutricionalﬁ

O valor nutritivo do saﬁgue total € baixo devido a sua de
ficiéncia em isoleucina, um aminoacido essencial (MILLER &,BENDER,
1955). Porém, esta deficiéncia nZo esta presente no plasma bovino
(DILL; 1975). Estes autores determinaram a composicdo em ami
nodcidos do plasma bovino concentradq, seco em "spray dryer', com
a adicdo de lactose e concluiram que o plasma apresentava quanti'
dades adequadas de todos os aminoidcidos essenciais, com excegao
da metionina.

Segundo DILL (1975), as pr0£einas do plasma tem um alto va
lor nutricional, exibindo um valor PER'(ﬁrotein Eficienéy Ratio)
de 2,14} acima, portanto, do valor da caseinéi(l,94) que € -consi
derada proteina padrdo pela FAO.

DELANEY (1977),'relatou que o plasma suino contém quantida
des adequadas ou excesso d¢ treonina, leucina, tirosina e‘ lisina
e apresentava valores abaixo do padrao utilizado (albumina de ovo)
para os aminoacidos valina, isoleucina, fenilalanina, triptofano
e aminodcidos sulfurados. O indice duimico apresentava um  valor
de 49,0, sendo a isoleucina o primeiro aminoacido limitante. No
mesmo estudo, o autor comparou os valores de NPU (Net Protein
Utilization) para ratos alimentados com uma dieta coﬁteﬂdo plasma

suino concentrado e caseina. O valor médio para o plasma foi de
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65,8 (%1,9), cnquanto o da caseina foi de 72,1 (*0,4).

WISMER-PEDERSEN (1979) ‘assinala quec, apesar de ser uma boa
fonte de aminoicidos essenciais, o sdngue ¢ deficiente em isolog
cina ¢ metionina. Consequentemente, deve ser utilizqdo juﬁtamcnte
com proteinas -que suplementem estes aminoacidos. Segundo ainda o
autor, a mistura comumente.uséda em QmuléGes“(47% de 'sangue e 53%
de caseinato) apresenta'um Indice quimico:de 94,0 em reclacgao ao
padrao FAO, sendo a metionind'o'primeiro aminoacido lfmitante. De
acordo com YOUNG ct al.'(1973), o plasma bovino aprescenta um va
lor PER de 2,15, contra 1,94 para a caseina,enquanto um isolado
protéico obtido do concentrado de hemacias apresenta um valor ‘Qé
-1,93, o qual reflete a déficiéncia de.isoleucina. Se este aminoa
cido for suplcméntado na diéta, 0 valor PER passa para 2,24.:

TYBOR et al; (1975) afirmam que tanto o plasma quanto. . a
globina sdo boas fontes de-lisina e leucina. A tabela 2.3 apresen
ta a composic¢ao em aminoacidos do pldsma. | .

Estudando a disporiibilidade de lisina nas proteinas do-
plasma, tanto isolado como na forma de fibra texturizada,SWINGLER
et al. (1973) encontraram uma ligeira reducido na disponibilidade
devido a formacdo de fibras, a Qual ndo era suficiente para provo -
car uma reducao no valor NPU. A digestibilidade das vroteinas foi
.também determinada, encontrando-se um valor de 97,1%.

PELROY & SPINELLI (1972), avaliaram a disponibilidade de 4
aminoacidos essenciais - 1i§ina, metionina, trconina e triptofano
em proteinas de pescado complexada com hexametafosfato de sddio.
Verificou-se que sob diferontes condicdes de molaridade do . fosfa
to e pll, nao havia diferencas significativds para a disponitilida

de de metionina, treonina, lisina o triptofano, nas condicoes nor
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Tabela 2.3. Composicio, em aminoacidos, (g de aa/log N) do plasma -

bovino (SWINGLER, 1978).

AMINOACIDO PLASMA - RECOMENDACOES
BOVINO 7 FAOQ/OMS (1973)
Alanina 5,6
Arginina ‘ 6,8
Acido aspartico _ 11,0
Acido glutamico ' 11,0
Glicina : : J,Q
Histidina** ‘ 4,7
Isoleucina* - 3,3 _ 4,0
Leucina* 9,8 . . " 7,0
Lisina* | 11,0 o 5,5
Metionina* 7 1,247
- . 2,03 3,5
Cistcina c 0,79 T , )
Fenilalanina* . 6,27
- L12,3 6,0
Tirosina 6,1 )
Treonina* . ‘ 6;7 A ' 4,0
Triptofano* - 2,36 ' _ . 1,0
Valina* | 8,0 ‘ , j | S,Q
*

Essencial para adultos e criancas

** Essencial somente para criancas
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mais de processamento (secagem por "spray dryer'). Porém, quando
as proteinas eram submetidas a um aquecimento drdstico (1009C du
rante até 24 horas) a disponibilidade.dc lisina, mectionina, triR'
tofano e treonina era réduzida para 35, 22, 39 e 34%,. respectiva
mente, do total antes dé aquecimento. ‘

Para LAYRISSE & MARTINEZ (1973) os produtos dc origem ani
mal sdo importantes fontes de ferro na alimentacio. O ferro do
grupo heme da hemoglobina ¢ mais facilmente assimildvel que o fer
rO céntido nos sais de ferro. |

- 0 conteQdo de vitaminas do sangue & dado na tabela 2.4.

Tabela 2.4. Composicdo vitaminica do sangue*.

VITAMINA i | . CONTEUDO
Vitamina C (mg/106 ml) . : 2,0
Retinol (ug/100 ml) . S 25,0
Acido folico (ug/100 mlj : | - 0,66
Acido pantoténico (ug/lOO'ml) . ‘ 3,5
Niacina (ug/100 ml) 0,47
Vitamina D (ug/100 ml) 0,25 -~ 0,3
Vitamina B, (ng/100 mi) A o 3,0

Vitamina B;, (ng/100 ml) - 1,0

* BENDER (1974).

2.1.7. Precipitacio quimica das proteinas do plasma sanguineo.

HAMM & GRAU (1955), relataram que o efeito sequestrante de

alguns fosfatos resulta em um aumento da retencdao de agua, devido



ao sequestro dos lons calcio e zinco da carne. Segundo VUJICIC
et al. (1903) o aumento da alcalinidude da carne resulta em aumen
to na retengar de agua. A retencdo de dgua na carne é minima  no
scu ponto isoelétrico (pH 5,3 - 5,5). Para SHERMAN (1961), citado
por SHULTS et al. (1972).a yetengﬁo de fluidos ¢ afetada pelo clo
reto de sodio e outros sais neﬁtros, dependendo do grdu de absor
¢ao ionica das proteInaé da carne. Os anions sio absorvidos prefe
rencialmente, e estao diretaménfe relacionados com a rétengio de
fluidos. Com solugoes de fosfato, a retencdo de fluidos a 00C mos
tra uma significante correlacao estatistica.com o pH. Pirofosfato
e tripolifosfato de Sédio tem uma atividade especifica na reten
cao de agua em carnes na faixa de pH de 6,0 é 6,5, enquanto os or
tofosfatos e hexamctafosfato tem menor especificidade. |
VUJICIC & DE MANN (1968) estudaram o cfeito dos ortofosfa
tdsAe polifosfatos, nas proteinas doslaljmentos ¢ estabeleceram a
evidéncia de que os polifosfatos reagém de maneira fundamentalmen
te diferente dos.ortofosfétos. Varios aspectos destas reacoes fo~
ram estudados, como as alteracdes na viscosidade e na cor das pro
teinas. Atraves de'elétron_micrOSCOpia confirmou-se tratar de al
teragoes que ocorriam no tamanho das‘particulas. Os npoliflosfatos
'tém uma pronunciada afinidade pelas proteinas, o que ficou eviden
ciado pela ligacao quanfitativa dos polifosfatos a caseina.
SPINELLI & KOURY (1970), testaram a eficiéncia da recupera
¢do de proteinas utilizando uma solucdo diluida (1%) de proteinas
sarcopiasmﬁticas de pescado e 4 diferentes fosfatos em diferentes
concentrag¢les, numa faixa de pH variando de 2,0 a7,0. Os .fosfa
tos utilizados foram: acido metafosfdrico, trimetafosfato ciclico

de sodio, tetrametafosfato ciclico de sddio e hexametafosfato de
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scdio. Os rcsultados ﬂcstc experimento demonstraram que a flocula
¢ao do complexo proteina;fosfato estd relacionada com a forma mo
lecular do fosfato. Em presenca dec hexamectafosfato, a uma  concen.
tracao 0,01 molar a pH 4;0, ocorria pfebipitagio quantitativa das
proteinas. A utilizacdo dos outros fosfatqs somente permitiu a
precipitaciio de iguais quantidades de protcina, quaﬁdo a concen
tracao molar era superior.a 0,01 ou o pH-.era mendr que 3,5.

SPINELLI et al. (1972), estudando a formacgdo do complexo
fosfato-proteina de pescado em varias temperaturas observaraﬁ que
esta nﬁo tem qualquer efeito na'sua formacdo, eliminando a nececs
sidade do seu cdntrole antés da adicdo de hexametafosfato c acido.
(Tem sido aventada a hipotese de que o fosfato condensado = forma
uma ligacdo eletrostatica com os grupos ionizados dos aminoacidos’
lisina e arginina).

DELANEY (}9775 realizou estudos sobre a.precipitagﬁo vdé

AN :

proteinas do plasma usando Polietileno Glicol (PEG) de diferentes
pesos moleculares, variando de 400 a'ZO.dOO, nas temperaturas de
49C e 229C e pH de 4,0; 6,0 e 8,0. A quantidaae de proteinas . pre
cipitada aumentou com o aumento do peso molecular até 6.000. ‘Em'
pH 4,0 e temperatura de 229C, 96% da proteiﬁa era precipitada com
PEG de peso molecular 6.000, enquanto que nas mesmas coﬁdigBes,
PEG com peso molecular 20.000 precipitava 91% da proteina.
| MATHUR & SRINIVASAN (1979) trabalhando com leite debﬁfala,
estudaram a eficiéncia de dois prdcéséos, utilizando hexametafos
fato de s0dio e ferripolifosfato na recuperagio das prqteinas, em
escala piloto. O rendimcﬁto da recuperacao foi de 61—63%,,para o
hexametafosfato, e d¢ 88—89%’para o ferripolifosfato. ‘.

IMESON ct al. (1978), trabalhando com soroalbumina bovina
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e 3 difercntcs,tipo# de polissacarideos determinaram a eficiéncia
da recuperacdo das proteinas em meio diluido (1%), sob condicgdes
apropriadas de pil e forga i6nica.’OS‘polissacarideos usados foram
alginato, pectato e carboximetilcelulbse (eMC) .

Mais de 90% da proteina era recuperada por qualquer dos 3
polissacarideos a uma forgd ianiéq de 0,001,-pH 4,0 ¢ a uma pro
porc¢do proteinas: polissacarideo de 5:1. Em baixué proporg¢oes de
proteina: polissacarideco, o alginato e CMC parecem reséolgbilizqr
o complexo. Os resultadds para a precipitacao das proteinas do

plasma eram idénticos dqueles obtidos com o soroalbumina bovina.

2.1.8. Aspectos legais

Com relacao aos aspectos legais, o Regulamento da Inspecio
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (BRASIL) ,,
_permite a ut{lizagﬁo - do sangue e suas fracgdes na fabrica
cao de embutidos desde Quo se satisfacam algumas condiéées, as

quais estao contidas nos ‘seguintes artigos:

Artigo 417 - A Inspecao Federal soO permitird o preparo de
embutidos de sangue, quando a matéria prima seja colhida isolada
mente de cada animal e em recipiente separado rejeitando o sangue
procedente dos que venham a ser considerados improprios pafa 0
‘consumo.

Paragrafo tnico - E proibido desfibrinar o sangue a  mio,
quando destinado a alimcntagﬁo humana.

‘Artigo 418 - Permite-se o aproveitamento do plasma sangui

neo no preparo de embutidos, desde que obtido em condicoes adequa

das.



2.2. PROPRIEDADES TUNCIONAIS DO PLASMA BOVINO

2.2.1 . Solubilidade

De acordo com MATTiL;(lQ?l),,a inycs£igag§6 das propricda
des funcionais de umn.determinada protc{nd pode ser feita mais
eficientemente se, um estﬁdo sistematico for inicialmente feito
em reiagﬁo i solubilidade da prdteIna em virios meios ionicos. As
caracteristicas de solubilidade devem ser usadas na selecdo  das
condicoes otimas para'a'recuperagﬁo da proteina de sua fénte natu
ral. Uma boa éolubilidade~podeiéxpandir.o botencial de aplicagﬁo
de uma proteina, sendo ainda o indice mais pritiéo para se deter
minar a extensao da sua desnaturagao.

_ Os passos basicos na determinacdo da solubilidade de uma
proteina foram descritds‘por LAWﬁON & CATER -(1971), e BETSCHART
(1974). Eles envolvem a dispersao da proteina em dgua, o ﬁjuste
do pH com HCl .ou NaOH até o pH desejado, centrifugacdo da solug¢io

S
ou dispersao e determinacdo do contelido de nitrigénio.no sobrena

dante. Os resultados podem ser expressos coh PDI (Protein Disper
sibility Index) ou NSI (Nifrogen Soldbility»lndéx). As condigoes
de determinacao variam em diferentes estudos. Concentracdes de
proteina de 0,2%; 0,5% e 1% tém>sido usadasApor varios autores,
sendo 1% a mais usada. ’ »
BETSCHART (1974), avaliou a influénciaido pH, forca idnica,
concentracao protéica e'femperatura na solubilidade dés proteinas
de folhas de alfafa. O autor .observou que a solubilidade diminui
com o aumento da concentrag¢do protcica. Significantemente, ele
concluiu ainda que sﬁo'vilidas as comparacoes de dados determina

dos por diferentes métodos, e indicou que perfis de solubilidade

obtidos em laboratdrio, usando 100 mg de proteinas, poderiam ser
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exfrapdlados para quaﬁtidades maiores;

DILL (1975) determinou a solqbilidnde das proteinas do
plasma na faixa de pH.de 3,0 a 10,0 e encontrou Que. as mesmas eram
€ssencialmente solﬁveis em toda a faixa, conm ligeira diminui¢io a
pH 4,0, | ' |

TYBOR et a1, (1975), concluiram que.o metodo de preparacio
afeta o perfil de solubilidade das proteinasrdo sangue. Os auto
Te€s estudaram os efeitos da Seéagem por "spray drying" 5 .temperg
tufas de 1609C e 19009C €M comparacdo con 0 método de liofilizagﬁg
€M presenca e auséncia de lactose, e eéncontraram que as temperatu
ras mais altas diminufam a solubilidade. em até 209 em relacdo ao
produto liofilizado, Indiferente aos efeitos da temperatura, 4 in
corporacao de lactose antes da s€cagem demonstrou ter unm efeito
protetor da solubilidade da proteina. Este efeito deve-se 3 poii
merizacio dissulfidica das proteinas.

LU & KINSELLA (1972) e BLFSCHART (1974) VerLflcaram que a
solubilidade das nrotolnas vegetais podem ser aumentadas pela pro
ducao de proteinato de s0dio, ou seja, o ajuéte do pH para 7 a 8;
com NabH antes da desidratagﬁo. B

ETHERIDGE et a1, (1981) trabalhando com plasma bovino en
contraram que as protblnas do plasma fo%fatado sao completamente

“solluveis em toda a faixa de pll acima do ponto lsoeletrico(pH£18)
e 1n>oluvels abaixo deste ponto. Tv1dentemente a presenga do fos
fato interferc blgnlflcantemente com a ionizacio dos aminoacidos
em pH baixo e/ou produz uma agregacao lsoeléetrica que é irreversi

vel nestas condicoes.



2.2.2. Capacidade de emulsificacdo

As propricdadcs emulsificantes das protcinas; principalmcﬁ
te daquelas que possuem potencial de ablitagio em alimentos, tem
sido estudadas ultimamenﬁe. |

A capacidade de emulsificacﬁ € definida por NILSSON et al.
(1961) como a quantidado de oleo ou gordura que uma determinada
proteina & capaz de emulslflcar Os V&lOres da capagldqde de cmul
sificacdo podem ser oxpressos Como m111[1tros de 0dleo emuldifica
“do, mililitros de oleo por unldade de peso da amostra ou ainda,
mililitros de Sleo por unidade’de_proteina ou nitrogénio na amos
tra.

ACTON- & SAFFLE (1972),.V¢rificaramrque o} "vdlume‘da fase
oleo™, ou seja, a percentagem em volume, de 6leo na emulsio  das
proteinas musculares estava dentré de uma faixa estreita para uma
larga faixa de ngcenfragGes protéicas. Os autéres sugeriram qﬁg,
se a Capacidadé de emuls sificacdo fosse expressa.em ”Vblume da fa
se O0leo" poderia‘minimiéar'as variacoes causadas pela variacio na
concentracao protéica. Entretanto, T%BOR et al. (1975) encontr'
ram que as proteinas do snngue apresentavam substanciais . difereg
gas né "volume da fase Gleo' en diferentes concentracdes.

As emulsocs de carnes sﬁo'similarés 5s_emUISSGS c1§ssich,
consistindo de globulos de gordura de tamanho entre 10 e 50 micra
envoltos por uma matriz protéica. |

HANSEN (1960) examinando microscopicamente emulsdes de car
ne verificou que os ngbulds de gordura possuiam uma membrana es

tabilizante formada por proteinas hidrossoldveis e soliveis em

sal. As proteinas sollveis em sal formavam uma membrana mais es

pé€ssa, enquanto as hidrossollveis apresentavan crificios claros.
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No.trabalho de SWIFT (1965), foram discutidas as razdes pa
rd & variac¢do no comportamento das proteinas em relacio i interfa
ce agua/dleo, que depende das caracte;fsticas quimicas e- fisicas
dessas proteinas. Como as protefnas sio macromoléculas, as difg
1engas nos aminoacidos éc refletem ao longo da Cade;a peptidica
nos diferentes grupos ligados aos 5tomqs de carbono alfa. Mudan
€45 no comportamento desses grupos, quando expostos a agua, 6leo
ou gordura, concorrem para o comportamento da molécula proﬁéica
na interface oleo/dgua. Os gTupos nﬁo.polares ligam-se a -  fase
oleo, enquanto os grupos imino, amino, amido,.imidazol e. carboxi
licos ligam-se 3 fase aquosa. As diferenkes proteinas da carne
exibem comportamento diverso, primeiramenfe devido a sua s composi
¢ao em aminoacidos e enm segundo lugar devido i sua estrutura. |

SWIFT et al. (1961) desenvolveramAum sistema modelo que é
o método mais usaQo para medir a capacidade emulsifiéante das pro
teinas. Essencialmente, ele envolve a adicdo continuarde 8leo ou
gordura a uma dispersﬁo'de proteinas.dﬁrante ggitagﬁo,.ﬁedindo-se
o} volumé de o0leo ou gordura adicionado até o ponto de inversio ou.
quebra da emulsao, o.qual € reconhecido pela diminuicdo . da‘ 'sua
viscosidade. Existem VSrias maneiras para se determinar o  ponto
de inversdo ou cclapso da emulsao. A brusca diminuicdo da viscosi
dade pode ser percebida ViSUalmehte ou por alteracao no ruido du
rante a agitaciao. |

WEEB et al. (1970) désenvoiveram um método bem mais preci
SO para a determinacdo do ponto de colapso da emulsdo, através da
medida da resisténcia elétrica a uma corrente que passa  -através
da emulsdao. O método bascia-se no principio segundo o.qual‘ 0s

0leos e as gorduras nao siao bons condutores de eletricidade, en
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quanto que a solugdo de¢ proteina em dgua tcm boa cqndutividadé.ﬁm
uma emulsdo a fase proteina/ﬁgha € continua e a resisténcia perma
nece -relativaiente baixa. Porém, quando os globulos de gordura se
agregam,'queﬁrando a emulsdo, a resisténcia aumenta. bruécamente,
sendo detectada por um medidor de resisténcia elétrica.

CRENWELGE et al. (1974) descreveram um sistema'elétrico,no
qual uma queda brusca no pico»da amperagem requerida para movimen
tar o agitadqr, coincida com 6 ponto de quebra da emuléio-determi
nado visualmente. A maioria das condicoes utilizadas na detérmini
¢do da capacidade de emulsificacao das proteinas tem sido escdlhi
das arbitrariamente pelos pesquisédores} E geralmente aceito que
a comparégﬁo de dados obtidos pelos pesquisadores da area € muito
dificil, devido a nao padronizacao das condigbes de determinacio.

SWIFT et al., (1961)c SWIFT & SULZBACHER (1963), deteriﬁiflg_
ram.a influéncia do pH,_sais e.proteinas hidrossolaveis na éfeti
vidade das proteinas da carne como emulsificantes. Em toda a. fai
xa de pH, de 4,0 a 7,8 a Eapacidade de emulsificacao das protei'
nas hidrossolaveis aumenfava cdm o aumento da concentracao | de
NaCl de 0,5M.a 2,0M. O NaCl nestas concentracdes exerce um efeito
"salting-in'", tornando as proteinas ﬁais sollveis em agua.

Segundo CARPENTER & SAFFLE (1964), existem-aiguns fatores
que afetam a capacidade de emuléificégﬁo de varios tipos de carne
utilizadas na producao de Salsichas, como: quantidade de proteina
total e solGveis, velocidade de agitacao, temperatufa, taxa de
adigao.e tipo. de oOleo. |

Para SAFFLE (1968), outrOS'fatoreS também afetam a capaci
dade de emulsificacao daé'protcinas, como: o desenho do equipamen

‘to, a forma do copo do homogencizador, pH, fonte protéica, tipo
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do 0leco usado, sais (&ipos ¢ concentracgdo), aglcares e  contcudo
de agua.
| INKLAAR & FORTUIN (1969) detalharam varios parﬁmetro .que«
influem na capacidade dévemulsificﬁgﬁﬁ de salsichas, utilizando-se
isolado protéico de sojd e caseinato de sodio. Essas varidveis in
cluiam o tempo de dispersdo; as quantidades de 51@0; proteina e
agua; a temperatura; a Velocidade de homogeneizacao e o pH do sis
tema. |
NILSSON et al. (1961) estudaram a capacidade emulsificénte
das proteinas do plasma bovino,-mﬁsculo esquelético, coragio de
suino, caseinatb, farinha de soja texturizada e isolado protéico
de soja, tanto separadamente como misturadas e em varias | concen
tracdes de proteina. Obser&aram que o caseinato possuia a melhor
capacidade cmulsificante cntre as proteinas estudadas, seguidb pe

lo plasma bovino, misculo do coragdo, isolado protéico de soja e
\ .
musculo esquelético, enquanto a proteina texturizada de soja nio

aprcsentava nenhuma capaéidade emulsificante. Outra conclusio in
portante que 0s autores tiraram deste experiménto foi que o - efei
to emulsificante de um aditivo protéico depende muito dq tipo . de
carne usado na emglsﬁo} Carnes com boas proﬁriedades emulsifican
tes foram altamente melhoradas pela adicdo de plasma oucaéeinato;
porém, as carnes inferiorésrforam muito pouco melhoradas pela adi
.950 de uma proteina com otima capacidade emulsificante.

'HEGARTY et al. (1963) isoldrém-as proteinas do midsculo bo
vino e estudaram individualmente suas capacidades cmulsificantes
e classificaram-nas na seguinte ordem decrescente de capacidéde
emulsificante: actina na auséncia de sais, miosina, attoﬁiosina‘,

proteinas sarcoplasmiticas e actina com 0,3M de sais. - Contraria



mente, NEELAKANTAN €1971) mostrou que a miosina apresenta melhor
capacidade emulsificante que a actina. Segundo o autor, a ‘razio
para isso pode ser a diferenca na>metodologia de investigacio. Por
sua vez,,TSAi et al. (1972) mostraram que a miosina era 'guperior
a actina e as proteinas'sarcbplasméticas, quanto a capacidade emul
sificante. Entretanto, Questidnaram o} vaior dos dados obtidos em
sistemas modelos, devido & grandé difeienéa existente na  concen
tragdo protéica destes em compafagﬁo com a concentracio encontra
da em uma emdlséo de carne.

SATTERLEE et a1.>(1973) classificaram a capacidade emulsi
ficante de concentrados protéicos produzidos a partir de Orgdos,
sangue € carne magra de bo&ino e encontraram>que O sangue total
tem excelentes qualidades emulsificantes, sendo superior a fodos
0s orgdos estudadoé e a carne magra, e que a classificacio coinci
de com a ordem de.solubilidade de suas proteinas. |

TYBOR et al. (1973), estudaraﬁ'a capacidade emulsifigante
das proteinas do sangue e concluiram que a mesma depende, primari -
amente, da concentrégéo protéica e do processamento. A melhor con
centracao encontra-se pr6ximo“a um grama de proteina por 100 mili

-~

litros de solucdo. O processo de descoloracio das células sangul -

N

neas, por sua vez, causa uma diminuicdo na capacidade de emulsifi
. -~ - ’ . - -~ . . .

cacao de suas proteinas. Portanto, a producio de um emulsificante
funcionalmente aceitavel requer a separacdo das fracdes sanguing

as.

2.2.3. Estabilidade da_emulséo.

Diferentes métodos tem sido usados na avaliacdo da estabi

lidade da emulsdo porém, o principio basico de todos & fundamen
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talmepte o mesmo. Esses métodos envolvem a suspensao da proteina
em agua, adicdo do Sleo é agitacdo. Alvuns métodos preﬁonizam qué-
a separacao do oleo deve ocorrer a tempeératura Ambnunte, enquanto
outres utilizam-se de aquecimento e centrifugacio para essa sepa
racao. | |
PEARSON et al. (1965) utilizaram outro hétodo para avaliar
a estabilidade da emulsﬁb de pfoteiha de. soja, caseinato e leite
em po desnatado. A emulsao f01 mantida a temperatura amblentc ate
que a separacdo se tornasse evldente. O.tempo entre a formagﬁo_le
a quebra da emulsao foi usado como indice da estébilidade da emul
sao. Os autores verificaram que a emulsao da proteina de soja efé
instavel em pH entre 5,3 e 5,6 e concluiram qué a soja mnao pode
ria produzir emulsoes ésféveié na prodggﬁo»de salsichas.
INKLAAR & FORTUIN (1969) uti1izaram'o,seguinte método para
a determinacao da\gstdbllldade da emulsao de protelnas de soja- e
caselnato. Foi obtida uma emulsao com 5 gramas de amostra, 90 mi
lilitros de agua, 53 gramas'de.NaCI e 50 gramas de 6leo de soja. A
emulsao foi aquecida a 809C durante 15 miﬁutos.'Os autores obser -
varam que as quantidades dé'éleo'separado para cada protgina cor
re;acibnava-ée com suas quaiiéades como estabilizadores de gordu
ra na-fabricégéoAae Salsichas. A _ _
PLIMPTON et al. (1972) avéliaram a estabilidade da emuléﬁo
das proteinas da carne,. proteinas do sdéro do leite ¢ isolado pro
téico de soja, em salsichas tipo bologna, com diferentes tipos de
gordura, e diferentes valores de pH. As mais estiveis emulsdes fo
ram obtidas com proteiﬁas de carne bovina e suina que, . aparente
mente, refletiam a maior duantidade de proteinas miofibrilares, que

sao soluveis em sais. -



NILSSON et al. (1961) mediram a estabilidade da emulsio e

a capacidade de emulsificagao’das proteinas do plasma bovino, do

musculo esquelético e cardiaco de suino, caseinato de sodio, e
farinha de soja texturizada. Os autores concluiram que as duas
propricdades dependem de mecanismos diferentes ¢ silo independen

tes entre si. A capacidade de emulsionar gordura € detcrminada pe

Pl

la quantidade de proteina solQvel, enquanto a estabilidade da ¢
mulsio depende da forca e da conformacdo da matriz pritéica forma

da durante o tratamento térmico,.Essa diferengca era claramente mos

trada pela comparacao entre as propriedades emulsificantes dos -
misculos esquelético e cardiaco de suino. O primeiro tinha uma

capacidade de emulsificagdo mais baixa que o Gltimo, porém, dava
uma emulsao muito mais estivel'ap calor.

MEYER et al. (1964), relatavam que o tipo de gordura -alte
ra a estabilidade\da emulsao, enquanto TOWNSEND et al. (1968) pos
tularam que as gordurasicom ponto de fusido mais altos;eram - mais

estaveis nas emulsoes.

2.2.4., Capacidade de geleificacao

A capacidade de formar gel € ‘'uma importante propriedade fun
cional das protefnas alimenticias. Os geis de proteinas sdio cons
tituidos per uma matriz tri-dimensional de polipeptidcos entrela
cados na qual a dgua permancce presa. A formagio do gel protéico
requer um aquecimento inicial afim de causar uma désnatucacio par
cial, ou desenrolamento da cadeia polipeptidica da proteina
(KINSELLA, 1976).

FERRY (1948), afirmou que os gcis de proteinas so poden

2

ser formados quando c¢ balanco de forgas atrativas e repulsivas a .



tingir o equilibrio. Para o autor a geleificacdo € um processo que-

ocorre em dois estagios. Inicialmente, a protefna nativa ¢ desna

turada parcialmente, abrindo suas cadeias po 11n0pt1d1cas que ~ a
Segulr vao sc ass ociando gradualmente para formar a matriz do
gel, desde que as forcas atrativas e repulsivas, e as condigoes

termodinamicas permitam.

CIRCLE & SMITH (1972) éifadés bor KINSELLA (1976), demons
traram que a geleitficagao de dlprT oes de 010bu11na5 de Joja ‘.é
influenciada pela conuwntlagao pro 5’aa; tcmpo e temperatura de
aquecimento e pH.

TSAI et al. (1972) descreveran que, entre as proﬁeinas mus
culares, a miosina apresentava a mclhor capacrdadc geleificante.

Como a capacidade UP{OlfLCdnxe €. muito importante na fabri
cacao de produtos carncos, dcvido a sua agﬁo~na diminuicao da per
da de peso du%antg o.cozimcnto, o uso (e (itlyo" protéicos S em
carnes processadas depehde nzo somente da sua compaﬁibilidade com
as proteinas da -carne mas, principalmente, com a sua capacid@do(h

formar geéis estdveis, em condicles normais de processamento.

As proteinas do plasma e globina possuem pronriedades g

)

leificantes consideravelmente difercntes. ﬁnquanto 0 plasma forma
géis firmes em councentrvacdes de 109 (y/v) em p““w seco, a globina,
‘na mesma concentrag¢iio, quando aquecida, adquire uma consistencia

cremosa, sem apresentar uma verdadeira geleificacdo (HERMANSSON g

TORNBERG, 1976).

A medida da forca do gel pode ser feita por mdtodos objeti
vos (fisicos), através do. calculo do trabalho empregado por uma

determinada forga, para faver penetrar um cstilete de um determi

nado diametro, através do gel, cu ainda através de métodos subje



tivo,a forca do gel € relacionada a um padrdao ao qual se atribuati
valores arbitrdrios para a firmeza do gel. SMIDTH et al. (1978)
atribuiram os segulntes VJ]OI es para a firmeza dos gcis formados

com protcinas do soTo do leite ¢ amendoim:

0 (zero) nenhum gel

1 —>g01'muito frgéo
2 - gel fraco

3 - gel médio

4 - gclbbém-

5 - gel forte

-+

2.2.5. Propriedades de formacdo e cstabilidade da espuma

A capacidade de formagﬁo de espuma e a estabilidade da es
puma. sio importantes propriedades funcionais das protefnus em al
guns alimpgntos. Essas propricdades sdo medidas como a "capacidade

~ v
de formagao da espuma' e a “estabilidade. da espuma'. ‘A primeirare

<
fere-se ao aumento maximo do volume de uma dispersao prutéica, a
pds a incorporacdo de ar por agitacab ou aevacwo, enjuanto a Glti
ma se refere a habilidade de uma espuma ja formada em re ter seu

volume miximo durante algum tempo. Os métodos utilizados na detex

mlnagao dessas pronriﬂdados el )1Vbd, LJbOﬂC:Ji wente, -a medida do

-volume da espuma obtxda em ui volume cunh bldo de uma dispersao
protéica apbs a agitagdo ou o borbulhamento de ar atvavis da  ‘is
persao.

LAWHON & CATER (1971), utilizaram uma :zolucldo com 1,2% de
protelnas e dc>c1w"erdm o volume da ¢spuma formada aos 30 segun

dos apos a cessacdo da agitaclo como a '"capacidade de espuma' e 0

volume da espuma aos 10 minutes e 2 horas como a "estabitidade da
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cspuha”, para os respectivos periodos de tempo.

Nos alimentos, a cspuma consiste de holhas de ar dispersas
e cncapsuladas por um liqdido que conﬁcnha um agente surfactante.
Lssc agente tem a fungﬁo de abaixar a tensdio superficial do 1Idui
do, permitindo a cxpanéﬁo da sua area superficial total. Uma pro
teina com propriedades de formacdo de espuma- ideais deveria ter
a habilidade para formar um filme a0 redor da bolha de ar, e algu

ma tendencia a desnaturaciio expontinea a qual estabilizaria a

@]
(K%

trutﬁra da espuma.

Segundo DE VILBISS et al. (1974); durﬁnté a formagao da es
puma a protcina da interface sofre ulgu&as mudangas de coniorma
cao que resulta em desnaturagﬁo.

Varios fatores influem nas propriedades de Formacdo da ‘eé
2

puma das proteinas. Entre elas podemos citar: fonte da proteina

método de preparagao, composigio, solubilidade, concoatragio, pH,
4 :

temperatura, presenca e concentracaio de sais e aclicarces e lxsidg

os, aleém do método de medida.



3. MATERIALS B METCDOS

3.1. MATERIALS

5.1.1. Plasma bovino - foi utilizado plasma bovino separado indus

trialmente por centrifugacio e congelado em sacos plasticos, for
necido pela Lopesco - fndustria de Sub-produtos de Orvigem Animal.
O produto € normalmente comercializado para. fabricas de cmbutidos

da regiao da Grande Sao Paulo.

3.1.2. Carne e vordura - para a claboracao dos "hamburguers' e sal
sichas foi utilizado carne bovina (dianteiro) e toucinho suino,

obtidos de uma fibrica de embutidos da regido de Campinas, SP. Es

tas matérias primas sio normalmente empregadas na fabricacao de
: . LN .

salsicha, linguica, mortadela, salame, etc.

4

3.1.3. Proteina Texturizada de Soja . (P.T.S.) - foi utilizado  um

‘produto comercial, obtido junto & Sanbra.

3.1.4. Fécula de mandioca - produto de grau alimenticio, obtido
junto a Refinagdes de Milho Brasil, S.A.

3.1.5. Condimentos - os condimentos foram utilizados desidratados’

na forma de uma mistura com sal (NaCl), tanto para ' hamburguers’
como para salsichas. A composicdo das misturas sao aprescentadas

nas tabelas 3.1 fo 3.2,



Tabela 3.1. Composigio da mistura de condimentos usada na formula

¢dao de "hamburgucr'.

o

~J

o
610}

~S5al comum {(NaCl)

Cebola em ) | 7 _ ‘ 5,0 g
Coentro em pod S | _ | 4,0 g
Pimenta do reino moida B _ 1,5 ¢
Pimenta branca moIda‘ | ' 1,0 g
Alho em po ' 1,0 g
Cominho em po - 0,5 g

'~

Tabela 3.2. Composicao da mistura de condimentos usada na formula

c¢ao de salsichas.

Sal comum (NaCl) ' y : 915,0 ¢
Nitrito de sddio (NaNO,). ’ 30,0 ¢
Pimenta branca moida - 27,0 g
Ac¢licar | - ' 23,0 ¢
Cravo da India moido 4,6 g
Noz moscada motda ' 0,4 g




3.1.6. O0lco de soja - foi utilizado Oleo de soja refinado,  comer

cial, marca "Nosso" fabricado pela  Centralsul (RS).

3.1.7. Reagentes
Fosfatos - para os testes de precipitacgido das protcinas do

plasma foram utilizados -0s seguintes fosfatos:

FOSTATO . : GRAU ' P.M. PROCEDENCIA
Fosfato de s6dio monobasico p.a. 138,0 LECIBRA
Pirdfosfato tetrassodico alimcnfar 266,0 Monsanto
Tripolifosfato de so6dio p.a. | 368,0 Fisher
liexametafosfato de sodio alimentar‘ 612,0 J.T. Backer

Todos os outros reagentes usados neste estudo foramde grau

p.a., de diferentes procedéncias.

3.1.8. Aparelhos & equipamentos

Além dos aparelhos e utensilios de uso comum em laboratorio,

foram utilizados também os seguintes: -

EQUIPAMENTO . MARCA, MODELO
Liofilizador ' Virtis - Modelo 10-146 MR
Moedor de carne | Filizola

Cortador de carne (”cuttef") . ﬁefmann

Embutideira : Hefmanﬂ

Moinho Coloidal ‘ - Meteor - Modelo REX—i-AL
Iistufa Koch - Modelo 1400 S
Analisador automitico de aminodcidos  Beckman - Modeio 119
Espectrofotometro ‘ ‘ Busch e Lomb - Spectronic 20
Centrifuga | } ' Damon/IEC |



3.2. METODOS

3.2.1. Determinacio do rendimento da recuperacao das proteinas do

plasmo
Foram utilizados quatro diferentes fosfatos nesta  determi

nagiao - Fosfato de $3dio monobisico, Pirofosfato de S6dio, Tripo.

lifosfato de SO0dio ¢ Hexametafosfato de Sodio. De cada fosfato foi

preparada uma solugdao estoque de molaridade igual a 0,1M. Foram
testadas solucoes com as seguintes concentracocs finais de  cada

fosfato: 0,00SM; 0,01M; 0,02M e 0,05M. O plasma foi descongelado
em geladeira (49C), diluido com dgua deionizada até uma concentra’
¢io de aproximadamente 1,2% de proteina, o fosfato foi adicionado
e o pH ajustado com HC1 oﬁ NaOIl para valores de 2,5 até 7,0, con
intervalos de 0,5. A solucao foi1 centrifugada a 2.500¢ durante 20
minutos. A quantidade de proteina no sobrenadante foi determinada
pclo método do biurceto (TORTEN & WITAKER,'1974) € expressa - como
porcentagem da proteina existente inicialmente na solucao. A figu

ra 3.1 mostra um esquema da precipitacio.

3.2.2. Determinacdo de aminoicidos

Foi determinada a composigio)de aminodcidos do plasma bovi
no, antes e depois da precipitac¢io com flexametafosfato de Sodio.
Amostras de aproximadamente 1,5 mililitros de plasma 1iquido ou
0,5 gramas de precipitado foram analisadas. As amostras foram - hi
drolisadas com HC1 6N 2 temﬁeratura de 1109C, durante 22 horas, a
nalisadas em um Analizador Automatico Beckman, modelo 119,

As arcas dos aminogramas foram integradas ¢ correlacionadas
com padroes, para os picos caracteristicos de cada aminodcilo.

A determinacido do triptofano foi feita pelo método do DAB
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(p~dimetilaminobenzaldeido), com algumas modificacoes. A desceri
cio deste método & apresentada no apéndice 1. [ necessaria a dosa
gem do triptofano scparadamente pois o0 mesmo ¢ destruido pela hi

drélise acida. No método do DAB utiliza-se hidrolise alcalina.

Al

3.2.3. Determinacdao da lisina disponivel

A lisina disponivel foi determinada antes e depois da com
plexacdo com fosfato. Foi utilizado o mctodo de KAKADE &  LIENER

(1969). A descricio do método € aprescentada no apéndice 2.

5.2.4. Capacidade de geleificacao

Foi determinada .conforme SCHMIDT ét al. (1978), com algu
mas modificagoes. Foram preparadas dispcréGos de plasma bovino 1i
ofilizado, com e sem adicdo de hexametafosfato de sodio, contendo
5, 10, 15 e 20% dg proteina (p/v), na auséncia e na presencga de
29 de NaCl. As dispersoes foram transfeyidas para tripas sinteti
cas e cstas levadas ao banho de ﬁgué em ebulicdo por 15 minutos,
em seguida resfriadas em banho de gelo e colocadas em gcladeira
(£40C) até o momento da avaliacdo, que fol feita em termos da for

ca do gel, tendo como referéencia a seguinte escala (SHMIDT et al.

1978):
0 - nenhum gel cra formado
1 - gel muito fraco

2 - gel fraco
3 - gel mcdio

4 - bom gel

[Sa]
i

gel forte
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3.2.5. Capacidade de emulsificacio -

Fol determinada pelo mctodo de SWIFT ¢t al. {1961) com al

gumas modificacoes. Foram preparadas sdlugﬁcsAdé.plnsmn bovino con
tendo 11 miligramas bor mililitros de proteina, hexdmotufosfat0nh
s0dio na concentracio dc‘0,00SM e 0; 1; 2 ¢ 3% (p/v), respectiva
mente de NaCl. O pH foi ncortqdé para 6,5. Aos controles nio foi
adicionado hexametafosfato de s6dio. Lm. um copo de liquidificador
(ARNO) foi colocado SO‘miliiitros da solucao ¢ 50 mililitros de
“0lco de soja é homogenciiado iﬁicialmente durante 30 segundos‘. a
velocidade maxima do liquidificador (cerca de 2;500 rpm). Apss es
sc tempo foi iniciada a adicdao de mais 6leo a taxa de 0,7 milili
tros por segundo até a quebra da emulsio. O ponto de quebra da
emulsao foi determinadovpela.rcdugﬁo brgséa da resisténcia elétti
ca que era monitorada através de um medidor de resistcncia elétri
ca (marca, INGRO),\atruvés de eletrodos de cobre colocados no fun
' )

do do copo do liquidificador (NEBB et al., 1970).

3.2.6. Estabilidade da ecnulsio : .

A estabijidade da emulsao foi determinada segundo_o mctodo
de PEARSON ét al. (1965) com modificacgoes. Foram preparadas  solu
¢oes de plasmd contendo 11 miligramas pOf mililitro; S,Smg/ml e
©2,75mg/ml de proteina e 0,0 e 2,0% (p/v) de NaCl para cada conbcg
tracdo protéica e 0,005M de hexametafosfato de sodio. Aos contro
les nao foi adicionado o hexametafosfato de sodio. A emulsio foi
formada como descrito em 3.2.5 com as Seguinfes diferencas: foi

adicionado somente 100 mililitros de 6leo - 75% da capecidade de

emulsificacao previamente determinada - e a agitacao continuou
por mais um minuto apds o término da adicio do Sleo. A enulsaoe
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Figura 3.1. Representacdo csquemiitica da precipitacio das protei-

nas do plasma bovino:

“‘W~”“T o ~Solucgiao contendo 2,7 ml de plasma
e ' -

}w wwf{ -+ 53 103 14 ou 15 ml de agua des
! ! o - ..
IS tilada Uaprox. 1,2% protecina)

Adicionar 1,03 2,0; 4,0 ou 10,0 ml
de uma solugdo estoque (0,1M) ‘de

tostato.

Homogenecizar com HCL 5% ou NaOH 5%

até pd 2,5 a 7,0. Complecvar o Vo

lume com agua até 20 ml.

Centrifugar a 2.500 x g durante 20

minutos.




foi transferida para proveta graduada (200 ml) ¢ deixada eom re
pouso i temperatura ambicnte (% 259C) atéd a separacao das  fases.,
O periodo de tempo entre a formagio e a quebra da emulsio foi ano

tado.

3.2.7. Estabilidade da emulsio ao calor

Foi determinada pelo.-método de INKLAAR & FORTUIN (1969),com
modificagoes. As cmulsdes foram preparadas como descrito em 3.2.6
com.a scguinte diferenga: a cemulsdo foi transferida nara tubos de
centrifuga aquecida a 859C durante 15 minutos, fosfriada em vanho
de gelo e centrifugada a 1.200 rpm dura;te 15 minutes. Joi deter
minado o volume de Olco separado e calcuiado ceomo porcentagem do -

total de 0leo adicionado.

3.2.8. Capacidade,de formagdo e estabilidade da cspuma

Foram determinadas secgundo DASS et al; (1979), com modifl
cagoes. Foram preparadas solucoes Céhtendo 10 miligramés por mili .
litro de proteina, 0,005M de hexametafosfato de s6dio ¢ 0,0 e 2,0%
de NaCl (p/v). O pH foi acertado para 6,5. Aos controles nio foi
adicionado o hexametafosfato de sodio. Amcstras de 100 mililitros
de cada solugao foi agitada em liquidificador por 15 minutos E_VE
locidade de 2.500 rpm. Og'volumés do 1iquido ¢ da espuma foram de
-torminados em uma proveta graduada (300 ml) nos ihtcrvaloé de tem
po: 0; 30; 60 e 120 minutos.

A formagao da cspuma foil cxpressa como volume de espuna no
final do periodo de agitagao e a estabilidade pela percelitagem de

reducdo da espuma em relagdo ao volume intcial.



3.2.9. Andlises auimicas

Todas as andlises quimicas foram rcalizadas em duplicata.

Proteinas - Método de Xjeldahl, A.0.A.C. (1980)

(N x 6,25).

Gordura

i

relho Soxlct. A.O.ALC. (1980).

Mctodo de extragdo com éter de petrdlco em apa

Umidade - secagem em estufa a 1059C, at¢ peso . constante

A.O.A,CL (1980).

Cinzas - incinerag¢ao em mufla a 5759C por 5 horas

A.O.ALC. (1980).

2:1)

Tabela 3.3. Formulacio das misturaé,para 0 preparoidos- ”hambpz
guers'.
INGKEDIEﬂTES\ AMOSTRAS
‘ A B e D
Carne bovina (dianteiroj 5~ 88,0 83,0 78,0 3,0
‘Proteina texturizada (hidrdtada
‘ B 6,0 6,0 6,0 6,0
Gordura suina 5 4,0 4,0 4,0 4,0
" Plasma bovino precipitado com |
IMFS (Gmido) 30,0 5,0 10,0 5,0
Mistura sal + condimentos® % 250 2,0 2,0 2,0

* ver formulagao na tabela 3.1.
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Tabela 3.4, Formulag¢do das misturas para o preparo da salsicha.

AMOSTRAS

INGREDIENTES
A B C D E

Carne bovina "dianteiro" © 60,0 55,0 50,0 45,0 40,0
Gordura suina 9 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Gelo picado % 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Plasma bovino precipitado .

com HMF (dmido) 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0
Proteina texturizada de _

soja (hidratada 2:1) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Fecula de mandioca % 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Mistura de sal +'gondimentos* $ 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

&,

ver tabela 3.2.
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5.2.10. Preparvo dos "hambursuers®

As formulag¢Oes das misturas para o preparo dos "hambur
guers'" sdo mostradas na tabela 3.3. A carne bovina, a gordura su
ina e a proteina toxtutizadu de sdja pfevinmcntc hidratada na pro
porciao de 1:2 soja:ﬁgud; foram picadas em um cortador de carnc. Os
ingredientes e os condimcntos foram misturados manﬁalmente ate a
obtengao de uma massa homogénea. Os "hamburguers" foram moldados
a partir de porc¢oes da mistura pesando 75 g cada. A scguir foram
embrulhados em papel aluminio e congelados a -159C/-1890C até 0

momento da avaliacdo sensorial e das andlises quimicas.

3.2.11. Preparo das salsichas

As formulacbes das misturas para o preparo das salsichas
sao mostradas na tabela 3.4. A carne, a gordura e a proteina tex
turizada de soja‘hidratada foram picadas em um picadbr de ,carﬁe.

~N -
A seguir os ingredientes e os condimentos foram colocgdos no

"cutter" na seguinte ofdem: carne, geio e condimentos e foram ho
mogeneizados durante.?2 minutos; gordura suiné e homogencizou-se
mais 1 minuto; proteina texturizada de soja, plasma bovino Apreci
pitado, fécula e homogeneizoumse durante mais 1 minuto. A seguir
a enulsao foil passada en moinho coloidal ¢ embutida em tripas sin
téticas através de uma cmbutideira manual. As salsichas foram ‘pg
~sadas e colocadas em estufa a 809C, durante 15 minutos com defuma
¢cao, é mais 75 minutos sem dcfumdgao, com a chaminé aberta. Apds
essc tempo as salsichas foram retiradas da estufa, pesadas e cozi
das em agua a 80°C durante 20 minutos. Apds o cozimento foram res

friadas em chuveiro de agua {ria, depiladas, embaladas em sacos

plasticos e colocadas em geladeira (£ 49C) até o momento da avali
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agdo sensorial e das andlises quimicas.

3.2.12. Determinagiao do .encolhimento e perda de peso dos  "hambur

}yucrsﬁ

A superficie ¢ o peso dos "hamburguers" fofam determina
dos antes ¢ apos a fritura. O cohtorno de cada "hamburguer" foi
desenhado sobre uma folha de papel e a drea determinada com um

planimetro.

3.2.13. Analise sensorial

Os '"hamburguers" foram fritos em frigideira de teflen sem
0leo, durante 2,5 minutos de cada lado e a seguir cortados cm~ ﬁg
dagos regulares de aproximadamente 10 é, embrulhados em papel alu
minio e mantidos no forno a * 409C até o momento da prova.

As salsichas foram cozidas em agua durante 2 minutos, con

: N : .
tados a partir da ebuliglo ¢ Servidgs aos provadores g temperatu
ra ambiente. |

Os "hamburguers'™ ¢ as salsichas foram avaliados por uma
equipe de 8 provadores em duas sessdes de testes, para 6 caracte
risticas - éparéncia, cor, aroma, sibor, textura e suculencia -
usando o sistema de escala descrito por THOMAS et al. (1973). A
ficha usada na avaliacdo scnsovrial ¢ apresentada norapéndice 3.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por a

nalise de variancia.



4. RESULTADOS £ DISCUSSAO

4.1. Precipitucio quimica das proteinas do plasma bovino.

0s resultados da'dctcrmina¢§0 do perfil de solubilidade das
proteinas do plasma bovino através da utilizagﬁo de quatro dife
rentes tipos de fosEuto,.em quatro diferentes concentracgdes ¢ .vg
riagao do pll de 2,5 a 7,0, sdo apfesentados a segulr. A figurad.l

apresenta a variagao na solubilidade. das proteinas do plasmé'quag
do se utilizou Fosfato de S3dio Monobasico (FSM) nas concentra
¢6es molares de 0,005, 0,01, 0,02 e 0,05. O ESM apresenta um efel
to ressolubilizante nas proteinas ao plasma, pois somente com 0
abaixamento do pll, 70%ldqs mesmas pérmanccem soluveis na faixa de
pH entre 5,0 e 5,5, enquanto que apds a adigao de TSM as solubili
dades foram, respecvivaments, de 75%, 77,5%, 91% = 100% para as
concentracgoes moi&res de 0,005, 0,01, 0,02 e 0,065.

A figura 4.2 mostra a solubilidade das proteinas do plasma
quando-utilizou-se Pircfosfato Tetrasodico (PETS). Naé concentfg
coes molares de 0,005, 0,0l e 0,02, permancciam em solucgio, Tes
pectivamenfe, 95%, 96% e 83% das proteinas.

A figura 4.3 mostra a solubilidade das proteinas em presen
¢a do Tripolifosfato de sodio (T?FS); A‘solubilidadc minima (10%)
ocorrc na concentragao de 0,01 M, na fdixd dé bH de 2,5 a 3,0. Nas
‘concentraQGCS de 0,0Z Me 0,05 M, aproximadamente 50% das pfotei
nas permanecem em solucao, sendo que isto ocorre na faixa de pH
de 2,5 a 4,0 para o primeivo e de 2,5 a 3,0 para o Ultimo. .Ja na
concentracao de 0,001 M o mesmo fato ocorre, porém na faixa de pll
de 3,0 a 6,5. |

Coemo pode ser visto no grafico da figura 4.4, em presenca
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de quamctafosfato de Sodio (IMFS), ocorre a precipitagio do to.
tal das protefnas do plasma hoVino na concentracito dc-0,00S M, ha
faixa de pH de 2,5 a 4,5-cfnu concentragio de_O;Gl M na faixa - de
pH de 2,5 a 4,0. Nas concentracgdes de 0,02 M e 0,05 M a solubili
dudc.é de 5% e 10%, respectivamente, na faixa dec pH de 2,5 a 4,0
e 2,5 a 3,0. -

0O efeito ressolubilizahté dos Ortofosfatos nas proteinas
foi demonstrado por VUJICIC & de MANN (19608), trabalhdndo com caég
fna o por SPINGLLT & KOURY (1970) em proteina de pescado. 0s re
sultados ecncontrados neste trabalho sugerem que as protcinas do
plasma bovino também s$do ressolubilizadas pelos ortofosfatos
te caso o Fosfato de Sdodio Monpbﬁsico.

VUJICIC & de MAN‘(1968), demonstrafam através de cromato
grafia em papel e ultrafiltragﬁo; que a caseina liga-se quantita
tivamente aos fos{atos do grupo dos polifosfatos (Pirofosfato, Tri
polifo%fato, Tetrafosfatos c Hexametafosfaﬁos) e VUJICIC et al.x
(1968) sugeriram que aévprotelnas-comportam-se como cations hulti
valentes quando se ligam aos polifosfatos e moétraram ainda que o
‘calcio faz parte do complexo prdtefnaupolifosfato.

. As mﬁdangas na viscosidade e na cor da solugio apos a com
plexacao com Qﬁrios fosfatos foram'estudédas>por VUJICIC & de MANN
(1968), os quais encontraram que as mesmas deviam-se 5'a1teragSes
no tamanho das particulas. Os rcsultados encontrados neste traba
lho estao de acordo com estas observacoes, ja que a cor da solu
¢do altera-se tao logo & atingido o pH no quél a reagao se¢ proces
sa, com um uumcnto_da.viscosidado aparente.

As diferentes solubilidades, em iguais concentracodoes, para

os tres diferentes polifosfatos usados - PFTS, TPIS ¢ IIMFS - podem
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ser explicuadas pelo tamanho das particulas, o que pode ser verifi
cado pela diferenc¢a entre os pesos moleculares dos politfosfatos u

tilizados. (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Peso molecular de alguns polifosfatos.

POLIFOSFATO - - PM

Pirofosfato tetrasodico o 66,0
Tripolifosfato de Sodio | ’ 368,0
Hexametafosfato de Sodio : 611,8

A precipitac¢ao parcial do compicxo'proteina - TPIS (Fig. 4.3)
demonstra que houve complexacao, mas o tamanho da.particula formg
da nio era suficiente para provocar a precipitacdo total das mes
mas. - r ', '

Ainda em relacio a solubilldadé, observamos uma insolubili
zagao irreversivel das proteinas do plasma apds liofilizacio  em
presenca de HMFS, fato que nio ocorre quando o plasma- e liofiliza
do sem HMFS. Este mesmo fendmeno foi relatado por CETHERIDGE et al.
(1981), os quais sugeriram que a presenca de fosfato interfere sig

nificativamente na ionizacao dos aminoicidos en pil baixo.

4.2. Qualidade Nutricionall

A analise de aminodcidos do plasma bovino, antes ¢ apds a
complexagao com HMES (Tabela 4.2) nio mostra nenhum decréscimo sig
nificante na quantidade dos aminoacidos essenciais devido a com

plexacao com o fosfato. Tanto o plasma fosfatado quanto o sem fos

- 50 -



Tabela 4.2 - Contetdo em aminodcidos (g/log N), do plasma bovino,

antes e apos complexagdo com Hexametafosfato de

dio (IMIS).

)

SO

RECOMENSACOES

AMINOACIDO PLASMA. PLASMA
BOVINO “+ HMIS FAOQO/OMS(1973)

Alanina 4,94 5,00 -
Arginina 5,56 5,06 -
Acido aspartico 10,00 . 9,35 -
Acido glutamico 14,07 13,38 -
Glicina 3,33 3,14 -
Histidina** 3,37 3,01 -
Isoleucina?* 2,24 2,17 4,0
Leucina* 9,50 9,72 7,0
Lisina* N 8,89 8,87 5,5
Metionina* 1,16 - 0,94

. 3,97 4,26 3,5
Cisteina 2,81, 3,32
Serina 6,91 6,73
Fenilalanina* 5,36~ 5,06 .

' ~10,57 - 9,59 6,0

Tirosina 5,21 4,53 .
Treonina* 0,82 6,66 4;0
Triptofano* 0,88 0,88 1,0
Valina* 7,06 6,89 5,0
Prolina 4,97 4,66 -
Indice quimico 56,0 54,3

x ok

*

Essencial somente para criangas.

- Bssenciais para adultos e criancas.
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fatd, apresentam deficilneia de  isoleucina e triptofano, quando
comparados com o padrdo FAO/OMS (1973). 0 indice quimico do plas
ma foi de 54, sendo a isoleucina o primeiro aminoicido limitante
e o triptofano o segundo.

0s nossos resultados estio de acordo com as obsecrvacgoes de
YOUNG et al. (1974), de que o primeciro aminodcido limitante .no
plasma bovino & a isoleucina. A deficiéncia de metionina determi
nada por DILL  ( 1975 ) oh - plasma bovino seco por "spray
dryei” nao foi encontrada em nossa anilise. Provavelmente o aque
cimento durante a fase de seccagem seja o responéﬁvel por este de
créscimo. -

0 decréscimo de triptofano encontrado por ETHERIDGE et al.
(1981) somente no plasma fosfatado (0,08 g/16 g N), mas nio .nb
plasma obtido por ultrafiltracao (1,14g/16 g N), sugere um posgi
vel efeito da comg}exagﬁo com o HMFS, porém pode ter sido .devido
ao processo de secagem (spray dryer) ao qual apenas o.plasma fos
fatado foi submetido. Neste trabalhd, tanto o plasma fosfatado
quanto'o controle, foram analisados sem ser submetidos a qualquer
tipo de secagem e nenhum decréscimo foi encontrado (Tabela 4.2) ,
reforcando a hipStese de que a causa do descréscimo seja o calor

e ndo a complexagao com o HMFS.

Tabela 4.3 - Conteudo de lisina disponivel no plasma bovino liofi

lizado.

AT _ CONTEUDO DE
ATAME :
TRATAMENTO | LISINA(g/16g N)
Plasma sem fosfato B 9,80
Plasma complexado com HMFS 9,22




A tabela 4.3 mostra u‘disponibilidudc da lisina no plasma
bovino liofilizado, antes ¢ nbés complexaciao com lMFS na ‘conccg
tracdo de 0,01 M em pll 4,0, Estes resultados estio de acordo com
aqueles. obtidos por PELROY & SPINELLI (1972) com proteind de pes
cado complexada com HMFS, que nao encontraram nenhuma perda signi -
ficativa da disponibilidade dé lisina, ﬁem mcsmo_qudndo era utili
zada uma concentracgao dcz vezes maior, em pll 3,5,

Diante destes fcsultddoé, podemos afirmar que,.nas condi
coes utilizddas neste trabalho, a complexacao com HMES nao afectou

a disponibilidade de lisina, das proteinas. do plasma bovino.

4.3. (Capacidade de Emulsificacio

A tabela 4.4 mostra os resultados da capacidade de cmulsi

ficagao das proteinas do plasma bovino com e sem a adicio de HMES

e NaCl. N
Tabela 4.4 - Capacidade de emulsificagﬁo(l) das proteinas do plas

ma bovino, com e sem a adicdo de HMES e NaCl.

N

% de NaCl Csem . | com HMFS
(p/Vv) HMFS 0,005M
0 | 30,36 - , 31,72
1 29,10 30,306
2 25,10 - 28,36
3 - 27,27 31,27

(L) ml de 6lco por 100 mg de proteinas.
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Os resultados aqui obtidos sugerem que a presenga do HMES,
nas condigoes de determinag¢ido empregadas, melhoram Ligciramcntc a
capacidade de cmulsificar gordurds,‘do plasma bovino, cnquanto que
o aumento da concentracgao de sal ate 2% (p/v) diminui csfu capaci
dade, a qual volta a aumentar (Fig.4,5) quanto € alcancada a con -
centracgao de 3% de NaCl, fanfo na preseﬁga quanto na auséncia de
IMES. . |

A escolha das Condi95é5>de determinacao da caphcidude de
emulsificagﬁo, tais como: concentragao proteica, quantidade inici
al da solucao, quantidade inicial de oleo,. pH, taxa de adicio do

oleo, temperatura do 5leo e da solucdo e velocidade de agitacao,

fol feita arbitrariamente, como ocorre com a maioria dos traba
lhos nesta area. A auséncia de padronizacio dessas condicdes de
determinacg¢ao torna muito dificil a comparacao dos dados obtidos

por diferentes peiquisadores,_mcsmo~trabalhando em sistema medelo.
A extrapolacao dos dados obtidos omfsistema modelo para as 'condi
¢oecs reais de fabricacido de produtos cirncos emulsionados, tambeéem
¢ muito dificil, devido 4 complexidade verificada nestes sistcemas,
em func¢ao da intecrac¢do entre os-seus componentes, além da diferen
¢a na concentrag¢ao protcica.

A validade da determinacgdo da cépacidade de emulSificagﬁo
em sistema modelo, devé—se a determinacio da capacidade relativa
entre diferentes proteinas ou diferentes tratamentos.

A concentracgao proteica sclecionada para a fealizagﬁo deg
te trabalho (11 mg/ml) foi baseada nos resultados de TYBOR et al.
(1973), os quais encontraram umd.fcsposta mais efetiva da .capaci
dade de emulsificacido das proteinas da soja em relacdo aos trata

mentos, em concentragoes proximas a 10 mg/ml, sendo portanto, a



faixé de Conccntrugio mais utilizada em-sistema modelo.

A quantidade inicial, tanto da solugdo protecica quanto de
0lco, influi na determinagao da capagi@adc de emulsificacio devi
do a diminuig¢do no tembo de agitagiio, e em conscquﬁnéiu diminui
a temperatura final da emulsio. Como este trabalho foi vconduzido
em temperatura ambiente'(uproximadamente 289C), a utilizagao Jind
cial de 50 ml de solucio protecica e 50 ml de 6leo permitiu diminu
ir a temperatura final de emulsao de 34,59C scm o uso de 61@0, pa

ra 329C.

4.4, Estabilidade da emulsiao

A estabilidade da emulsdo a tempefatura ambiente & apresen
tada na tabela 4.5. As emulsoes do plasma»bovinorsﬁo muito esté
veis, nao havendo influéncia da adicdo de HMFS nas concentragdes
proteicas de 11 m&/ml; 5;5 mg/ml e 2,75 mg/ml, cm pH 6,5 ¢  forga
ionica (u) 0,34. Em todas estas concentragoes as emulsoes permane

ciam inalteradas por tempo superior a 120 horas.

Tabela 4.5 - Estabilidade da emulsio formada em diferentes concen
| (1) | |

tracces proteicas .
CONCENTRACKO PLASMA BOVINO PLASMA BOVINO
PROTEICA ( mg/ml) COM HMFS (hr) (hr)
11,0 120 120
11,0 120 120
5,5 _ 120 120
5,5 120 ' 120
2,75 , 120 120
2,75 . 120 . _ 120

(1) pH:6;5. forca ionica: 0;34.
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Lstes resultados dewmonstram que a emuisio tormada pelo-
plasma bovino, nas condi§605 deste trubulho sio mnié estiveis do
que aquelas 101qua5 pclo caseinato de Potasolo c 191t cm pd des
natado com valores de pH vquando de-5,3 a 10,7 ¢ cm valores de
for¢a idnica de 0,05 e 0,3, sendo inferior apenas ao proteinato
de soja na faixa de pH dé 10,4 a 10,7 e forga'ianica de 0,05
(168 h.). PEARSON et al. (1965) encontraram valores para a esta
bilidade da emulsio QUé variavam de menos de uma hora (pH : 5,3;

‘u i 0,05 e 0,3) ate 168 Horas:fpﬂ : 10,7;/u.: 0,05) para o protei
nato de soja; de 48 horas (pH 10,75 u : 0,05) até 108 horas(nos
demais valores de pH e forga ionica) para o caseinato de Potﬁssio;
e de 0,25 horas (pH : 10,7;/u ; 0,3) até 96 horas (pH : 5,3 a7,0;
Mot 0,3) para o leite em po de%natado. Pelos dados de PFARSON et
al. (1965), pode-se verificar que para um mesmo sistema proteico
0s valores devestQPilidade da emulsao, em sistema modelo, variam
muito ém funcio da varia¢ao no pl e na forca idnica do mcio, para

‘ . :
uma mesma concentragao proteica. |

INKLAAR & PORTUIN't1969), demenstraram due a .estabilidade-
da emulsdo € dirctamente proporcional a concentragﬁo proteica, pa
ra o éascinato de s0dio e o isolado proteico de soja. O plasma bo
vino produz emul es estaveis em céncentfag&eé’de ate 2,75 mg/ml,

-quando deixados a temperatura ambiente, porém quando aduocidas. a
859C, durante 15 minutos e em seguida centrifugadas.é 1.200 TpMm
por 15 minutos apresenta scparacio de aproximadamente 3% do 0Oleo

emulsificado.

4.5. Capacidade de geleificacio

O efeito da varviacio da concentracao proteica na capacidg



de de geleificagideo do plasma bovino, de 0 a 20%, com aquecimento’

a cbulig¢io, durante 15 minutos ¢ apresentado na tabela J4.6. Na
concentracao de¢ 5% nio houﬁo formacao dc gel, e nas concentracgoes
de 10, 15 ¢ 20%, formou-sc, roSpectiVaﬁcnte, gcl fraco, médio e
forte.

Os resultados aqui cncontrados ndo coincidem com aqucles
de HERMANSSON & TORNBERG (1976); nue descreveram a-obtencao de um
gel muito firme em umavconcentragﬁb proteicq de 10%, baséado “Nno
seu peso scco. Como o método de avaliagao da Eorgd do gel, empre
gado neste trabalho & csscnciaimcnte subjetivo.e 0s autores se re
ferem textualmente qué "os gCis eram tio firmes que podiam ser me
didos com um viscosimetro ouvum,pehctrame;ro", podémos-cstar con
siderando gel fraco, 0 que os autpres-citados consideravam gel fir -
me. Fica claro desta afirmacao que a forca do gel somente podia

ser medida objetivamente, atraves de instrumentos de precisdo, a

partir .da concentracao de 10% de proteina.. v )
A tabela-4.6 apresenta as médias de geleificagido,  quando

foram adicionados 2% (p/v) de cloreto de sodio (NaCl) e/ou 0,01 M
de Hexamctafosfato'de So6dio (HMFS). A adicao de NaCl aumenta a ca
pacidade de geleificacac do plasma nas concentragoes de 5 e 10%,

nao apresentando ncnhuma melhora nas concentracdoes de 15 e 20

o\

Estes resultados estdo de acordo com aqueles de HERMANSSON & AKES
SON (1975) e SMIDTH ct al. (197é), que descreveram o auﬁcﬁto da
geleificacio em proteinas do soro do leite quando era aumentada a
concentracao de NaCl . de 0,1 até 0,5 M. Segundo os autores a pre
senca do sal aumentava a associac¢do protcina-proteina no soro do
leite, auuentando consequentemcnte a geléificagﬁo, quando a | dis

persao era aquecida. Provavelmente o mesmo ocorre Com as proteinas



do plasma bovino.

Tabela 4.6 - Geleificagdo das proteinas do plasma bovino liofili

zado, quando aquecido a ebuligido, durante 15 minutos.

% PROTEINA NaCl HMES=0, 0 1M GeELiTEIcAcRo ()

5 - - 0,0 a
4 - 1,0 D

- + 0,0 a

+ + 0,8 b

10 - - - A 2,0 ¢
+ - | - 2,6 d

- + 1,8 ¢

. . 2,6 d

15 ‘ - L= : 3,4 e

N | , |

+ - u3’8 e

- + 3,4 (&

+ + 3,4 e

20 - . - 4,8 £
+ - 4,6 €

- + 4,6 £

+ + 4,6 £

(1) Médias scguidas de uma mesma letra, nio diferem entre si, de

acordo com o teste de Tuckey (P.. 0,01).



A geleificacio aparente das proteinas do amendoim tendem a
diminuir com o aumento da concentracio de NaCl. Como as proteinas
do amendoim sao altamente complcxas,‘ddimite-sc que a  combinagido
de sal e aquecimento céuso uma dissociac¢io na estrutﬁra quaterna
ria das mesmas, diminuindo a sua capacidade de  geleificacgio

(SMIDTH et al., 1978).

Tabela 4.7 - Capacidade de formacido e estabilidade da ¢spuma do

(1)

plasma bovino

' , . ... Redug¢iao do volume
% \7 e -
TRATAMENTO N%Cl Volume inicial da espuma(ml) apos..

0

da espuma (ml)
: 0,5h.. .1h. 2h.

Plasma sem HMFS 0,0 | 220 _ 100 32 12

2,0 | 290 215 175 67
Plasma com >
HMES 0,01 M 0,0 230 - 100 30 12

2,0 : 260 - 175 135 65

(1) pH : 6,5.

4.6. Capacidade de formacdo e estabilidade da espuma

A capacidade de formacdo e a estabilidade da espuma fofmg
da pelo plasma bovino sdo apresentadas na tabela E;Z'

A utiliza¢ao de HMEFS na cdnéentragﬁo e pH empregado, nao
alterou significativamente a capacidade de formacio e a estabili
dade da espuma formada pelo plasma bovino, porém o uso de NaCl na
concentracao de 2% (p/v)}auméntou nao so a capacidadé‘de formacao,

como a estabilidade da mesma.



0 Cloreto de¢ Sadio aparohtcmcnte exerce cfeito variavel na-
capacidade de formacao de cspumn.das prote{pus (KLNSELLA, 1970j.
Ele aumenta a capacidade das protcinas da soja na concentracao de
2%, ‘¢ das proteinas do peixe na concentragio de 0,5 M (HERMANSSON
et al, 1972) e diminui a.cnpuciQudc da; proteinas do ovo e do tri
go (Mc DONALD & PENCE; 1961). O sal, dcpendendo da  concentragio
usada, provavclmente‘aféta avcaﬁacidade~de formacao de espuma, pe
las alteragoes causadaé_na solubilidade inicial, cnqﬁantd que a
“estabilidade da espuma @€ inflﬁenciada principaimehtc pela superfi
cie e grau de desnaturacio da membrana proteicalquc forma as bo

lhas de ar da espuma.

4.7. Encolhimento e perda de peso dos "hamburguers'" e salsichas.

As porcentagens de encolhimento e perda de peso dos "ham

burguers' fofmulaQos com e sem a adicao de plasma bovino complexa

do com MMFS, sao- apresentadas na tabela 4.8. K

1

Tabela 4.8 - Encolhimento ¢ perda de peso de "hamburguers'.

N DA" AMOSTRA PLASMA - ENCOLHI PERDA DE PESO (%)
» BOVINO MENTO o Tm
(%) N2 'DESCONGE  FRITURA

LAMINTO fOTAL
1 0 (CONTROLE) 27,7 3,3 23,6 26,2
2 5 ~ 27,2 3,3 24,2 26,6
3 10 27,8 4,5 23,6 27,0
4 15 28,9 6,5 25,6 30,5




A porcentagem de cncolhimento dos "hamburguers" contendo
plasma apds a fritura em frigideiras de tetlon (sem 6leo), encon
trada neste trabalho foi ﬁuito pcqucnd, em relagio aos controles.
Apesar dos dados nao térom sido submetidos 2 andlise de variincia
pode-sc perceber que até o nivel de substituicdo de 10% nao ocor
reu diferenga, porém com 15% o encolhimento foi ligciramcnf01mdor
(28,9%) que o do controle (27,7%).

MOLINA (1977), trabalhando com "hamburguers" formuladqscmm
Profe{na Texturizada de Soja (PTS), cm'substitui@ﬁo a carne bofi
na, encontrou porcentagens de encolhimento dé 44,08; 41,006; 306,8;

’

23,68 ¢ 16,15 , respcctivamente para os niveis de substituic¢ao de
6, 12, 18, 24 e 30%.

Estes dados demonstram que as,protéinas do plasma bovino;
ao contrario das prqteinas da soja, nao influem no encolhimento
dos "hamburguers', O mesmo fato ocorre com a perda dé peso - duran
te a fritura, quando uma pevda maior (25,6%) ocorre ne nivel de
substituigao de 15%, enquanto que os controles perdem 25,6% do seu
peso. Durante o descongelaﬁento a perda foi de quase o dobro no

nivel de substituicdo de 15% (6,5%) em relacdo aos controles (3,3%.

4.8. Analise Sensorial

4.8.1. "Hamburguers"
Os resultados da analise sensorial dos "hamburguers'" = sao
apresentados na tabela 4.9,
Quanto ao aspecto, a analisc de variancia mostrou que a
substituicdo da carne por proteinas do plasma complexadas comHMES,
Tare o o YT @ ¢ b JEI o .3 C i icativa ) aea
ao nivel de 5% nao apresentou diferenga significativa em rclagao

ao controle. Ja com 109% ¢ 15% de substituicdo os "hamburgucrs"

-. 062 -



apresentaram aspecto inferior ao do controle (D1 4;0,01);

Em relagio a cor, todas as amostras sio mais claras e dife
rem significativamentc.em relacgiao aos‘controles. As amostras com
5% de substituicao sﬁo_difcrcntes 40 nivel de (F <2 0,05) e aque
las com 10% e 15% diferem ao nivel de (P -20,01).

O sabor dos ”hamﬁurguers” contendo 5 e 10% de substituiCSo
nac aprescntaram diferenéa significafivé em relacao ao controle,
entretanto o sabor daqueles com iS%‘de substituigdo ¢ estatistica
mente difcrente (P << 0,05). |

O aroma, a textura e a suculéncia ndo apresentam’ nenhuma
diferenca significativa em qualquer dos niveis de substituicio

utilizados neste trabalho.

4.8.2. Salsichas

Os resultados da anilise sensovial das salsichas sio apre
sentados na tabela 4.10. o '

A analise de Vafiﬁncia mostrou‘que deatre as caracteristi
cas estudadas, a textura diferiu significati?amente (P < O,Cl)qqu
do o nivel de substituicio foi superior a 15%.

Quanto ao aspecto, a cor e o aroma os recsultados foram se
melhantes. Quando a carne bovina foi substituida por protcinas. do
plasma bovino precipitadas‘com HMFS, a niveis de 5, 10 e 15%, nao
“ocorreu diferenca significativa, ja com 20% de substitui¢do ocor
reu diferenga significativa (P - 0,01) em relacao a todas as ou
tras amostras. O aspecto e o aroma sSao inferiores, e a cor € mais
escura que a do cohtrole.

Em relagao ao sabor; apenas as salsichas com 5% de substi

tui¢ao nao apresentam difercnca significativa, sendo que as demais

- 63 -



amosfras diferem significativamente (P < 0,01), e apresentam sabor
intferior aos do controle.

A suculcncia dasvsAlsichas com 5% de substituic¢do nio apre
senta diferenca signifi;atiﬁa em relagcao ao controle: As demais
amostras diferem significativamcntc a nivel de (p < 0,01), tanto
em rclagdo ao controle quanto entre si, com excegao das amostras
com 5 ¢ 10% que diferem ao nivel de (P <l 0,05).

THOMAS et al. (1973), substituiram as protcinas da .carne
por broteinas da soja, Caseinato de Sodio e Co-pfecipitado de léi
te com varios teores de Calcio, em salsichas e encontraramefeitos
deletérios em relacido as caracteristicas sensoriais das salsichas.
A textura era mais branda, a cor era maié clara e o sabor e o aro
ma eram inferiores, nas salsichas com aquéles aditivos.

RUSIG (1979), testou salsichas nas quais a proteina da car
ne era substituidg por isolado proteico de plasma ou por fibras
texturizada produzidas_tom plasma e alginato.'o autor* encontrou
que a textura era mais firme a cor éra mais clara e o sﬁbor e o
aroma eram inferiores aos do controle.

No presente trabalho, as salsichas com 5% de substituigﬁo
da carne por proteinas do plasma precipitadas com HMFS, nao apre
sentam diferenca significativa em relacao aos controles para ‘ne
nhuma das 6 caracteristicas organolépticas estudadas. Com nivel
-de substituigﬁo de 10%, apenas o sabor e a suculéencia sﬁo'inferig
res aos>controlcs, com niveis de significﬁncia de (P < 0,01).
RUSIG (1979) afirma que a medida da suculéncia por avaliacdo sen
sorlal apresenta pequena correlagﬁo com o mitodo de aplicacao de
pressao, ¢ GOLTRY et al.. (1976), citado por RUSIG (1979), lembra

ue o0 teste sensorial nao mede a "auantidade' de suculencia mas
I b
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a prefercncia por suculéncia. Como o sabor & o principal fator que
influi na aceitabilidade de qualquer alimento, pode-se rccomendar
o uso de proteinas do plasma precipitadas com IMES, até o  nivel

de 5% em substituicio a carne bovina.
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5. CONCLUSOUS

1 - Dentre os 4 tipos de f{ostato posqﬁisados, o Hexametufosfato de
Sodio (HMFS) na concentragdo de 0,005 M, na faixa de pill de 2,5 a

4,5, ¢ o que permite a precipitacldo total das proteinas do plasma

bovino, em soluc¢oes contendo 1,2%-de proteina.

2 - A complexaciao com HMEFS melhora ligeiramente a capacidade de
emulsificacao e a estabilidade da emulsdao, ndo alterando a capaci
dade de geleificacao e¢ de formacdo de espuma, das proteinas do

plasma bovino. ’

3~ A quantidade de aminodcidos essenciais, assim como a disponibi
lidade da lisina nao sao afetados pela complexacdo das proteinas
com o HMFS.

~ . )
4 - A analise sensorial demonstra que a substituigao de 5% da car
L)

.

ne por plasma bovino € viavel, pois-ndo afeta o aspecto, o aroma,

o sabor, a textura e a suculencia de "hamburguers' e¢ salsichas.

- .68 -



Faz-sc necessario continuar as pesauisas visando a separa
cio das proteinas precipitadas através de um sistema continuo, e
também um estudo dos aspectos microbioldgicos do processamento do

plasma.
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8. APCNDICE

e e At

8.1. DETERMINACXO DO TR[PTOFANO PELO)HETODO DO DAB
I. Objetivo: | |

Determinacgao dc‘triptofano pelo mcCtodo do p-dimetilaminoben
zaldeIdo (DAB). Necessita-se geralmente dosar este aminoicido sepa
radamente devido a sua essencialidade nutricional, a seu nivel 11
mitante nas fontes protcicas é ao fato de ele nao ser recuperavel

nos hidrolisados acidos das protcinas.

II. Fundamento do méetodo: .

A reacao do DAB com o triptofano nio esti ainda bem esclare
cida, mas acredita-se que ha uma interacio entre os dois compostos

onde o carbono da carbonila do DAB liga-se a um carbono do tripto

fano. ’
O processo hidrolitico prévio & necessirio para eliminar di
L]
ferentes graus de hipercromicidade do tTiptofano peptidico. Esse

processo (hidrdolise alcalina) libera os rtesiduos triptofil deixan

e

do-os totalmente acessiveis ao reagente. O efeito hivpercromico e

devido a residuos interferentes proximos ao triptofano.

III. Procedimento: _ :

Reagentes:

“a. H,5C, 19N: Num becker com 234 ml de agua édicionar Cuiéadosameg
te 206 ml de HZSO4° Misfurar bem.

b. DAB: Dissolver 1;5g de p-dimetilaminobenzaldeido em 50 ml de.

HZSO4 19N num baldo volumétrico. Misturar bem. Se o dcido esti

ver ainda morno, a dissolucdao sera mais facil.
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d.

9.

10.

11

Nitrito de sddio 0,04%: Dissolver 0,2g de NaNO, em 500 ml  de
dgua. '

Padrao: Dissolver 100 mg de triptofano em 100 ml de dgua.
(10ng/mi)..Misturar bem. .

KOII 5N: 165,0g de KOH de 85% de pureza. Dissolver em dgua ate .

500 ml.

HC1 6N: Diluir HC1 concentrado l:lrcom agua.

esar Zodmg de uma amostra desengordurada e colocar em tubo de
polipropileno de 10 ml de capacidade.
Acrescentar 8,0 ml de KOH SN e homogenizar. Tampar bem.
Hidrolizar em panela dé pressao por 4 horas. Esfriar a panela
devagar e tirar. | |

Depois de esfriar abaixo de 309C, transferir quantitativamente

~para um becker,de 100 ml e neutralizar com 6,7 ml de HC1l 6N.

Verificar o pH. | u'_ ‘

Transferir para baldo volumétrico ou proveta de 25 ml. Aferir
o volume. |

Filtrar para rvetirar o residuo insoldavel.

Pipetar 1,0 ml de hidrolisado em tubos de ensaio de 30 ml de’
capacidade.

Preparar diluigoes da solugdo padrdo contendo 0, 10, 20, 40 e
60 ug/ml. Pipetar 1,0 ml de cada diluicao em tubos respectivos.
Acrescentar em cada tubo‘O;S ml de solucao DAB e 4,5 ml1 de
H,50, 19N.

Guardar os tubos dentro de.uma'cﬁmara (balcao), fora do. alcan
ce da luz por uma hora. |

Acrescentar em cada tubo 0,1 ml de NaNO,. Misturar bem e deixar
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rcagir por 20 minutos.,
12, Ler a 600 nm contra o tubo de 0 ug/ml como branco.
15. Fazer um griafico da densidade 6tica Vs.a quantidade de g trip

'tofano.

8.2. DETERMINACAQ DE LISINA DISPONTVEL

1. Generalidades:

O aminoacido esse ncial lisina existc em quandeadc elevada
na soja, servindo como 1nd1cat1vo de seu valor blOlOglCO. Assim
sendo ha necessidade, para melhor.interpretagﬁo dos resultados do
PER, de determinar—se.seu valor nas amostras utilizadas para ra
¢io. Também & interessante verificér 0 comportamento da 1lisina
disponivel na soja em funcio do trétamentﬁ térmico. A lisina pos
sul dois gfupos -NH, , sendo que na proteina'o’-NH2 alifa esta com
prometido na 1igd§50 peptidica e o -NH,, épsilon fica livre, possi .
bilitando a reacido de Maillard ou_outras'reaQGes, duféntevb tratg
mento térmico, diminuindo a 1lisina Qisponivel;.Pof outrollado, a
soja possui quantidades muito reduzidas de agﬁcares (i 6% de caz.
'boidrgtos),.e séndo o tratamento térmico pouco sévero, ndo ha gran
de comprometimento do grupb —NH2 épsiion‘da Lisinax

O grupo —NHZ épsilon da lisina, quando livre, feage com
'TNBS (acido tr;nitrobenzcnosulfonlco) formando - _ 0 composto
-épsilon TNP-L-Lisina, que pode ser dntermlnado pela 101tuxa em -
D.0. a 346 nm, relacionadovéom uma curva padrao.

Lste método tem as vantagens de ser simples, facil de manu
sear e rapido. Podé ser aplicado com con51ueravcl preC1sao na de
terminacao de lisina em proteinas de balxo pcso molecular com re

lativamente poucos r051duos de 1L01nq tais como insulina, ondec o
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numero total de aminogrupos N-terminais excede o niimero de grupos’
e aminas livrcs. Este mCtodo poderia portanto ser particularmente
R . - End ’ -~ i - . - ‘ -» N -

util para a determinacdo de residuos de lisina em peptidcos assim
comé proteinas compostas de varias cadeias peptidicas ou subunida

des.

2. Fundamentos:

A especificidadé da técnicd aqui descrita para os‘ grupés
épsilon aminas de proteinas reside no fato que, subsequente a hi
drélise dcida da proteina -TNP, os ol -TNP aminodcidos podem  ser
extraidos com &ter ao'passo que E~TNP-1isina permanece na tase
aquosa onde ele pode ser determinado espectrofotométriéamente. Um
estudo da influéncia das condigoes hidroliticas na recuperacao de
E-TNP-1lisina de TNP de sorcalbumina bovina revelou que um periodo

de hidrolise 'de 6 horas a 1209C com HCl 6N era suficiente para re

cuperagado quantitativa. A hidrdlise completa daproteiha nio- e
necessaria uma vez que pequenos TNP-peptideos possuen essencial

mente a mesma solubilidade e propriedades espéctrofotometricas aos
“do aminoﬁci@os-TNP'livres.

Extrai-se tres vezes com aproximadamente 10 ml de éter eti
lico a fim de remover os aminoacidos TNP—N»fefminaisfnlpeptfdeos
“bem como acido picrico que também & produzido durante o curso da
reacao.

0 TNBS em meio dcido mdo tem absorcdo aprecidvel a um com
primento de onda maior quev300 mwr. [ntretanto se o branco € prepa
rado como amostra, mas nio contendo proteina, cntdo o branco TN?S
tem uma al:sorcdo apreciavel a 346 nm devido a seu produto hidroli

tico, o dcido picrico. A introdugdo de um passc de extracdo eterea

- 82 -



no procedimento remove tanto acido picrico como o excesso de TNBS

RN

¢ assim elimina qualquer difevenca em densidade Gptica  dJdo branco

preparado em dcido ou base

3. Procedimento:

a. NaHCO3 a 4%; pH 8,5. ‘

b. TNBS a 2% (Picryl sulfonic dcid~ ou 2,4,6 triﬁiérobeﬁzene sul
fonic acid). |

c. HC1 concentrado e a 30%.

d. Eter etilico.

1. Em Erlenmeyer de 125 ml colocar:
a. 0,05g de amostra dese noordurada com gtanulometxld de 100 mesh;
b. 5 ml de NaH(’O3 4% pH 8,5 (serve para dlssolver a protelna)

‘2. Agitar 10 mlnutos em banho-maria a 409C. .

5. Adicionar 5 ml de TNBS 2% e continuar‘no banho pof'Z horas.

Adicionar 15'ml de HC1 concentrado (interrbmpe"a reagao do TNBS
que sO reage em meio alcdllno) |

Autoclavar o frasco fechado por uma hora a 1219C.

Resfriar, filtrar, lavar o flltrado com 5 ml de HC1 concentrado
e completar 50 ml com agua destilada; |

Tomar 10 ml de filtrado e lavar 3 vezes com 10 ml_de éteretili
co. |
Remover o éter residual dgitando—o 5 minuﬁos em banho-maria - a
409C.

Ler a 346 nm diluindo;,sé necessario, com HC1 309 (normalmeﬁte

1:10), contra branco em que o HC1l concentrado foi adicionado ao
erlenmeyer, antes do TNBS. '



8.3. Ficha utilizada na avaliacio sensorial de "hamburguer'" e sal
A\ ]

sichas.

NOME

DATA ./ /

PRODUTO:

INSTRUCOES

A amostra devera ser julgada baseando-se nas seguintes ca

racteristicas:

Aspecto 1 PEssimo. . 5 Régular , 9 Otimo

Cor ' 1 Muito ﬁlara 5 Otima 9 Muito escura
Aroma 1 Péssimo 5 Régular ’ 9 Otimo
Textura 1 Muito mole 5 Otima 9 Muito dura
Sabor i“Péssimo' : 5 Regular - 9 Gtimo
Suculéncia 1 Muito seca 5 Gtima 9 Mhito Gmida

AMOSTRAS

ASPeCtO et rennnnnasn,
O
AT OMA . et ettt eennenannnns
ATextnra..................
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