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RESUMO

Atualmente, milhares de toneladas de proteina de soja sao utilizadas como
ingrediente funcional nas industrias de alimentos e outras industrias nao
alimenticias em diversas aplicacdes. No entanto, ainda faltam informagdes sobre o
efeito das condicdes de armazenamento de isolados protéicos de soja nas
propriedades funcionais destes isolados. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a influéncia das diferentes condicoes de estocagem (temperatura e
atividade de agua) sobre a propriedade de geleificagéo de isolado protéico de soja
através da analise das mudancas sofridas pelas proteinas e das mudancas das
caracteristicas do gel. Isolado protéico de soja (IPS), com atividade de agua (aw)
inicial 0,19 (IPS-0,19), foi acondicionado em sistemas fechados contendo solugoes
saturadas de MgCl, e NaCl, com umidade relativa de 33 e 74%, respectivamente.
Os isolados IPS-0,33 (aw 0,33) e IPS-0,74 (aw 0,74) atingiram 0 equilibrio apos 20
dias de armazenamento a 25°C e foram, entao, acondicionados em embalagens
aluminizadas hermeticamente fechadas e amrmazenados em estufas a 25 e 45°C,
por 210 dias. Durante a estocagem 0S IPSs foram avaliados quanto ao perfil
eletroforético, solubilidade, perfil de textura, umidade espremivel do gel (UE%) e
microestrutura do gel. Modificagdes nas caracteristicas das proteinas tiveram
inicio no periodo de equilibrio das amostras, principalmente em relacao ao IPS-
0.74. Observou-se, pela andlise do perfil eletroforético, o desaparecimento na
subunidade B-7S e diminuigao do polipeptideo B-11S da proteina soluvel em agua
do IPS-0,74 sugerindo agregacao ocorrida durante o periodo de equilibrio, 0 que
pode ter contribuido para sua baixa solubilidade e diferengas nas caracteristicas
do gel (textura, microestrutura e UE%) quando comparado aos outros IPSs.
Durante a estocagem os isolados [PS-0,19 e IPS-0,33 apresentaram
comportamento semelhante para todos os atributos analisados. A solubilidade dos
IPSs diminuiu no decorrer da estocagem, tanto a 25 como a 45°C . Pela analise do
perfil de textura dos geis observou-se perda acentuada de elasticidade e de
coesividade do gel do IPS-0,74 estocado a 25 e 45°C, enquanto que os IPS-0.19 e
IPS-0,33 mostraram-se estaveis durante o armazenamento a 25°C. No entanto,
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observou-se diminuicdo da coesividade do gel dos IPS-0,19 e IPS-0,33 em
estocagem a 45°C. Devido a alta variabilidade da medida, nao foi possivel tracar
um perfil para a dureza, embora se tenha percebido reducao de dureza do gel do
IPS-0,74. A UE% do IPS-0,19 e do IPS-0,33 permaneceu relativamente constante
durante a estocagem a 25 e 45°C , ja a UE% do IPS-0,74 aumentou 44% apos
210 dias de estocagem a 25°C e apds 90 dias de estocagem a 45°C este aumento
foi superior a 100%. A analise do gel em microscopio eletronico de varredura
permitiu  visualizar ~diferencas marcantes nas caracteristicas dos geis,
especialmente em relagdo ao gel do IPS-0,74, que apresentou estrutura
grosseiramente agregada, o que pode ter resultado em baixa coesividade e
Capacidade de retengao de agua do gel deste isolado. A aw e a temperatura de
estocagem tiveram grande influéncia na estabilidade dos IPSs. Quanto maior a aw
e maior a temperatura de estocagem, maior a velocidade com que a proteina
perdia suas caracteristicas originais. Os resultados sugerem que as condi¢oes de
umidade relativa no armazenamento afetam as propriedades funcionais como
solubilidade, geleificacao e capacidade de retencao de agua, importantes para a
qualidade e utilizagao dos isolados protéicos de soja.
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ABSTRACT

Currently, thousands of tons of soy protein are used as functional ingredients in the
food and non-food industries in various applications. However, information about
the effect of the storage condition of protein isolates on their functional properties
are still not available. The objective of the present work was 1o evaluate the
influence of the different storage conditions (temperature and water activity) on the
gelation properties of the soy protein isolate through the analysis of the changes
occurred on the proteins and on the gel characteristics. Soy protein isolate (SPI),
with initial aw 0.19 (SPI-0.19), was conditioned in closed systems containing
saturated solutions of MgCI2 e NaCl, with relative humidity of 33% and 74%,
respectively. The isolates SPI-0.33 (aw 0.33) and SPI-0.74 (aw 0.74) achieved
equilibrium after 20 days at 25°C and were conditioned in sealed aluminum
packages and stored at 25 and 45°C for 210 days. During the storage, the SPls
were evaluated according to their electrophoretic profile, solubility, texture profile,
expressible moisture (EM%) of the gel and gel microstructure. Modifications on the
protein characteristics already started in the equilibrium period of the samples,
mainly regarding SPI-0.74. It was observed, by the analysis of the electrophoretic
profile, the disappearing of the B-7S subunit and the reduction of the polypeptide
B11-S of the water soluble protein of SPI-0.74, suggesting that some type of
aggregation occurred during the equilibrium period, which might have contributed
to its low solubility and difference in the characteristics of the gel (texture,
microstructure and EM%) when compared to the other SPIs. During the storage
the SPI-0.19 and SPI-0.33 isolates showed similar behavior for all attributes
analysed. The solubility of the SPIs decreased during the storage period, both at
o5 and at 45°C. By the analysis of the gel texture profile it was observed an
accentuate loss of the elasticity and the cohesiveness of the SPI-0.74 gel stored at
o5 and 45°C, while the SPI-0.19 and SPI-0.33 showed to be stable during the
storage at 25°C. However it was observed a reduction on the gel cohesiveness of
SPI-0.19 and SPI-0.33, stored at 45°C. Because of the high variability of the
measure, it was not possible to get the hardness profile, while it was obeserved a

XXiil



reduction on the hardness of the SPI-0.74 gel. The EM% of SPI-0.19 and SPI-0.33
keep relatively constant during the storage at 25 and 45°C, yet the EM% of SPI-
0.74 increased 44% after 210 days of storage at 25°C and after 90 days of storage
at 45°C this increase was over 100%. The analysis of the gel with scanning
electronic microscope (SEM) made possible to observe the differences of gel
Characteristics, specially regarding the SPI-0.74 gel, which showed a coarse
structure, which can have resulted the low cohesiveness and water holding
capacity of this gel isolate. The storage conditions, temperature and aw of the SPIs
had a great influence on the stability of the SPIs. The results suggested that aw
was the main factor that affected the functional properties as solubility, geleification
and water holding capacity, important to the quality and utilization of soy protein
isolates.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max ) é uma leguminosa que constitul uma excelente
fonte de proteina para a alimentagao humana e animal, pois possui alta
concentracdo de aminodcidos essenciais, particularmente lisina, leucina e
aminoacidos aromaticos (Cheftel et al., 1889).

Atualmente, milhares de toneladas de proteina de soja sao utilizadas
como ingrediente funcional nas industrias de alimentos e outras industrias nao
alimenticias em diversas aplicacdes (Rhee, 1994). As proteinas de soja tém como
principais caracteristicas funcionais: capacidade de hidratagao, solubilidade,
estabilidade coloidal, geleificagao, emulsificagdo, formacao de espuma €
adesao/coesdo (Morr, 1990), além de possuir aplicagao como substituto de
gordura em produtos & base de carne, peixe, leite, cereais e formulagoes infantis
(Lusas & Riaz, 1995). Os isolados protéicos de soja agem como surfactantes na
estabilizacao de emulsoes, aumentando a vida de prateleira de diversos produtos
(sopas, salsichas e maionese) (Yao et al., 1990), sendo bastante utilizados em
alimentos orientais tradicionais como o “tofu” e “tempeh” (Peng et al.,1984).

Além de contribuir com suas propriedades funcionais, muitos estudos
clinicos tém demonstrado vantagens associadas ao uso de produtos a base de
soja na prevengao de doengas do coragao, obesidade, colesterol, cancer,
diabetes, doencas dos rins e osteoporose (Sirtori et al., 1995 apud Garcia et al.,
1997).

Segundo Rhee (1994), as caracteristicas funcionais sdao dependentes
das propriedades fisico-quimicas, as quais sao afetadas pelas condigoes de
processamento e estocagem. E importante um entendimento maior das condicoes
de manufatura dos ingredientes a base de proteina de soja, ja que estas afetam a
composicao, estrutura e propriedades funcionais das proteinas.



Uma das propriedades funcionais mais importantes do isolado protéico
de soja € a sua capacidade de formar gel. A transicao molecular da proteina do
seu estado nativo para seu estado desnaturado envolve mudancgas
conformacionais nas estruturas quaternaria, terciaria e secundaria, assim como
nas suas ligagdes, como pontes de hidrogénio, ligacoes hidrofobicas, interagoes
eletrostaticas e ligagbes dissulfidicas. Estas mudangas determinam a estrutura
final e textura do gel (Toledo & Ker, 1992). Diversos autores tém estudado as
propriedades dos géis de IPS (Hermansson, 1986; Genovese e Lajolo, 1992:
Puppo et al., 1995; Kang et al., 1991: Furukawa et al., 1980; Lopez de Ogara et
al, 1992; Morr, 1990; Utsumi & Kinsella, 1985).

A estrutura do gel € responsavel por diversas propriedades fisicas
como retencao de agua e textura, estando intimamente relacionada com o
comportamento da proteina durante a geleificacao. Tecnicas de microscopia
eletronica usadas para visualizagdo e Caracterizacao de estruturas de géis tém
sido revisadas por Hermansson & Langton (1992) e Hermansson (1994).

Estudos foram feitos sobre a influéncia da estocagem nas propriedades
funcionais de proteinas do soro do leite. Rector et al. (1991) mostraram que
durante a estocagem ocorreu polimerizagao protéica, afetando a qualidade do gel
de proteinas do soro do leite. Hsu & Fennema (1989) observaram altera¢des nas
propriedades funcionais das proteinas do soro durante o armazenamento,
possivelmente relacionadas com reacdes de Maillard, mudancas estruturais das
proteinas, interacdes proteina-proteina, oxidacao e outros fatores desconhecidos.
Liu et al. (1991) observaram agregacao protéica em soroalbumina bovina
liofilizada apos 24h de incubagao a 96% de umidade e 37°C. Segundo os autores,
esta agregacao induzida pela umidade, pode ter sido resultado de formacgao de
ligagbes S-S intermoleculares via reagoes de troca tiol-dissulfeto. Maior hidratacao
da proteina resulta em maior mobilidade molecular, que pode facilitar reacdes de
troca tiol-dissulfeto.




O efeito das condicoes de armazenamento do IPS sobre as
propriedades de geleificacao ainda nao foram adequadamente estudados. Este
trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia de condicoes de estocagem,
temperatura e atividade de agua, em algumas propriedades do isolado proteico de
soja e sobre a propriedade geleificante do IPS através da andlise das mudancas
sofridas pelas proteinas e das caracteristicas do gel.

2. OBJETIVOS

Avaliar as modificagdes das caracteristicas do isolado protéico de soja
e da propriedades de geleificacao durante a estocagem.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

31. Atividade de agua e estabilidade dos alimentos

O conteudo e o estado fisico da agua nos alimentos influenciam as
caracteristicas fisicas, quimicas, qualitativas, sanitarias e funcionais dos
componentes alimentares (Rockland & Stewart, 1981). Embora a umidade seja
um parametro importante na conservagao dos alimentos, tem sido observado que
diversos produtos com mesmo conteudo de agua diferem significativamente em
sua susceptibilidade as diversas alteragbes, nao sendo seguro utilizar
unicamente este parametro como indicativo de deterioracdo. Esta inadequacgao
pode ser atribuida, em parte, as diferencas de intensidade com que as moléculas
de agua se associam com 0S constituintes ndao aquosos, ja que a agua
fortemente ligada é menos disponivel para 0 crescimento microbiano ou para
reacoes quimicas hidroliticas (Fennema, 1996). Em muitos casos a atividade de



agua (Aa) tem sido utilizada como parametro preferencial por representar melhor
a agua disponivel ou o estado da agua disponivel, que melhor se correlaciona
com o efeito na conservagédo dos alimentos (Teixeira Neto, 1997), no entanto
outros fatores como concentragao de oxigénio, pH, mobilidade da agua e o tipo
de soluto presente também podem, em alguns casos, exercer forte influéncia
sobre a velocidade de degradacao. Atividade de agua, que numericamente varia
de 0 a 1, € uma propriedade intrinseca da amostra € a umidade relativa € uma
propriedade da atmosfera em equilibrio da amostra (Fennema, 1996). Segundo
Troller & Christian (1978) atividade de agua pode ser definida como o quociente
da pressao de vapor de agua do alimento dividida pela pressao de vapor da agua
pura, a uma mesma temperatura:

Aa = p (pressao de vapor de agua no sistema)

Po (pressao de vapor de agua satu rado)

Algumas categorias de agua associada a proteinas com o aumento
progressivo de Aa, foram apresentadas por Kinsella & Fox (1986):

Agua estrutural

Agua fortemente ligada, via ligagdes de hidrogénio, a grupos
especificos da proteina, participando na estabilizacao da estrutura protéica,
consequentemente indisponivel para reagoes quimicas ou como solvente.

Agua monocamada

E a primeira camada de moléculas de agua fortemente estruturadas,
associadas quimicamente via ligacdes de hidrogénio e interagdes dipolo com
grupos ionicos e polares da proteina, encontra-se na faixa de Aa de 0,05 a 0,2.
Esta agua (0,02-0,1g/1g de proteina) apresenta propriedades diferentes da agua
pura, nao estando disponr’vél como solvente para muitas reagdes quimicas.




Agua multicamada

Agua que ocupa o0s restantes dos sitios da primeira camada e forma
varias capas adicionais em torno de grupos hidrofilicos de constituintes nao
aquosos. Predominam as ligacoes de hidrogénio agua-agua e agua-soluto,
corresponde a Aade 0,3a0,7.

Agua nao congelavel

Inclui toda agua estruturada com Aa 0,9 nao congelavel. A quantidade
de 50g de agua /g de proteina varia de acordo com o conteudo de aminoacidos.
Pode estar disponivel para algumas reagoes quimicas e como solvente.

Agua Capilar

Agua fisicamente contida em cavidades, espacos vazios e fendas
através de forcas de superficie e capilares da molécula de proteina, encontra-se
disponivel como solvente e para reagdes quimicas.

Agua livre
Agua fracamente associada a proteina, apresenta caracteristicas da
agua comum, afetaa viscosidade e difusao da proteina.

Para obtencao do valor da Aa nos alimentos, a temperatura deve ser
especificada, pois 0S valores de Aa sao dependentes da temperatura.
Dependendo do produto, uma alteracao de 10°C, na temperatura de estocagem,
pode causar mudanga na Aa de 0,03 a 0,2, podendo influir na estabilidade do
produto (van den Berg & Leniger, 1978).

Segundo Richardson & Steinberg (1987) o processo de deterioragao de
alimento durante a estocagem esta relacionado com a forma com que se liga a
agua aos componentes deste alimento. Labuza (1970) mostrou que diversas
reacoes de deterioracao em alimentos apresentam suas menores taxas na regiao
da monocamada, a qual usualmente corresponde a faixa de Aade 0,2 a 0,4. Um



aumento da Aa acima dessa regiao induz aumento na velocidade de reacao de
50 a 100% para cada acréscimo de 0.1 de Aa.

Isotermas de sorcao podem ser definidas como representacdes que
Interrelacionam o conteudo de agua de um alimento, expresso em massa de
agua por unidade de massa de matéria Seéca, com sua atividade de agua a uma
temperatura constante (Fennema, 1996). As isotermas sao obtidas pela
exposicao da proteina seca a ambientes com diferentes umidades relativas até
que atinjam o equilibrio. Umidades relativas podem ser obtidas a partir de
solugbes saturadas de diferentes sais (Snyder & Kwon, 1987). O termo sorcao de
agua refere-se a processos onde moléculas de agua combinam progressivamente
€ reversivelmente com alimentos soélidos via $0rcao quimica, adsorgao fisica e
condensacao multicamada e capilar (Kinsella & Fox, 1986). A sorcao de agua
afeta a secagem, estabilidade de estocagem e o comportamento das proteinas
em diferentes sistemas alimentares. Informagdes sobre interagoes da agua com
0 alimento podem ser bastante Gteis na determinagao de condicdes de estocagem
€ na selecao de embalagem de diversos produtos (Kinsella & Fox, 1986).

3.2. Proteinas de soja

As proteinas de soja foram inicialmente classificadas de acordo com
Sua velocidade de sedimentagao em quatro frages: 2S, 7S, 11S e 15S (Naismith,
1955; Wolf & Briggs, 1956, apud Hermansson 1978). As quantidades relativas e
as faixas de pesos moleculares representadas pela varias fragcdes das proteinas
sao mostradas na Tabela 1.




TABELA 1. Quantidade relativa e composi¢ao das fracoes protéicas da soja.

Fracao % do total Componentes Peso Molecular
2S5 22 Inibidores de tripsina 8.000- 21.000

Citocromo C 12.000
78 37 Hemaglutinina 110.000
Lipoxigenases 102.000
B-amilase 67.700

7S-Globulina 180.000-210.000
118 31 11S-Globulina 350.000
158 11 — 600.000

Fonte: Wolf & Cowan (1975) apud Hermansson (1978).

A glicinina (11S) e a B-conglicinina (7S) sao 0s principais componentes
protéicos do IPS. Estas proteinas possuem estruturas quaternarias complexas que
facilmente sofrem reagoes de associagao-dissociacao, dependendo das condi¢coes
do meio (Morr et al., 1986).

A fragao 11S (320-350 kDa) é formada por seis subunidades (AB)
composta de cadeias polipeptidicas acidas (A) (pl 4,2-4.8) e basicas (B) (p! 8,0-
8,5) unidas por ligacoes dissulfeto intermoleculares. O peso molecular dos
polipeptideos basicos pode variar de 19-22 kDa e os polipeptideos acidos de 34-
45 kDa (Badley et al., 1975).

A fragao 7S (140-170 kDa) € um trimero formado a partir de varas
combinagdes das suas trés subunidades (o, o e B) (Badley et al, 1975). Estas
subunidades sao mantidas por ligagdes hidrofobicas € pontes de hidrogénio
(Thanh e Shibasaki, 1976). O peso molecular das subunidades o (p! 4.9), o (pl
52) e B (pl 57-6,0) pode variar de 57-76 kDa; 57-83 kDa e 42-53 kDa,
respectivamente (Arrese et al., 1991). A B-conglicinina corresponde a mais de 90%
da fragao 7S e normaimente é encontrada na forma de dimero. A B-conglicinina
possui baixo conteudo sulfidrila e nao apresenta ligacoes S-S intermoleculares
entre suas subunidades (Thanh & Shibasaki, 1976).



A fragao 7S possui apenas 4 atomos de enxofre que formam duas
pontes dissulfeto intramoleculares. Contudo, pontes dissulfeto parecem nao fazer
parte das ligagdes entre as subunidades (Koshiyama, 1971 apud Hermansson,
1978). Ja a fracao 11S contem 48 atomos de enxofre e as ligacdes dissulfeto
parecem participar das ligacbes entre os pares de subunidades &cidas e basicas
(Badley et al, 1975). Segundo Koshiyama (1971) a fracdo 7S contém apenas 2
ligagoes dissulfidicas por molécula (180,000 Da), enquanto que a fracdo 118
contém 20 ligacdes dissulfidicas por molecula (320,000 Da) (Draper &
Catsimpoolas, 1978). Em relagdo & composicao de aminoacidos, a fracdo 7S e
rica em arginina e fenilalanina, enquanto que a fracao 11S apresenta um maior
conteudo de .cistina, metionina, treonina, triptofano e glicina (Garcia et al., 1997).
Tanto a fracdo 118 quanto a fracdo 7S sao proteinas oligoméricas e seu estado
de associacao/dissociacao e estabilidade térmica sao dependentes do pH e forca
idnica. Sao capazes de formar ligacdes dissulfeto intermoleculares, diminuindo a
flexibilidade, causando insolubilidade, turbidez e o aumento da viscosidade,
contribuindo com as interagoes proteina-proteina. As ligacoes dissulfeto podem
Ser prontamente revertidas na presenca de agentes redutores como o
mercaptoetanol e sulfito de sddio (Badley et al., 1975).

3.3. Isolado Protéico de Soja

O isolado protéico de soja € um dos ingredientes protéicos mais
refinados, contendo >90% de proteina (Nx6,25) em base seca (Johnson & Kikuchi,
1988; Wolf & Cowan, 1975). E obtido a partir da farinha desengordurada de Soja e
pode ser preparado da seguinte maneira: a proteina da soja é primeiramente
extraida da farinha desengordurada com solugao alcalina (pH 8,5-9,0) e depois
Submetida a centrifugacao para remocao do residuo insoluvel. O liquido extraido &
depois ajustado com adicao de acido ate pH isoelétrico (PH 4.,5) para
precipitacao das proteinas. Esta & Separada por centrifugacao, depois lavada com
agua para eliminar o residuo acido, e finalmente a proteina isolada é seca por
atomizacao, obtendo-se o isolado protéico de soja. Esta forma de isolado é




freqientemente utilizada em formulagbes e em aplicacoes nutricionais (Rhee,
1994).

Durante a obtencao de isolado protéico de soja podem ocorrer reacoes
que alteram o estado inicial da proteina. O grau de desnaturacao proteica afeta as
propriedades funcionais como solubilidade, absor¢ao de agua, viscosidade e
geleificacao (Arrese et al., 1991). Os diversos tipos de tratamento utilizados para
extraca@o e remogao de lipidios durante a preparacao da farinha desengordurada,
no processo de obtengdo de isolados e concentrados protéicos de soja podem
ocasionar mudancas quimicas e fisicas na proteina (Kinsella, 1979). O método de
isolamento protéico afeta tanto a porcentagem das fracoes da proteina do isolado
quanto a sua estrutura (Lopez de Ogara et al., 1992). Isolados protéicos de soja
produzidos comercialmente podem apresentar caracteristicas bastante diferentes
das proteinas de soja nativa, devido as condigcoes de processamento, as quais
podem causar desnaturaga@o e varios niveis de agregagao protéica (Hermansson,
1986).

A relacao entre os métodos de obtencao de isolados protéicos de soja e
suas propriedades estruturais e funcionais foi investigada por Petrucccelli & Anon
(1994). Os autores observaram quée apos tratamento drastico a 98°C por 30
minutos, em pH 7,0 e 9,0, ocorreram reagoes de desnaturagdo e polimerizacao
protéica. Os agregados eram formados tanto por subunidades AB da fragao 11S,
unidas por ligacao dissulfeto, como pela subunidade B da fracao 7S e o
polipeptideo B da fragao 11S, mantidos por ligagdes dissulfeto e interacoes
hidrofobicas. Segundo os autores, devido a grande variedade das especies
protéicas de soja, assim como devido a complexidade estrutural dos seus diversos
componentes, torna dificil prognosticar as mudancas estruturais e funcionais que
poderiam ocorrer quando a proteina for submetida a diversos tipos de tratamento.



3.4. Propriedades funcionais e aplicacoes das proteinas de soja

As propriedades funcionais das proteinas tém sido classificadas de
acordo com suas propriedades fisico-quimicas, hidrofilicas, interfasicas e
intermoleculares, as quais contribuem com caracteristicas tecnoldgicas desejaveis
nos produtos. Morr & Ha (1993) definem propriedades funcionais das proteinas
como sendo as propriedades fisico-quimicas que influenciam a estrutura,
aparencia, textura, viscosidade ou a retencao de flavor do produto. Segundo os
autores, a maioria das propriedades funcionais pode ser classificada em dois
grupos principais: propriedades de hidratacao e de superficie. Propriedades de
hidratagao incluem dispersibilidade, solubilidade, viscosidade e geleificagao. As
propriedades de superficie incluem emulsificagao, formacao de espuma e
adsorg¢ao a interface de ar-agua e oleo-agua. Outras propriedades funcionais que
nao se encaixam em nenhuma dessas duas categorias incluem difusao,
desnaturagao e interacoes proteina-proteina e proteina-ion. As proteinas da soja
apresentam boas propriedades de hidratacao, capacidade de retencao de agua
(CRA), solubilidade, estabilidade coloidal, geleificacao, emulsificacao, formacao de
espuma e adesao/coesdo (Morr, 1990). Propriedades funcionais de diversas
proteinas em diferentes produtos alimentares estao listadas na Tabela 2.

As proteinas de soja, enquanto ingredientes funcionais, precisam
apresentar propriedades especificas para determinadas aplicacdes. Estas
propriedades correspondem as caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas que
afetam o comportamento das proteinas em sistemas alimentares durante o
processamento e estocagem (Kinsella, 1979; Morr, 1990; Peng et al., 1984:
Snyder & Kwon, 1987). Segundo Rhee (1994), a composicao, estrutura e
conformacdo das proteinas sdo fatores intrinsecos  que influenciam
significativamente nas suas propriedades funcionais. A elucidacao sistematica das
propriedades fisico-quimicas dos componentes protéicos, assim como as
condicdes do meio, sdo criticas para o entendimento dos mecanismos de
funcionamento das caracteristicas funcionais.
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TABELA 2. Propriedades funcionais de proteinas em diferentes sistemas
alimentares.

Funcao Mecanismo Alimento Tipo de Proteina
Solubilidade Hidrofilicidade Bebidas P. do soro do leite
Viscosidade CRA*, forma e Sopas, sobremesas Gelatina

tamanho hidrodinamico  molhos

Geleificacao  Formagao de estrutura Géis, bolos, P. musculares, p.
e mobilizagao de agua queijos e cames do ovo e do leite

Coesao/ Pontes de hidrogénio, lig. Carnes, salsichas e P. musculares, p.

adesao idnicas e hidrofobicas patés

Elasticidade  Lig. hidrofébicas e lig. Carnes e produtos de P. musculares €
cruzadas S-S panificagao cereais

Emulsificacao Adsorgao e formagao Salsichas, sopas, P. musculares, p.
de filme bolos do ovo e do leite

Espuma Adsorcao interfacial Sorvetes, bolos Proteinas do ovo
e formacao de filme sobremesas e do leite

Fonte: Kinsella et al. (1985).
* Capacidade de Retengao de Agua

Os ingredientes protéicos de soja apresentam consideravel potencial na
manufatura de produtos substitutos do leite devido ao baixo custo, alto valor
nutricional e reduzida alergenicidade. Contribui com suas caracteristicas
funcionais em diversos produtos como sorvetes, cremes, “coffee whiteners” e
bebidas a base de soja (Rhee, 1994). Proteinas de soja, sob determinadas
condicdes, podem formar estruturas de rede capazes de reter grandes
quantidades de agua e outros ingredientes em produtos gelatinosos como “tofu” e
iogurte (Saio & Watanabe,1978). -

Atualmente é comum o uso de ingredientes protéicos de soja em
sistemas carneos processados. Ingredientes de proteina de soja sao utilizados
como substituintes parciais de carnes, agente ligante, acentuador de “flavor’,
emulsificante, ingredientes de salmoura, contribuindo nutricionalmente €
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funcionalmente com as Caracteristicas do alimento. As aplicagées mais comuns de
proteinas de soja como Ingrediente funcional sdao na area de processados
triturados e moidos (Rhee, 1994). Produtos a base de camne triturada contendo
proteinas de soja como ingredientes possuem excelente textura, flavor e
aparéncia, resultando em diminuicao de custos de produgao, porém sem reduzir a
qualidade nutricional do produto (Kolar et al, 1985; Kinsella ef al., 1985). IPS e
concentrados proteicos de soja neutralizados sao utilizados como ligantes e
emulsificantes em produtos de carne para fatiar (bologna e frankfurters),
melhorando suas propriedades de textura. Varios tipos de ingredientes protéicos
de soja sdo utilizados em produtos reprocessados de carne para retencao dos
sucos da camne e redugao da Separacao da gordura durante o enlatamento,
resultando em produtos de consisténcia mais firme, tais COmo sopas,
apresuntados, recheios para bolos de carne, etc (Rhee,1994).

3.4.1. Solubilidade Protéica

A solubilidade protéica tem influéncia marcante em diversas
propriedades funcionais, dentre elas, as mais afetadas sio: emulsificacao;
formacao de espuma e geleificacao. Proteinas insoluveis, como ingrediente
funcional, apresentam utilizacao limitada em alimentos (Damodaram, 1996).

Segundo Hayase et al (1973), a solubilidade proteica € uma
manifestacao termodinamica de equilibrio entre interacdes proteina-proteina e
proteina-solvente:

Proteina-Proteina + Solvente-Solvente < Proteina-Solvente
Diversos termos sao utilizados para designar solubilidade protgica:
proteinas soluveis em agua (PSA), proteinas dispersas em agua (PDA), indice de

nitrogénio soltvel (INS) e indice de dispersibilidade protéica (IDP). Morr et af
(1985) padronizaram um metodo para determinacao da solubilidade protéica a
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partir da modificagdo do iNS, visando minimizar erros quando o meétodo fosse
utilizado em diferentes laboratorios.

A solubilidade ¢ influenciada pela natureza ionica e hidrofébica da
proteina. Interagdes hidrofébicas promovem ligacoes proteina-proteina, resultando
na diminuicdo da solubilidade, ja interacdes idnicas induzem a formagao de
ligagbes proteina-agua, que resultam no aumento da solubilidade. Residuos
i5nicos auxiliam na formagao de dois tipos de forcas repulsivas entre moléculas de
proteina em solugao. A primeira envolve repulsao eletrostatica entre as moléculas
de proteina que possuem cargas negativas ou positivas, em pHs diferentes do pl e
a segunda envolve repulsdo entre 0s sitios de hidratacdo ao redor dos grupos
idnicos (Damodaran, 1996).

As globulinas, principal fracao das proteinas de soja, sao soluveis em
solucdes salinas, embora possam Ser extraidas com agua. A solubilidade das
proteinas de soja em agua varia com o pH. A faixa de pH de maior extracao
destas proteinas varia de 6,4 a 6.6, onde aproximadamente 85% das proteinas de
soja sao extraidas. A adicao de acidos resulta na diminuicao da solubilidade,
atingindo o minimo em pH 4,5, aproximadamente (Snyder & Kwon, 1987).

A desnaturagdo da proteina por aquecimento expde seus grupos
hidrofobicos, os quais subseqientemente interagem entre si, causando agregacgao
e diminuicao da solubilidade. Trocas dissulfidicas internas podem tambem estar
envolvidas em agregacgdes termicamente induzidas em proteinas (Morr, 1990).
Reacdes de desnaturacao protéica podem ocorrer durante o processamento e
estocagem de produtos protéicos com alteracao de suas propriedades funcionais
(Damodaram, 1996). Segundo Snyder & Kwon (1987), a fragdo 11S apresenta um
grande decréscimo de solubilidade durante a estocagem, e este decréscimo €
geralmente atribuido a formagao de polimeros via ligagao dissulfidica.
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As propriedades funcionais de IPS sao reflexo da composicao e
estrutura de seus principais componentes, as globulinas 7S e 118, e dependem
basicamente do grau de dissociacao, desnaturacao e/ou agregacao destas
proteinas (Kinsella, 1979: Utsumi et al. 1984). Rector et al. ( 1991) observaram que
reacoes de polimerizacao protéica foram responsaveis pela diminuicao da
solubilidade de proteinas do soro do leite apds 7 dias de estocagem a 80°C, os
autores sugerem que reacdes de polimerizacao podem causar alteracées na
conformagao estrutural das moleculas de proteina, alterando assim sua
funcionalidade.

3.4.2. Propriedade de Geleificacao

Géis protéicos podem ser definidos como redes nas quais interacdes
polimero-polimero e polimero-solvente ocorrem de uma maneira ordenada
resultando na imobilizagdo de grande quantidade de dgua por meio de uma
pequena proporgao de proteina (Flory, 1974; Hermansson, 1979). A geleificagao
geralmente se da em duas etapas: um desdobramento inicial de uma molécula de
proteina seguida por subsequente agregacao (Mangino, 1992). As proteinas
globulares tém uma estrutura que e estabilizada por ligagdes nao-covalentes e
algumas ligagdes covalentes. Quando uma proteina é aquecida, as ligacdes que
mantém a estrutura secundaria e terciaria sdo enfraquecidas e se rompem. Esta
quebra de ligagdes nao covalentes, resultando na alteragao da molécula protéica,
€ chamada de desnaturacao. A medida que a desnaturacao térmica ocorre, a
maioria das moléculas de proteina comega a se desdobrar e aumentar a
quantidade de moléculas de agua que se liga a proteina. No entanto, este
aumento ocorre até determinado grau de desnaturacao protéica, apos este ponto,
a capacidade da proteina de ligar-se a agua diminui. Se interagdes proteina-
proteina levarem a formacao de uma rede tridimensional capaz de englobar
moleculas de agua o gel se formara (Mangino, 1992).
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Os fatores mais importantes que afetam a formagao de gel sao
temperatura de desnaturacao, concentragdo protéica, pH, concentragao de sais,
concentracao de grupos sulfidrilas livres e a hidrofobicidade da proteina (Mangino,
1984). Em termos dos mecanismos envolvidos na formacao da estrutura do gel,
Hermansson (1986) verificou que estruturas ordenadas e regulares resultaram em
géis transparentes com boas propriedades de retencao de agua € que uma
agregagao molecular aleatéria resulta em géis opacos com baixas propriedades

de retencao de agua.

Aquecendo proteinas de soja a temperaturas superiores a 70°C, ocorre
a dissociacao das suas estruturas quaternarias, desnaturagao das suas
subunidades, e a formagao de agregados protéicos via interacoes eletrostaticas,
hidrofébicas e dissulfidicas (Morr, 1990). O aquecimento induz o desdobramento
das proteinas, as quais adquirem um nNovo estado conformacional, alterando sua
funcionalidade. Geralmente, aquecimento a temperaturas acima da temperatura
minima de desnaturagao protéica é requerido para a formacao do gel (Paulsson et
al., 1986).

A solucdo protéica, apos aquecimento, passa para um estado de alta
viscosidade chamado Progel, que através de um processo reversivel pode formar
gel apos resfriamento. O Progel, caso seja submetido a aquecimento excessivo,
125°C, passa para um estado irreversivel chamado Metasol. Segundo os autores,
as ligacoes que estao envolvidas na fase de transicao Progel — Gel sao

principalmente nao-covalentes.

Catsimpoolas & Meyer (1970) propuseram um esquema para a
geleificacao das proteinas de soja:

resfriamento
rd

SolucioProtéica— "> Progel Gel
LI aguecimenio

Excessodecalor(125C) 4
Metasol
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Utsumi & Kinsella (1985) demonstraram que interacdes eletrostaticas e
pontes dissulfeto estdao envolvidas na geleificacdo da globulina 118, pontes de
hidrogénio na geleificacdo da 7S e pontes de hidrogénio e interacoes
eletrostaticas na geleificacao de IPS com todas suas fragoes. As possiveis forcas
moleculares envolvidas na formagdo e manutencio da estrutura do gel de IPS,
globulinas 7S e 11S sdo mostradas na Tabela 3.

TABELA 3. Relagdo das possiveis forcas moleculares envolvidas na formacao e
manutencao da estrutura do gel de IPS, globulinas 7S e globulinas 11S.

Gel Possiveis forcas moleculares envolvidas na:
Formacao do gel Manutencao da estrutura do gel

118 Ligacdes Dissulfidicas Ligacoes Dissulfidicas
Interacdes Eletrostaticas Pontes de Hidrogénio
Intera¢des Hidrofébicas

7S Pontes de Hidrogénio Pontes de Hidrogénio
Interagcées Eletrostaticas

IPS Intera¢des Hidrofobicas Ligacoes Dissulfidicas
Pontes de Hidrogénio Pontes de Hidrogénio

Fonte: Utsumi & Kinsella (1985)

Os geis de glicinina (11S) sao mais firmes e mais elasticos do que os
obtidos com B-conglicinina (7S), devido, provavelmente, aos géis de glicinina
serem estabilizados por numerosas ligagoes dissulfeto (Saio & Watanabe, 1978).
Puppo et al. (1995), em trabalho com geis de IPS em condigdes &cidas, sugerem
que forcas eletrostaticas possivelmente nao estao envolvidas na manutencao da
estrutura do gel. Nakamura et al. (1986), Utsumi & Kinsella (1985) e Yamauchi et
al. (1991) investigaram o comportamento de geis de IPS em pH 7,6 a 80 e
concluiram que ligagdes de ‘hidrogénio e dissulfeto participam da estrutura do gel.
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A propriedade da proteina de formar gel tipo coagulo ou translucido
esta relacionada fundamentalmente com sua estrutura intrinseca e/ou
caracteristicas moleculares, tais como hidrofobicidade média (a qual depende da
composicao de aminoacidos), carga liquida, peso molecular e concentracao
protéica. Observou-se também que proteinas que apresentam conteudos de
aminoacidos apolares maiores que 31,5% formam gel tipo coagulo e proteinas
com menos que 31,5% de aminoacidos apolares formam gel translucido (Shimada
& Matsushita, 1980). O contetido de aminodcidos apolares e, portanto, a
intensidade das interacdes hidrofdbicas intramoleculares influencia as mudangas
conformacionais que ocorrem logo apdés O aquecimento e interacoes
subsequentes dentro da matriz do gel (Shimizu et al., 1985).

A carga liquida das moléculas de proteina € responsavel pela
manifestacao de forcas atrativas e repulsivas e por consequencia, as interagoes
entre as moléculas de proteina e com o solvente. Por exemplo, para valores
elevados de pH, as solugdes de proteinas do soro do leite formam um gel
translucido, contudo, para pHs proximos ao ponto isoelétrico (pH 5,2) a carga
liquida decresce, forcas atrativas predominam € 0 coagulo é formado. Com o
aumento do pH, as proteinas tornam-se mais negativamente carregadas,
resultando em maior repulsao eletrostatica, perda de interagcoes proteina-proteina
e, consequentemente, um gel mais fraco sera formado (Zirbel & Kinsella, 1988).

A aparéncia do gel esta relacionada com a concentragao de grupos
sulfidrilas livres; quanto maior a concentracao destes grupos, mais opaco sera o
gel. A fungao das ligagoes dissulfidicas intermoleculares na geleificagao da
proteina pode estar relacionada com a sua habilidade em aumentar 0
comprimento da cadeia dos polipeptideos antes da formagao/estabilizagao inicial
da rede (Snyder & Kwon, 1987). Um conteudo reduzido de pontes dissulfeto
resulta num decréscimo da forca do gel (Yao et al, 1990). Grupos tiois reativos
quando expostos podem formar ligagoes covalentes dissulfidicas intermoleculares
via tiol-dissulfeto e reacoes de oxidacao (Matsudomi et al., 1991). Em condi¢oes
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aerobicas, a concentracao de grupos tiois livres diminui com o aumento do numero
de ligacdes dissulfidicas durante o tratamento térmico. As reacdes de troca tiol-
dissulfeto sao importantes na geleificacdo induzida por calor, pois formam ligacdes
Covalentes cruzadas envolvidas na formacao da rede do gel, particularmente em
geis de proteinas do soro. As propriedades elasticas dos geéis sio diretamente
proporcionais a quantidade de ligagdes cruzadas S-S presentes (Rector, 1991).

A concentracao protéica é um fator importante na determinagao do tipo
de gel e nas suas caracteristicas finais, principalmente em relacao a textura,
sendo que a dureza do gel aumenta com o aumento da concentracao protéica
devido a formacao de um numero maior de ligacdes cruzadas. Interagoes
protéicas intermoleculares ocorrem mais rapidamente em concentragoes protéicas
elevadas, dada a maior probabilidade de contatos intermoleculares. Abaixo de
certa concentracao e dependendo do tipo de proteina utilizada, a geleificacao
pode nao ocorrer (Phillips et al., 1994).

A temperatura tem influéncia marcante no processo de geleificacao e
nas caracteristicas do gel. Damadoran (1994) observou que o aquecimento de
solugbes protéicas até uma temperatura 6tima de aquecimento resultou num
aumento da dureza do gel, apds esta temperatura, a dureza do gel comegou a
diminuir. Esta dependéncia da temperatura esta relacionada com a extensao do
desdobramento da proteina. Para muitas proteinas a faixa de temperatura 6tima
para geleificacao € definida pela sua temperatura de desnaturagao. Aguecimento
excessivo a temperaturas superiores a 100°C freqlientemente causa quebra das
ligagdes peptidicas primarias em proteinas inibindo a formacao da rede do gel
(Damodaran, 1994). |

Poucos estudos foram realizados sobre os efeitos da estocagem nas
caracteristicas e propriedades de isolados proteicos. Rector et al. (1991), em
estudos feitos com proteinas do soro do leite, mostraram que o tempo e as
condicdes de estocagem, 80°C/7 dias e 25°C/365 dias, afetam as propriedades
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de geleificagao, assim como as caracteristicas da proteina. Desnaturagao parcial
progressiva polimerizacao da proteina foram observados. Estes autores
observaram, através da andlise do perfil eletroforético, que no inicio da estocagem
a 80°C ocorreu uma acentuada formacao de dimeros, depois diminuindo devido a
produgao de material de alto peso molecular. A diminuicdo da forga do gel
coincidiu com o desaparecimento de mondmeros de B-lactoglobulina durante a
estocagem, devido a formacao de polimeros protéicos. Apds 365 dias de
estocagem a 25°C, 18% da B-lactoglobulina monomérica foi convertida em
material de alto peso molecular. Segundo os autores 0O decréscimo na qualidade
do gel parece ter sido resultado de ligacdes cruzadas covalentes do tipo nao

dissulfidica que foram responsaveis pela polimerizagao das proteinas.

Hsu & Fennema (1989) estudaram 0 efeito de diversos fatores como
atividade de agua, temperatura e tempo de estocagem e atmosfera de
empacotamento sobre as propriedades funcionais da proteina do soro
concentrada (solubilidade, espuma € emulsificacdao). Constataram que as variaveis
mais importantes foram tempo € temperatura de estocagem, seguida pela
atividade de agua nas condi¢oes de estudo. As causas das alteracOes nas
propriedades funcionais das proteinas durante 2 estocagem possivelmente
estiveram relacionadas com reacoes de Maillard, mudangas estruturais das

proteinas, interagoes proteina-proteina, oxidacao € outros fatores desconhecidos.
3.4.3. Capacidade de retencao de agua (CRA) do gel

A capacidade do gel de reter agua, lipideos, acucares e outros
constituintes € muito util no desenvolvimento de novos produtos, COmo 'sausichas,
tender, produtos de panificacao € sistemas geleificados, € depende basicamente
da interagao da agua com a proteina (Puppo et al. 1995; Damodaran, 1996). A
capacidade de retencao de agua refere-se a habilidade da proteina de absorver €
reter a agua dentro de uma matriz protéica, contra a forca gravitacional. Esta agua

refere-se a soma da agua ligada, agua livie e agua fisicamente retida no gel
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(Damodaran, 1996). Segundo Furukawa & Otha (1982), géis de IPS,
artificialmente modificados pela adicao de um agente redutor de ligagoes
dissulfidicas, a CySH, apresentam alto nivel de agua livre devido a inibicao da
formacdo da rede do gel pela clivagem das ligagoes S-S e consequentemente,

menor CRA .

A capacidade de retencao de aqua pode ser expressa pela
porcentagem de agua retida no gel apods centrifugacao (Puppo et al, 1995),
enquanto que a umidade espremivel refere-se a agua liberada pelo gel apos a
centrifugacao (Jauregui et al., 1981).

Mudancas na formagdo da estrutura da rede do gel resultam na
alteraga@o das propriedades mecanicas e CRA do gel (Furukawa & Otha, 1982). A
CRA esta fortemente relacionada com o tipo de estrutura protéica, dependendo
principalmente do pH e da forca idnica do gel. Estruturas protéicas homogéneas
produzem gel com alta Capacidade de retencao de agua, enquanto que estruturas
irregulares apresentam alto grau de sinerese (Puppo & Afnon, 1988).

Puppo et al. (1995) estudaram o efeito do pH (2.5; 2.75; 3.0: 3.25;3.5¢e
8) e da concentracao protéica (8, 10, 12 e 14%) na geleificagao e na capacidade
de retencao de agua do isolado proteico de soja. A CRA em pH 8,0 foi semelhante
a dos geis acidos. A CRA permaneceu praticamente constante com o aumento da
concentracao protéica do gel a pH 2.75, contudo houve um pequeno decréscimo
na CRA do gel a pH 3.5. Neste ¢aso as interagGes proteina-proteina podem ter
sido favorecidas pelo decréscimo da carga elétrica da proteina e tambem pelo
aumento da concentracao protéica.




3.5. Textura: definicao e classificacao

Os fatores de qualidade de um alimento determinam o prégo ou 0 valor
do produto para o consumidor (Aguilera & Stanley, 1990). Os quatro principais
atributos de qualidade dos alimentos sao:

e Aparéncia: baseada nas propriedades visuais do produto (cor,
brilho, tamanho e formato);

Flavor relaciona-se com a percepeao de estimulos quimicos
através do sentido do paladar (sabor) e do olfato (odor);

e Textura: detectada a partir de estimulos fisicos, percebidos pelo

sentido do tato, quando alguma parte do corpo entra em contato

com o alimento;

Valor nutricional

Textura € um termo dificil de ser definido por envolver caracteristicas
fisicas e sensoriais de um produto. Kramer (1973) definiu textura como uma das
propriedades sensoriais primarias do alimento € esta intimamente relacionada com
o sentido do tato, podendo ser medida objetivamente através de testes mecanicos

e expressos em unidades de massa € forca.

Segundo deMan (1975), a textura € resultado da maneira cOmO OS
componentes estruturais do alimento se arranjam micro e macro-estruturalmente,
das manifestacoes externas de sua estrutura em termos de escoamento €
deformacao. Esta definicao leva em consideracao a natureza das particulas e
estruturas constituintes do alimento, além de sua aparéncia, relacionando-as com
o comportamento do alimento Nos testes sensoriais € mecanicos.

Bourne (1982) sugere que as propriedades de textura correspondem as

caracteristicas fisicas dos elementos estruturais que compde o alimento, podendo

ser medidas tanto pelo sentido do tato, como atraves de testes objetivos,

21



relacionados a deformacao e desintegracao do alimento pela aplicacao de uma

forca, expressos em fun¢do de massa, tempo e distancia.

Szczesniak  (1963) desenvolveu uma classificagao para as
Caracteristicas de textura, dividindo-a em trés grupos:

1. Caracteristicas mecanicas: manifestadas através da reacao do
alimento a aplicacao de uma forca.

2. Caracteristicas geométricas: referem-se ao tamanho, forma e
orientacdo dos constituintes estruturais de um alimento, refletindo principalmente
na aparéncia do produto.

3. Outras caracteristicas: relacionam-se com a percepcao da umidade e
gordura presente no alimento.

As caracteristicas mecanicas foram subdivididas em:

(a) Caracteristicas primarias: dureza, elasticidade, coesividade,
viscosidade e adesividade;

(b) Caracteristicas secundarias: fraturabilidade, mastigabilidade e
gomosidade.

3.5.1. Métodos objetivos de medicao de textura

Devido a grande variedade dos tipos de alimentos, suas diferentes
propriedades reoldgicas e texturiais, como também as diversas técnicas existentes
para medir tais propriedades, faz-se necessario classificar os métodos de medicao
de textura em grupos para poder melhor entender o sistema. Scott Blair (1958;
apud Bourne, 1982) dividiu estes metodos em trés categorias: métodos
fundamentais, empiricos e imitativos.

* Métodos fundamentais: medem as propriedades reoldgicas

fundamentais, como, por exemplo, viscosidade e elasticidade,
relacionando a natureza do produto testado aos modelos reologicos
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classicos (Szczesniak, 1973). Através dos metodos fundamentais ¢é
possivel determinar uma ou mais constantes fisicas que descrevem
exatamente as propriedades dos alimentos em unidades bem definidas
(Voisey, 1976).

e Métodos empiricos: medem parametros pobremente definidos,
porém apresentam boa correlacao com 0S métodos sensoriais.
Constitue ecanismo simples e rapido, adequado para a rotina de
controle de qualidade na industria (Bourne, 1975). Numerosos
instrumentos, baseados nos principios empiricos, podem ser
classificados de acordo com o tipo de funcao exercida como:
penetragao, cisalhamento, extrusao, compressao € escoamento
(Brennan, 1980).

e Métodos imitativos: envolvem o uso de instrumentos que imitam as
condi¢des do processo de mastigagao do alimento. Poucos instrumentos
foram citados, dentre eles estdo o texturdmetro da General Foods,

farinografo, denturometro e o consistdmetro Adams (Bourne, 1982).

3.5.2. Analise do perfil de textura (TPA)

A General Foods desenvolveu um aparelho capaz de simular a
mastigacdo com a aplicacao de dois ciclos de compressao sobre a amostra
através da utilizacao de um cilindro. Este aparelho, chamado de texturometro
“General Foods” ( texturometer GM), foi pioneiramente utilizado por Friedman et
al. (1963), que desenvolveram € fundamentaram a analise do perfil de textura
(TPA), mais tarde modificado por Bourne (1968), que adequou o uso do Instron
UTM para a determinagéo do perfil de textura.

23



A compressao da amostra em texturémetro gera uma curva forga-tempo
da qual se pode calcular diversos parametros de textura (Friedman et al,, 1963:
Szczesniak, 1963). A andlise do perfil de textura (TPA) requer trés diferentes
medidas de forca (dureza, fraturabilidade e gomosidade); duas de trabalho
(adesividade e mastigabilidade); uma de distancia (elasticidade) e uma de
proporcao (coesividade) (Bourne, 1968). Os parametros de textura foram definidos
por Friedman et al. (1963), modificados por Bourne (1968) e apresentados por Van
Vliet (1991) como:

* Dureza TPA: forca necesséria para atingir uma dada deformacao;

* Fraturabilidade TPA: forca necessaria para fraturar o material:

* Coesividade TPA: forca necessaria para que o dispositivo se descole
da amostra.

e FElasticidade TPA: é a velocidade com que um material deformado
retorna a sua condigao inicial apds ser retirada a forca deformante.

* Adesividade TPA: é a quantidade de forga para simular o trabalho
necessario para sobrepor as forcas de atracao entre a superficie do
alimento e a superficie da sonda em contato com este.

* Mastigabilidade TPA: é a energia requerida para se mastigar um
solido até o ponto de ser engolido.

e Gomosidade TPA: é a energia requerida para se desintegrar um
alimento semi-sélido até o ponto de ser engolido.

A analise do perfil de textura correlaciona atributos sensorias com
medidas objetivas de textura e tem sido bastante utilizada na avaliagcao das
caracteristicas de textura de diversos tipos de alimentos, particularmente de
sistemas geleificados (Ju & Kilara, 1998; Genovese e Lajolo, 1992: Kang et
al.,1991; Furukawa et al., 1980).




Kang et al. (1991) caracterizaram a textura e ‘as propriedades
mecanicas por testes de compressdo de geis de proteinas de soja obtidas por
precipitacao acida, em diferentes temperaturas (80-100°C), concentracao protéica
variada (18-20%) e diferentes proporcdes de glicinina/B-conglicinina. Geis
formados a altas temperaturas de aquecimento (>93°C) e alta concentragao
protéica (20%) apresentaram consisténcia mais coesa, dura e sem fraturas. A
dureza do gel aumentou com o aumento da temperatura de aguecimento e
concentracao protéica. Segundo os autores o grande aumento da dureza e da
coesividade do gel em temperaturas superiores a 93°C possivelmente esta
relacionado com mudancas conformacionais ocorridas em funcao da associacao
das moléculas de glicinina, com formacao de uma nova estrutura de rede do gel
mais firme. A elasticidade desses géis foi similar em todas as concentragdes de
proteina e menor quando aquecida a temperaturas maiores. A elasticidade
decresceu significativamente com o aumento da temperatura de aquecimento (p<
0,05), porém este decréscimo foi gradual abaixo da faixa de temperatura de
desnaturacao da glicinina (=90°C). Para os autores, isto sugere que a contribuicao
da B-conglicinina na estrutura do gel é refletida na elasticidade, levando-se em
conta que as temperaturas de desnatura¢ao da glicinina e da B-conglicinina sao
respectivamente 90 e 75°C (Kinsella et al., 1985; apud Kang et al., 1991). O nivel
de glicinina/B-conglicinina afetou a textura dos géis. Diferengas na estabilidade
térmica da glicinina e B-conglicinina, especialmente em diversas concentragoes de
sais, podem resultar em geis com diferentes propriedades fisicas (Catsimpoolas &
Meyer,1970). Géis preparados com proteinas de soja contendo 56% de glicinina
(glicinina/B-conglicinina, nivel 2,41) e 24% de glicinina (glicinina/B-conglicinina,
nivel 0,88) foram comparados. Geéis ricos em glicinina mostraram-se mais COes0s

e menos elasticos do que géis com maior proporgao de B-conglicinina.
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3.6. Microestrurura do gel

O tipo de estrutura de rede formada pela proteina durante a geleificagao
contribui com as caracteristicas de textura de muitos alimentos e com sua
capacidade em reter agua, gordura e outros componentes. Embora se saiba que a
microestrutura do gel esta fortemente relacionada com as propriedades funcionais,
pouco se sabe sobre a estrutura do gel de um modo geral, especialmente a nivel

coloidal e supramolecular e sobre a relacao estrutura—fungao (Hermansson, 1994).

Existem diferentes tipos de géis e para cada tipo ha uma maneira
adequada de analisa-lo. Se a estrutura do gel for composta por uma rede fina e
transparente, este podera ser analisado por microscopio eletronico de
tfransmissao, que possui alta resolucao. Contudo, se o gel for opaco e de formacao
agregada, ele podera ser analisado por microscopio eletrénico de varredura (MEV)
Ou ainda, por microscopio optico (Hermansson, 1994).

A microestrutura pode ser descrita através de parametros estruturais
bem definidos, os quais podem ser quantificados através da analise de imagens
por MEV. Microscopistas desenvolveram uma tabela com diversos atributos
estruturais para descrever o tipo de agregacao de géis de proteinas do soro do
leite preparados em diferentes condicdes de pH, adicao de sal e temperatura de
aquecimento. Foram estabelecidos cinco parametros estruturais: porosidade
(porosity), empilhamento em forma de cachos (clusters), conglomerados
(conglomerates), corddes de contas (string of beads) e pequenos pélos (hairness)
(Langton & Hermansson, 1996). Estes parametros sdao mostrados na Tabela 4.




TABELA 4. Parametros estruturais e descricao do modo de agregagao de

proteinas do soro do leite visualizadas por microscopio eletronico de varredura
(MEV).

Atributos Descricao
Porosidade Quantidade de poros.
Cachos Particulas globulares agrupadas formando estruturas

semelhantes a cachos de uva.

Conglome- Particulas dispostas sob forma irregular, ndo linear e nao
rados homogénea.
Cordao de Particulas dispostas sob forma regular e linear formando
contas estruturas semelhantes a cordao de contas.
Projecoes Pequenas projegoes aciculares presos a superficie das
aciculares particulas.

Fonte: Langton & Hermansson (1996).

Gel de isolado protéico de soja foi estudado através de microscopio
eletronico por Hermansson & Buchheim (1981). Estes autores observaram que
IPS podem formar géis de diferentes tipos de estrutura (agregada, separada e
cadeia ordenada ). A glicinina (fragdo 11S) e a conglicinina (fragao 7S) tém
habilidade de formar géis de cadeia ordenada. A rede do gel de ambas as
proteinas é composta de mondmeros associados, organizados de forma circular. A
rede do gel de glicinina & mais regular e 0 numero de ligagoes cruzadas € menor
do que em geis de conglicinina.

Fatores estruturais responsaveis pelas propriedades de textura de geis
de IPS foram investigados com utilizagdo de tecnicas microscopicas e testes
mecanicos. Furukawa et al. (1980) investigaram a influéncia da temperatura (25-
130°C) sobre as caracteristicas de textura de géis de IPS (20%). Para avaliagao
da textura dos géis foram utilizados texturometro, redémetro € MICroscopio
eletronico de varredura. Os géis formados foram classificados em macio, duro e
fragil. O aquecimento da amostra a temperaturas abaixo de 50°C resultou na
formacao de géis macios, diferentes dos formados entre 60-110°C, que
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apresentaram consisténcia mais firme e dura. Em temperaturas superiores a
120°C houve formagéo de géis mais frageis, correspondendo ao “metasol” definido
por Catsimpoolas & Meyer (1970). O acompanhamento da formacao da rede do
gel atraves da visualizagao da estrutura dos poros e do gel por SEM permitiu
Observar com clareza a relagao entre a textura e a estrutura do gel de IPS. A
formagao da estrutura de rede nao foi completa em geis induzidos termicamente a
40°C. Géis formados a 80°C revelaram a presenca de uma membrana fina e
compacta e poros com 10-20um de diametro. Geéis frageis (120°C) apresentaram

estrutura do gel parcialmente colapsada (Furukawa et al. 1980).

Puppo et al. (1995) estudaram o efeito do pH (2.5: 2.75: 3.0: 3.25: 3.5 e
8) e da concentracao protéica (8, 10, 12 e 14%) na geleificagcao do isolado protéico
de soja. Geis com pH 3,5 apresentaram microestrutura mais agregada e menos
homogénea do que a pH 2,75 e 8. Géis com pH 8,0 apresentaram estrutura similar
a de géis acidos, porém com distribuicdo estrutural diferente. Os autores
observaram que géis a pH 3,5 sdo menos transparentes do que geis a pH 2,75 e
8,0.




4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matéria-Prima

O isolado protéico de soja comercial Samprosoy 90 - MP foi fornecido
pela CEVAL (Brasil). Para obtencao das amostras com as atividades de agua (Aa)
desejadas, o IPS foi colocado em ambientes fechados contendo solugoes
saturadas de MgCl, e NaCl, com umidades relativas de 33 e 74%,
respectivamente, até atingirem o equilibrio apdés 20 dias a 25°C. Como controle,
utilizou-se amostra de IPS com sua atividade de agua inicial (Aa 0,19). A
composi¢cao centesimal do IPS-0,19 no seu estado inicial foi determinada
(A.O.A.C., 1995). Para os IPS-0,33 e IPS-0,74 foi determinada apenas a umidade,
os teores de proteina, cinzas e lipideos foram calculados a partir dos valores
obtidos para o IPS-0,19. Os isolados protéicos de soja, com atividade de agua
0,19 (IPS-0,19); 0,33 (IPS-0,33) e 0,74 (IPS-0,74), antes de serem estocados a 25
e 45°C, foram caracterizados quanto a sua solubilidade protéica, perfil
eletroforético, perfil de textura, umidade espremivel e microestrutura do gel.

4.2. Metodologia

4.2.1. Isoterma de sor¢ao

A isoterma de sorcéao foi obtida segundo metodo proposto por Labuza et
al. (1985), onde amostras de IPS, com umidade inicial de 0,19g HO/100g de
solidos, foram colocadas em sistemas fechados contendo solugdes saturadas de
sais de LiCl, MgClz, K2COs, Mg(NOs)2, NaCl e BaCl. durante 20 dias, a 25°C. Apos
o equilibrio, as amostras foram pesadas. Os dados de umidade de equilibrio das
amostras foram analisados pelo modelo de GAB (Guggenheim - Anderson - de
Boer), utilizando o programa Water Analyzer Series - Isotherm/BET/GAB, Versao
2.05p. As andlises foram feitas em triplicata.



4.2.2. Caracterizacao dos IPSs

4.2.2.1. Determinacao de Umidade

A umidade foi determinada segundo o método da AOAC (1995), no qual
as amostras foram secas em estufa a 105°C até atingir peso constante. A
determinacao foi feita em triplicata.

4.2.2.2. Determinacao de Cinzas

O teor de cinzas foi determinado segundo o método da AOAC (1995)
onde as amostras foram incineradas a 550°C. A determinagdo foi feita em
triplicata.

4.2.2.3. Determinacao de Proteina Bruta

Foi determinada segundo o método (semi-micro Kjeldahl) da AOAC
(1995). A porcentagem de nitrogénio presente nas amostras foi quantificada e
convertida a proteina bruta utilizando fator 6,25. A determinacao foi feita em
triplicata.

4.2.2.4. Determinacao de Lipideos Totais
A porcentagem de lipideos da amostra foi determinada pelo metodo Bligh
e Dyer (1959). A determinacao foi feita em triplicata.

4.2.2.5. Eletroforese em SDS-PAGE

As proteinas soluveis dos isolados protéicos de soja foram analisadas,
segundo método proposto por Arrese et al. (1991), por eletroforese em gel de
poliacrilamida em gradiente 8-25%, contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) pelo sistema Phastsystem da Pharmacia ®. Amostras contendo 300 mg de
proteina foram dispersas em 4mL de agua destilada e colocadas sob agitacao por
1h, a temperatura ambiente. As solugbes foram entao centrifugadas por 20
min/1200 g a 21°C e filtradas. Em seguida, 0,5 mL de sobrenadante filtrado foi
adicionado a 0,5 mL de tampao contendo 0,5M Tris-HCI (pH 6,8), 10% SDS, 10%
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glicerol, 5% B-mercaptoetanol e 0,1% azul de bromofenol. As amostras foram
aquecidas a 90°C por 3 minutos, resfriadas e entao aplicadas em gel de
eletroforese. Os géis foram corados e descorados segundo 0 método n° 200 do
PhastSystem (Pharmacia-LKB Biotechnology = Bromma, Sweden). Para
identificacao das fragoes protéicas utilizou-se padrao Pharmacia de baixo peso
molecular: fosforilase b (94 kDa); albumina bovina (67 kDa); ovalbumina (43 kDa);
anidrase carbonica (30 kDa); inibidor tripsina (20 kDa) e a-lactoalbumina (14,4
kDa). As amostras foram analisadas em densitdmetro modelo Sharp JX 330,
utilizando software Image Master (Pharmacia), obtendo-se a composic¢ao relativa
das fragoes protéicas 7S e 11S.

4.2.2.6. Solubilidade

A solubilidade do IPS foi determinada segundo método proposto por Morr
et al. (1985). Amostras (10mg proteina/mL de solugao) foram diluidas em NaCl
0,1M, pH 7,0 e mantidas sob agitagao por 1 hora. As solucoes protéicas foram
centrifugadas a 21.000 g por 30 minutos a 4°C, filtradas em papel de filtro
Whatman n° 2. Aliquotas de 5 mL do sobrenadante foram retiradas para
determinacao do conteudo protéico pelo método Kjeldahl. A determinagao foi feita
em triplicata. A solubilidade foi calculada pela formula:

% Solubilidade protéica = [ *A (mg/mL) x 50 mL ] + [ P(mg) x S/100] x 100

*A="N% X 6,25

"N% = (Vhoi- VBeo) X N X 0,014 x 100
5 mL (aliquota)

Onde:

A = Concentracdo de proteina no sobrenadante (mg/mL)
N%= Porcentagem de nitrogénio protéico no sobrenadante
N = Normalidade do HCI

Vici = Volume de HCI gasto na titulagao da amostra
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Vaeo = Volume de HCI gasto na titulagao do branco
P = Peso da amostra (mg)
S = Concentragao de proteina na amostra (%)

4.2.3. Preparacao do Gel de IPS

Os géis foram preparados segundo método proposto por Puppo et al.
(1995), com algumas modificagdes: solugdes protéicas 13%, com pH ajustado
para 7,0, foram homogeneizadas em misturador magnetico por dez minutos,
depois centrifugadas por dez minutos a 1200g para a desaeracao da solugao e
entao transferidas para tubos de vidro vazado com rolha de borracha medindo 6
cm de altura e 2 cm de diametro interno. O fechamento dos tubos foi feito com
rolha e vedados com filme plastico, os tubos foram entao aquecidos em banho-
maria a 90°C por 30 minutos, sendo depois resfriados rapidamente em banho a
15°C. As amostras foram armazenadas a 6°C por 24h, para entao serem feitas as
analises de textura.

4.2.4. Andlise do gel

4.2.4.1. Perfil de Textura (TPA)

O perfil de textura do gel foi determinado segqundo método proposto por
Ju & Kilara (1998), em texturometro modelo TA XT-2 (Stable Microsystens SMS).
Blocos dos geis medindo 2,6 cm de diametro por 1,0 cm de altura foram cortados
a 1cm da base do gel e entao avaliados quanto ao seu perfil de textura. As
analises foram feitas com amostra a 25°C. Na analise da textura os resultados s3o
apresentados na forma grafica e a integragao realizada pelo software do
equipamento. O procedimento adotado foi 0 de medida de for¢ca por compressao e
0s parametros avaliados foram: dureza, elasticidade e coesividade. Para a analise
do perfil de textura dos géis foram feitas 5 repetigoes.
As condicoes de operacao do aparelho foram:
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e Probe cilindrico, com 4 cm de diametro;
e Velocidade pré -teste de 3,0 mmy/s;

e Velocidade pos-teste de 1,0 mmy/s;

e Velocidade no gel 1,0 mm/s;

e Compressao 50%;

e Tempo de paradade 0,5s;

e Forca aplicada=25g.

4.2.4.2. Umidade Espremivel do gel

Foi determinada segundo método proposto por Jauregui et al. (1981),
com algumas modificagées. Pesou-se inicialmente um tubo de centrifuga de 50
mL com tampa, juntamente com duas folhas de papel de filtro secas. Nos papéeis
de filtro, previamente tarados, pesou-se 1 a 2g dos géis das amostras que foram
acondicionadas em tubos de centrifuga de peso conhecido e depois centrifugados
a 750g por 10 minutos a 5°C. Apds centrifugacdo, as amostras foram
cuidadosamente retiradas com espatula e o tubo/papel de filtro Umido foram
pesados. A porcentagem de umidade espremivel foi calculada a partir da diferenca

de peso do papel de filtro umido e seco através da formula:

UE% = Pf(q)-Pi(g) x100
Pa (g)

Onde:

UE% = porcentagem de umidade espremivel do gel;

Pf = peso final do tubo da centrifuga + papel de filtro umido;
Pi = peso inicial do tubo da centrifuga + papel de filtro seco;

Pa = peso da amostra em gramas
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4.2.4.3. Microestrutura do Gel

As analises da microestrutura do gel foram feitas segundo método
proposto por Ker & Toledo (1992) com algumas modificagoes. Amostras do gel
foram imersas em fixador paraformaldeido 4% em tampao cacodilato 0,1M pH
7,25 por 24h. Foram, entao, lavadas duas vezes em tampao fosfato, por 30 min
cada e pos-fixadas com OsOs 1%, em tampao cacodilato 0,1M pH 7,2, durante 1h.
As amostras foram lavadas com agua destilada por 30 min e em seguida
desidratadas em sequéncias de diluigdes de etanol, 30, 50, 70, 95 e 100% por trés
vezes de 15 min cada e depois secadas até o ponto critico (CPD 030-Balzers).
Apos a secagem, as amostras foram montadas em suportes de aluminio, fixadas
por fita prateada condutora e cobertas com ouro em evaporador (Sputter Coater
Balzers-SCD 050). As amostras foram entio observadas em microscopio
eletronico de varredura JSM-5800LV a 10kV.

4.2.5. Experimento de estocagem

Foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Davis et al.
(1998). As amostras de isolado protéico de soja com diferentes Aa (0,19; 0,33 e
0.74) foram colocadas em embalagens herméticas e estocadas em duas
condi¢cOes de temperatura (25 e 45°C) por 210 dias.

Durante a estocagem foram retiradas amostras para analise em periodo
de 15 ou 30 dias. Os isolados estocados a 25°C foram retirados a cada 30 dias e
0s estocados a 45°C, a cada 15 dias. Os isolados foram avaliados quanto a seu
perfil eletroforético, solubilidade, perfil de textura, umidade espremivel do gel e
microestrutura do gel. O esquema do experimento de estocagem esta
apresentado na forma de fluxograma no Anexo 1. '
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4.2.6. Analise Estatistica

Os resultados obtidos para os isolados IPS-0,19, IPS-0,33 e IPS-0,74,
no seu estado inicial, foram avaliados por Andlise de Variancia e Teste de Tukey
para verificar as médias estatisticamente significativas ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o programa SAS (Statistical Analysis System).

4.2.7. Modelo Cinético

Os resultados obtidos durante o armazenamento, em cada uma das
condicdes de estocagem (Aa X temperatura), foram analisados segundo modelo
de ordem zero. A significancia dos modelos foi determinada pelos valores dos
coeficientes de correlagao R?. Para esta avaliagao utilizou-se apenas O0s
resultados obtidos nos primeiros 60 dias de estocagem a 25°C e nos primeiros 30
dias para os isolados estocados a 45°C, onde observou-se uma maior variagao
nas caracteristicas das amostras (Aguilera & Ballivian, 1987).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencao e caracterizacao inicial dos isolados proteicos de soja com
diferentes atividades de agua

O IPS estudado apresentou atividade de agua inicial de 0,19. Amostras
do IPS foram entdao acondicionadas em sistemas fechados contendo solugoes
saturadas de MgCl. e NaCl, com umidade relativa de 33 e 74% respectivamente.
As amostras atingiram o equilibrio apos 20 dias de armazenamento a 25°C. Os
IPSs com diferentes atividades de agua foram entao analisados quanto a
solubilidade, perfil eletroforético, perfil de textura e microestrutura do gel antes do
inicio do experimento de estocagem.

5.1.1. Isoterma de sorcao

lsotermas de sorcao sa@o Uteis na determinacdo das condicoes de
estocagem, secagem e na selecao de embalagem de diversos produtos, por
fornecerem informacdes importantes das interagdes da agua com o alimento, além
do comportamento das proteinas em diferentes sistemas alimentares (Kinsella &
Fox, 1986). Segundo Brunauer et al. (1938; apud Kinsella & Fox, 1986) as
isotermas de sorcao sao divididas arbitrariamente em trés regioes. Na regiao |,
com Aa entre 0-0,25, a agua presente no sistema, que varia de 0,07 a 0,11g de
H.0/g de sdlidos, € fortemente ligada aos grupos hidrofilicos, grupos carregados e
grupos polares, apresentando uma entalpia de vaporiza¢ao consideravelmente
mais alta do que a da agua pura. Esta agua nao esta disponivel para reacoes
quimicas ou de plastificacdo e nao & congelavel a - 40°C. Entre Aa 0,25 ¢ 0,70 a
sorcao da agua € gradual e linear, alcangando valores de umidade entre 0,18 e
0,25 g por 1 grama de solidos. Esta regido inclue moléculas de agua que
formaram inicialmente monocamada, mas principalmente a agua que atraves da

condensacdo, forma progressivamente camadas adicionais. A agua na regiao |l
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apresenta propriedades intermediarias entre as regides | e Illl, refletindo a
transicao gradual de suas propriedades. Na regiao Ill, com Aa entre 0,75 e 1,0, a
absorcao de agua se acelera atingindo valores de umidade entre 0,18 e 0,25 g de
agua por grama de sdlidos. Isto representa agua de multicamada, pobremente
associada a proteinas e contidas fisicamente em capilares ou espacos livres. A
transi¢ao brusca na isoterma representa a solvatagao e a dissolugao gradual dos
componentes. Segundo Fennema (1996), processos de dissolugao do soluto
comecam a ocorrer a Aa em torno de 0,25, a dgua podera atuar como agente
plastificante, promovendo um inchago da matriz sdlida. Segundo o autor, a agua
absorvida em regides com maior Aa (0,75 a 1,0) encontra-se fracamente ligada,
possibilitando uma maior mobilidade molecular. Esta agua exibe uma entalpia de
vaporizacao igual a da agua pura, € congelavel e esta disponivel como solvente
permitindo que reac¢des quimicas e crescimento microbiano ocorram rapidamente.

A isoterma de sor¢do do IPS, mostrada na Figura 1, mostrou boa
correlagao com o modelo de GAB (Guggenheim - Anderson - de Boer) (p<0,05). Na
isoterma observou-se um aumento lento da umidade de equilibrio das amostras
com o aumento da Aa entre 0,1 e 0,53, atingindo valores de 0,05 a 0,11 g de H>O
por 1g de matéria seca. Apds esta faixa de Aa observou-se um rapido aumento da
umidade de equilibrio, atingindo 0,28 g de agua por 1 g de matéria seca em Aa
0.85. O modelo de sorcao seguiu o exposto acima, embora as umidades de
equilibrio observadas para o IPS, estejam abaixo dos valores indicados pelos
autores (Kinsella & Fox, 1986).
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Isoterma de sor¢ao - 25C |

0.401

0.35
o.ao_.
0,25_-
020
0.15_- H#
0.10 -

005 =

T T T T T T T T T T T T T T T T

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

Atividade de agua

1.0

FIGURA 1. Curva da isoterma de sorgéo do isolado protéico de soja a 25°C

(g H20 / g matéria seca X atividade de agua).
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5.1.2. Composicao centesimal

A composicao centesimal do isolado protéico inicial, 1PS-0,19, foi
determinada. Para os IPS-0,33 e IPS-0,74 determinou-se apenas a umidade
(Tabela 5). Os isolados protéicos devem conter uma quantidade de proteina igual
ou superior a 90% (Snyder & Kwom, 1987), no entanto, o IPS-0,19 apresentou
porcentagem de proteina abaixo desse valor. Arrese et al. (1991) encontraram
valores na faixa de 83,0 a 90,0% de proteina em isolados protéicos de soja
comerciais. Para o calculo da proteina utilizou-se fator de conversao 6,25 por ser
bastante utilizado na industria e pela maioria dos pesquisadores, embora seja
recomendado utilizar fator 5,71 para as proteinas de soja (Smith & Circle, 1972).

A umidade dos IPS estudados variou de 5,4 (IPS-0,19) a 14,3% (IPS-
0,74), observou-se que quanto maior a Aa dos isolados, maior a umidade
apresentada pela amostra. Os valores de umidade estdao de acordo com 0S
valores obtidos pela isoterma de sorgao (Figura 1).

Os valores de cinzas e lipideos estdo de acordo com os encontrados na
literatura (Henn & Netto, 1998; Smith & Circle, 1972; Wolf & Cowan, 1975).

TABELA 5. Composicao centesimal aproximada do IPS-0,19 e a umidade dos
IPS-0,33 e IPS-0,74.

Amostras Proteina (%) ' 2 Umidade (%) Cinzas (%)’ Lipideos
(%)’

IPS-0,19° 81 2057 5.4 +0.01 3,5 +0.08 3,12027
IPS-0,33° . 6,7 005 . -
IPS-0,74° . 14,3 2003 2 .

(' Valores expressos em base seca; 2 Nx 6,25; ° Valores médios de trés determinagdes + desvio
padrao)
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5.1.3. Perfil eletroforético dos isolados protéicos de soja

A Figura 2 mostra o perfil eletroforético das proteinas soluveis em agua
destilada dos IPSs equilibrados a diferentes atividades de agua. A composicao
relativa das fragdes esta apresentada na Tabela 6. Em relagao a porcentagem das
fracoes 7S e 118, os IPS-0,19 e IPS-0,33 apresentaram resultados semelhantes
(Tabela 6). No entanto, no IPS-0,74 pode-se observar o desaparecimento
completo da subunidade B-7S e redugdo do polipeptideo basico da fracao 118
(pB-118) quando comparado aos dos outros isolados. Isto pode estar relacionado
com reagoes de associagao com formagao de agregados insoltveis (Arrese et al.,
1991). Reacgles de associagao normalmente referem-se a mudangas no nivel
molecular, caracterizadas por fracas interagdes de sitios especificos e
dependendo das condicdes, estas associagbes podem ser reversiveis
(Hermansson, 1978).

Liu et al. (1991) observaram agregacao protéica em soroalbumina
bovina liofilizada. A soroalbumina foi incubada a 96% de umidade relativa a 37°C e
apos 24h, 69% da proteina encontrava-se agregada. Segundo os autores, esta
agregacao induzida pela umidade, pode ter sido resultado de formacao de
ligacdes S-S intermoleculares via reagbes de troca tiol-dissulfeto. Uma maior
hidratacao da proteina resulta em maior mobilidade molecular, que pode facilitar
reacoes de troca tiol-dissulfeto.
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(a) PM (kDa)
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Gel (a): coluna (A) - fragbes soluveis do IPS-0,33; Coluna (B) - fragdes soluveis
do IPS-0,19: coluna (C) - marcadores (fosforilase b - 94,000; albumina - 67,000;
ovoalbumina - 43,000; anidrase carbonica - 30,000; inibidor de tripsina - 20,100; o-
lactoalbunina - 14,400).

(b) PM (kDa)

94,000

(A) (B) (C)

Gel (b): coluna (A) - fragbes soluveis do IPS-0,74; Coluna (B) - fragdes soluveis
do IPS-0,19; coluna (C) - marcadores (fosforilase b - 94,000; albumina - 67,000;
ovoalbumina - 43,000: anidrase carbonica - 30,000; inibidor de tripsina - 20,100; a-
lactoalbunina - 14,400).

Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida, em gradiente 8-25%, contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), dos isolados IPS-0,19, IPS-0,33 e IPS-0,74,

pelo sistema Phastsystem da Pharmacia ®. UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL

5
SECLO ( C ANTE
o e - KR |

43



TABELA 6. Composicao relativa das fragoes 7S (o, a e B) e 11S (polipeptideos
acido e basico), presentes na fragao soluvel dos IPS (Aa 0,19; 0,33 e 0,74) em
agua destilada, analisados por densitometria’.

7S 11S
Amostra o a B Acido Basico
IPS-0,19 22.0 12.0 13.0 29.0 45.0
IPS-0,33 23.0 16.0 14.0 26.0 45.0
IPS-0,74 26.0 9.0 0.0 50.0 14.0

10s valores correspondem a porcentagem da drea das subunidades o, o € B e dos polipeptideos
4cido e basico em relagao a area total das fragoes 7S e 118, respectivamente.

5.1.4. Solubilidade

A solubilidade dos IPS-0,19, IPS-0,33 e IPS-0,74 esta apresentada na
Figura 3. A solubilidade diminuiu com o aumento da atividade de agua dos IPSs,
apresentando 0S seguintes valores: 23,3%(IPS-0,19), 19,2%(IPS-0,33) e
9,4%(IPS-0,74). Durante o periodo em que os isolados foram equilibrados, 20
dias, podem ter ocorrido modificacdes na estrutura da proteina, possivelmente
devido a reacdes de agregacao, que resultaram na alteracdo de sua solubilidade.
Segundo Kinsella & Fox (1986), além de afetar as reacOes quimicas, a atividade
de agua de proteinas em p6 pode também afetar sua estabilidade. Desnaturagao
e insolubilizacao podem ocorrer durante a incubagao pois existem limites criticos
de umidade que permitem mudancas conformacionais e subsequente formacao de
interacdes intra e interpeptidicas via ligagbes de Van der Waals, hidrofdbicas e
oxidagao do grupo tiol. A baixa solubilidade observada para o IPS-0,74 pode estar
relacionada com reacdes de polimerizacao protéica que levaram a diminuigao das
subunidades a-7S e pB-11S e 0 desaparecimento da subunidade B-7S, conforme
observado no perfil eletroforético (Tabela 6). Rector et al. (1991) também
observaram que reagoes de polimerizagao protéica resultaram na diminuigao da
solubilidade de proteinas do soro do leite.

45



25 o a

20

15 S

10 S

% Solubilidade

IPS-0,33 IPS-0,74

IPS-0,1

FIGURA 3. Solubilidade das amostras de isolados protéicos de soja equilibrados a
diferentes atividades de agua (IPS-0,19; IPS-0,33 e IPS-0,74). Colunas
identificadas por letras diferentes indicam que estas amostras diferem

significativamente pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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5.2. Caracterizacgao do gel

5.2.1. Perfil de textura dos géis (TPA)

No estudo do perfil de textura foram determinados os atributos de
dureza, elasticidade e coesividade. Em relacao a dureza, oS géis (Figura 4a) dos
isolados mostraram-se diferentes entre si (p<0,05). A dureza do gel do IPS-0,74 foi
o5 e 36% maior em relagao aos IPS-0,19 e IPS-0,33, respectivamente. O
parametro de textura “dureza” foi 0 que apresentou maior coeficiente de variagao
(Tabela 7), principaimente as medidas obtidas para o gel IPS-0,74. Deve-se
ressaltar que antes do aguecimento, as dispersdes protéicas apresentavam-se
muito viscosas, dificultando sua manipulagao. Outra dificuldade encontrada foi que
o IPS-0,74 apresentou aspecto arenoso e nao dispersava totalmente na agua,
dividindo-se em duas fases distintas apds a centrifugag@o, sendo necessario
homogeneizar novamente a solugao antes do preenchimento dos tubos utilizados
para a formagao do gel, o0 que provavelmente contribuiu para o aparecimento das
bolhas no gel.

Analisando a Figura 4b, pode-se observar qué as diferencas das
amostras também nao tiveram grande impacto na elasticidade dos geéis, que
apresentaram valores bastante proximos (Tabela 7), nao diferindo estatisticamente

entre si (p<0,05).

A coesividade do gel do IPS-0,74 foi 17% menor do que a apresentada pelos IPS-
0,19 (0,88) e IPS-0,33 (0,88), que mostraram-se estatisticamente semelhantes
(p<0,05) (Figura 4c). A baixa coesividade do gel do IPS-0,74 pode estar
relacionada com a diminuigao da fracao 11S neste isolado, pois segundo Kang et
al. (1991) esta fragao € a responsavel pela coesividade dos géis de isolados
protéicos de soja. Provavelmente a reducdo desta fracao limitou a participacao
dos grupos sulfidrila, devido ao fenomeno de agregagao durante a geleificacao.
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FIGURA 4. Caracteristicas de textura de geis obtidos de isolados protéicos de soja
equilibrados a diferentes atividades de agua (IPS-0,19; IPS-0,33 e IPS-0,74): (a)
dureza, (b) elasticidade e (C) coesividade. Colunas de um mesmo grafico seguidas
de letras iguais nao diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

51



Segundo Kang et al. (1991), a dureza e a elasticidade dos géis de IPS
dependem de ligagoes S-S. No entanto, Furukawa e Otha (1982) observaram que
em géis de IPS, a dureza e a coesividade do gel diminuiram com a adicao de
hidrocloreto L-cisteina (CySH), que tem a habilidade de quebrar ligacdes S-S
intermoleculares. No entanto, a elasticidade do gel apresentou pouca varia¢ao. Os
autores sugerem que a dureza € a coesividade sao fortemente influenciadas pelo
numero de ligagcdes S-S e que a elasticidade nao depende basicamente destas
ligacdes. Okamoto et al. (1973) também observaram, em géis de gelatina, que
ligagoes S-S tem participa¢ao limitada na elasticidade do gel.

TABELA 7. Médias e coeficientes de variagao (C.V.) dos parametros de textura
dureza, elasticidade e coesividade, de géis de IPS equilibrados em diferentes
atividades de agua (Aa 0,19; 0,33 e 0,74).

-

| Dureza ‘ Elasticid. i Coesivid. |

(g
;(IPS-0.19) (IPS-0,33) | HPS»O,N)] (IPS-0,19) | (IPS-0.33) i(IF'S-O,?4)| (IPS-0,19) '{1PS-0.33)| (IPS-O.?d)i
[Méd. | 3286 | 2804 | 4371 | 091 | 091 | 092 | 087 087 | 072 |
Cv.[ 209 | 679 [ 811 | 054 142 | 141 | 130 | 1,24 | 060 |

5.2.2. Umidade espremivel dos géis

A umidade espremivel dos géis (UE%) dos IPSs em estudo esta
apresentada na Figura 5. Os IPS-0.19 e IPS-0,33 apresentaram valores
semelhantes (p<0,05), 12,2 (C.V.=0,32) e 11,3% (C.V.=11,5), respectivamente,
enquanto que a UE% do IPS-0,74, 21% (C.V.=0,97), mostrou-se
significativamente maior (p<0,05). Segundo Jauregui et al. (1981), quanto maior o
indice de UE%, menor a capacidade do gel de reter agua, ja que este indice €
medido a partir da quantidade de agua liberada pelo gel apds centrifugacao.

Arrese et al. (1991) avaliaram a capacidade de retencao de agua de
diferentes |PSs. Estes autores observaram qué IPS parcialmente desnaturados
(AHt= 0,085-0,65 cal/g) apresentaram maior capacidade de retengao de agua
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(CRA) que amostras com alta concentragao de proteinas nativas ou proteinas
completamente desnaturadas (AHr= 0 cal/g). Os autores sugerem que um minimo
de desnaturagdo protéica com desdobramento da cadeia polipeptidica €
necessario para a formagdo de uma estrutura capaz de reter agua ou outros
componentes e que em valores extremos de solubilidade e desnaturagcao podem
levar a formacao de géis protéicos com baixa CRA. No presente estudo, a baixa
solubilidade do IPS-0,74 (Figura 3) pode ter resultado em um gel com alta
porcentagem de UE% (Figura 5), provavelmente devido a ocorréncia de reacoes
de agregacao protéica.
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FIGURA 5. Umidade espremivel dos géis de isolados protéicos de soja
equilibrados a diferentes atividades de agua (IPS-0,19; IPS-0,33 e IPS-0,74).
Colunas identificadas por letras diferentes indicam que estas amostras diferem

significativamente pelo Teste de Tukey (p<0,05).



5.2.3. Microestrutura do gel inicial

Para a caracterizacao da microestrutura do gel, diferentes técnicas sao
necessarias, tanto para obten¢do de detalhes como para eliminagdo de possiveis
artefatos (Hermansson & Langton, 1992). Géis protéicos, normalmente, contém
mais de 90% de agua. Para a observagao da estrutura do gel através do
microscopio, esta agua deve ser solidificada ou removida durante a preparacao
sem modificar a estrutura original do gel. (Hermansson, 1994). A agua pode ser
solidificada através de congelamento rapido sem formacao de cristais de gelo, que
& um artefato comum durante o congelamento. Para microscopia eletronica de
varredura (SEM), um método alternativo consiste em fortalecer quimicamente 0O
gel e substituir a agua por solventes. Este tipo de microscopia € indicado para geis
nao transparentes. A técnica mais comum de preparagao para SEM é através da
fixacao quimica, desidratacao e ponto-critico de secagem (Hermansson, 1994).

As micrografias obtidas por MEV dos geéis dos IPS-0,19, IPS-0,33 e
IPS-0,74 sao mostradas na Figura 6. A analise das imagens mostrou
semelhangas entre 0s géis obtidos a partir dos IPS-0,19 (Figuras 6a e 6b) e IPS-
0,33 (Figuras 6c e 6d), com estrutura de gel bastante coesa e uniforme, porém o
gel IPS-0,19 (Figura 6b) apresentou aparéncia mais floculada. O gel do IPS-0,74
(Figuras 6e e 6f) apresentou caracteristicas bastante diferentes do gel dos outros
isolados, com formagao de massas poliédricas de diversos tamanhos,
aglomerados de forma aleatéria demonstrando um tipo de reestruturagao, sem
aparentemente haver formacao de rede. Estrutura similar foi observada por
Hermansson (1986) em gel de IPS comercial, obtido a partir do aquecimento de
solucd@o protéica 20% com cloreto de sédio 0,2M, pH 7,0, a 85°C. Este IPS
apresentava baixa solubilidade em presenca de sal na faixa de pH 2-9. Imagens
obtidas por MEV exibiram estruturas agregadas de globulos intumecidos, bastante
semelhante as estruturas globulares apresentadas pelo gel do IPS-0,74 (Figuras
6e e 6f). Segundo a autora este tipo de estrutura de gel pode estar relacionada
com a baixa solubilidade do IPS. O gel do IPS-0,74, que apresentou este mesmo
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tipo de estrutura, também apresentou baixa solubilidade, que é fator determinante
em diversas propriedades funcionais, especialmente no processo de geleificacao
(Snyder & Kwon, 1987).

A agregacao protéica ocorrida durante o periodo de equilibrio no IPS-
0,74 pode ter alterado sua funcionalidade. Segundo Aguilera & Stanley (1990), as
caracteristicas de textura sao determinadas pela organizagdo estrutural dos
componentes do alimento e alteragbes nessa organizacao sao refletidas em
mudangas na textura. Comparando as micrografias do gel do IPS-0,74 (Figuras
6e e 6f) com os dos outros IPSs (Figuras 6a-6d) pode-se perceber que o gel do
IPS-0,74 aparentemente nao formou estrutura de rede de gel, seus componentes
encontram-se apenas agregados, esta caracteristica da microestrutura pode estar
relacionada com a baixa coesividade e Capacidade de retengao de agua do gel do
IPS-0,74. Segundo Hermansson (1994) estruturas grosseiramente agregadas,
semelhantes ao gel do IPS-0,74, normalmente apresentam CRA menor do que
geis com estrutura de rede mais coesa.
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FIGURA 6. Micrografias obtidas por microscopio eletrénico de varredura (MEV),
dos géis de IPS com diferentes atividades de agua (0,19; 0,33 e 0,74): (a) IPS-
0.19, aumento de 220 vezes, (b) IPS-0,19, aumento de 3000 vezes, (c) IPS-0,33,
aumento de 220 vezes, (d) IPS-0,33, aumento de 3000 vezes, (e) IPS-0,74,
aumento de 220 vezes e (f) IPS-0,74, aumento de 3000 vezes.
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5.3. Caracterizacao dos IPSs durante o armazenamento

5.3.1. Perfil eletroforético dos IPSs durante o armazenamento

A composicao relativa das subunidades &, a € B da fracdo 7S e dos
polipeptideos acidos (pA) e basicos (pB) da fracao 11S, presentes na fracao
soluvel dos IPS-0,19 (Figuras 7a e 7b), IPS-0,33 (Figuras 8a e 8b) e IPS-0,74
(Figuras 9a e 9b) esta apresentada nas Figuras 7 a 9.

Observou-se pequenas variagdes na composicao relativa das fragdes
7S e 11S na fragao soluvel dos IPS-0,19 (Figura 7a e 7b) e IPS-0,33 (Figura 8a e
8b), no decorrer da estocagem a o5 e 45°C. O IPS-0,74 apresentou perfil
diferenciado desde o inicio da estocagem (Tabela 6), com a completa auséncia da
fracao B-7S. O perfil deste isolado ndo se alterou durante a estocagem a 25°C
(Figura 9a). No entanto, apos 90 dias de estocagem a 45°C, apenas o
polipeptideo acido da fragao 11S permaneceu soluvel em agua (Figura 9Db).
Durante a estocagem podem ter ocorrido reagoes de polimerizagao protéica com a
formacdo de agregados insoluveis. Rector et al. (1991) também observaram
reacoes de polimerizagao protéica durante a estocagem de proteinas do soro do
leite. Os autores observaram que apos 7 dias de estocagem a 80°C, a
concentracao de mondmeros de B-lactoglobulina diminuiu de 60-64% para 33,3%
e apés 1 ano de estocagem a 25°C, 18% de B-lactoglobulina monomerica foi
convertida em moléculas de peso molecular maior. Segundo os autores esta
polimerizagao nao envolveu ligacoes dissulfidicas cruzadas.

Liu et al. (1991), analisaram O processo de agregacgao protéica da
soroalbumina bovina induzida pela umidade (30%) e observaram que apos 24h de
incubacdo da proteina a 37°C, 22°C e 4°C, ocorreu 97%, 56% e 12% de
agregacao protéica, respectivamente.
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Durante o processamento e estocagem de alimentos podem ocorrer
reacoes de desnaturacdo protéica induzidas pelo calor, com modificacdo das
propriedades funcionais das proteinas (Damodaram, 1996). O aquecimento causa
grau variado de desnaturagao, com dissociacao e desenrolamento parcial ou total
das moléculas de proteina, bem como a formacado de agregados, o que pode
resultar numa diminuicao da solubilidade (Kinsella, 1979). Arrese et al. (1991), que
realizaram estudo com 19 IPS comerciais, observaram que quanto maior o grau
de desnaturagao dos IPSs, menor a proporcao de subunidade B da fragdo 7S em
relacao a composicao relativa das proteinas totais soluveis dos IPS. A propor¢ao
de polipeptideos basicos da por¢ao soluvel da fragdo 11S (pB-1 1S) também foi
menor em IPS com alto grau de desnaturagdo. Com base nestes resultados os
autores sugerem que as subunidades B-11S e B-7S de IPSs completamente
desnaturados podem formar agregados insoliveis em agua. No entanto,
Hermansson (1978) sugere que reacdes de associagao-dissociagao podem
ocorrer sem necessariamente haver desnaturacdo. Contudo a dissociacdo da
estrutura quaternaria em subunidades esta frequentemente associada a reacoes
de desnaturacao. A desnaturac¢ao da proteina por aguecimento expde seus grupos
hidrofébicos, os quais Subseqlentemente interagem entre Si, causando agregacao
e diminuicao da solubilidade. Trocas dissulfidicas internas podem também estar
envolvidas em agregacoes termicamente induzidas em proteinas (Morr, 1990).
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FIGURA 7. Composicdo relativa das subunidades o’, o ¢ B da fragdo 7S e dos
polipeptideos acido (pA) e basico (pB) da fragdo 118, presentes na fragdo soluvel do IPS-
0.19, extraidos com agua destilada. Os valores representam a porcentagem da area das
subunidades o, o e B e dos polipeptideos acido (pA) e basico (pB) em relagdo a area total
das fragdes 7S e 118, calculadas a partir da densitometria dos géis de eletroforese.
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FIGURA 8. Composi¢do relativa das subunidades o', o e B da fragdo 7S e dos
polipeptideos acido (pA) e basico (pB) da fragdo 118, presentes na fragao solavel do IPS-
0,33, extraidos com agua destilada. Os valores representam a porcentagem da area das
subunidades o, o e B e dos polipeptideos acido (pA) e basico (pB) em relagdo a area total
das fracdes 7S e 118, calculadas a partir da densitometria dos géis de eletroforese.
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FIGURA 9. Composi¢do relativa das subunidades o’, o e B da fragdo 7S e dos
polipeptideos acido (pA) e basico (pB) da fragao 118, presentes na fragdo soluvel do IPS-
0,74, extraidos com agua destilada. Os valores representam a porcentagem da area das
subunidades o, o e B e dos polipeptideos acido (pA) e basico (pB) em relagdo a area total
das fragdes 7S e 118, calculadas a partir da densitometria dos géis de eletroforese.
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5.3.2. Solubilidade dos IPSs durante o armazenamento

A solubilidade inicial dos isolados IPS-0,19, IPS-0,33 e IPS-0,74 foi
233, 19,2 e 9,4%, respectivamente. Durante 0 armazenamento ocorreu
diminuigao da solubilidade dos isolados estocados a 25 e 45°C (Figuras 10a e
10b). Os isolados submetidos a maior temperatura de estocagem apresentaram a
maior reducao da solubilidade e quanto maior a atividade de agua, maior foi esta
reducao. A redugdo da solubilidade dos isolados estocados a 25°C ocorreu de
forma gradual e apds 210 dias, a solubilidade teve uma reducao de 20 a 25,7%
para os isolados IPS-0,74 e IPS-0,19, respectivamente. Nas amostras estocadas a
45°C esta redugao foi mais acentuada nos 30 primeiros dias de estocagem, 37,5%
para o IPS-0,19 e 38% para o IPS-0,74, apresentando pequena variagao apos

este periodo.

Observa-se na Figura 10a que a velocidade da perda de solubilidade
durante o tempo de estocagem foi menor para o IPS-0,74 que para 0s demais
isolados. Deve-se ressaltar que a perda da solubilidade ja havia ocorrido no
periodo de equilibrio para obtencao das amostras com diferentes Aa e
possivelmente as reagoes de agregacao, que geralmente sao a causa da perda de
solubilidade, ja haviam ocorrido antes do inicio da estocagem. Reacbdes de
polimerizacdo protéica podem ocorrer durante a estocagem, causando uma
diminui¢do da solubilidade da proteina (Rector et al, 1991).

Nas Figuras 11a e 11b estao apresentados os graficos com os 90 dias
iniciais de estocagem a 25°C e 45 dias de estocagem a 45°C, respectivamente,
quando foram observadas as maiores variagcoes de solubilidade. Observa-se que a
cinética da perda de solubilidade obedeceu um modelo de reacdo pseudo-ordem
zero, onde 0 angulo da reta corresponde a constante de velocidade da reagao. Na
Figura 11b pode-se observar que a constante de velocidade de reacao para o IPS-
0,19 a 45°C é 4 vezes superior a constante a 25°C.

69



A solubilidade, em algumas condi¢des, fornece uma boa indicacao de
desnaturagao protéica. Isto se deve ao fato de que a solubilidade e,
provavelmente, a medida mais pratica de desnaturagao-agregacao da proteina e
tambem porque proteinas que apresentam-se inicialmente no estado desnaturado,
parcialmente agregado, mostram freqiientemente um decréscimo de solubilidade
(Cheftel et al., 1989). Comparando a solubilidade com o perfil eletroforético dos
isolados observa-se que o isolado IPS-0,74 que apresentou a menor taxa de
solubilidade, 9,3%, também apresentou reducao ou desaparecimento de
componentes das fragoes 7S e/ou 11S (Figura 9). Os resultados sugerem que,
neste caso, a baixa solubilidade do isolado IPS-0,74 estaria relacionada com o
grau de desnaturacao protéica, uma vez que quanto mais desnaturada a proteina,
maior sua tendéncia a formagao de agregados insoltveis (Arrese et al., 1991 )

Li-Chan (1983) observou um decréscimo de 14% da solubilidade de
concentrado protéico de soro apds ser estocado por 42 dias a 37°C. Segundo o
autor o decréscimo da solubilidade durante a estocagem ocorre devido as
mudangas na estrutura protéica seguida de agregacao, entretanto a reacao de
Maillard pode também ter contribuido para esta reducao, assim como no presente
trabalho pois a reacdo de Maillard & importante via de deterioragao na estocagem
do IPS (Davies et al., 1998).
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5.4. Caracterizacao do gel dos IPSs durante o armazenamento
5.4.1. Perfil de textura dos géis dos IPSs durante o armazenamento

O perfil de textura dos géis, obtido a partir da medida de textura
instrumental por compressao, esta apresentado nas Figuras 12 a 17.

Assim como foi observado na analise de textura no inicio do
armazenamento, a dureza foi a medida que apresentou maior variabilidade,
particularmente para os géis obtidos do IPS-0,74. Este gel apresentou-se
quebradico e de dificil manuseio. Apesar da alta variabilidade, pode-se observar
que ndo houve mudanga da dureza ao longo da estocagem a 25°C e a 45°C
(Figura 12) para os isolados IPS-0,19 e IPS-0,33. O gel do IPS-0,74 apresentou
uma diminuicao da dureza ap6s 60 dias quando estocado a 25°C e apos 15 dias a
45°C, alcangando valores semelhantes adueles obtidos para os outros isolados.
No entanto, os géis apresentaram grandes diferencas entre si. O gel do IPS-0,74,
inicialmente com maior dureza e boa coesdo, mostrou-se extremamente friavel no
decorrer da estocagem, fato nao observado para os demais isolados.

Interacdes protéicas ocorridas durante a estocagem podem ter alterado
a conformagao estrutural das moléculas de proteina, resultando em mudancas nas
caracteristicas do gel e em outras propriedades funcionais dos isolados. Rector et
al. (1991) estudaram mudangas no comportamento da geleificacao de isolados
protéicos do soro do leite (IPSL) e PB-lactoglobulina durante a estocagem.
Observaram que apos 7 dias a 80°C a dureza do gel obtido diminuiu de 1,55 N
para 0,49 N. Este decréscimo coincidiu com o desaparecimento de mondmeros de
B-lactoglobulina durante a estocagem. Os autores sugerem que a diminuicao da
dureza do gel esta relacionada com reagoes de polimerizagdo protéica. Segundo
os autores, polimeros protéicos nao podem participar com sucesso de diversas
ligacoes cruzadas durante a geleificagdo devido as suas caracteristicas estruturais

e conformacionais. Ferry (1948; apud Rector et al., 1991) sugere que a dureza do
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gel e diretamente proporcional ao nimero de ligagbes cruzadas S-S, entdao, um
decrescimo do numero de ligagdes cruzadas pode resultar num decréscimo da
dureza do gel.

A elasticidade dos IPS-0,19 e IPS-0,33 permaneceu praticamente
constante durante estocagem a 25 e 45°C (Figuras 13a e 13b). No entanto, a
elasticidade do gel do IPS-0,74 apresentou reducao de 26% do valor inicial, apos
60 dias de estocagem a 25°C (Figura 14a) e 56%, apos 30 dias de estocagem a
45°C (Figura 14b). Segundo Katsuta et al (1990), ligagdes cruzadas S-S sao
responsaveis pela natureza elastica dos géis.

A coesividade do gel dos isolados IPS-0,19 e IPS-0,33 manteve-se
estavel durante estocagem a 25°C (Figuras 15a e 15b). O IPS-0,33, em 30 dias de
estocagem a 45°C, apresentou uma reducao de 36% na coesividade do gel,
enquanto que a coesividade do gel do IPS-0,19, ndao apresentou alteracao neste
periodo (Figuras 16a e 16b). Em estocagem a 45°C, a coesividade do IPS-0,19
permaneceu estavel até 30 dias de armazenamento, ao passo que a coesividade
do IPS-0,33 diminuiu em 36% neste periodo. Tanto o IPS-0,74 estocado a 25
como a 45°C (Figuras 15a e 15b) apresentaram consideravel perda de
coesividade do gel durante a estocagem. Apds 60 dias de estocagem a 25°C, o
IPS-0,74 apresentou uma reducdo de coesividade de 56% (Figura 16a),
permanecendo estavel até o final do armazenamento (Figura 15a). Para o IPS-
0,74 estocado a 45°C, observou-se uma reducao mais intensa da coesividade ja
nos 15 primeiros dias, apresentando uma reducao de 63% apos 30 dias de
estocagem (Figura 16b), quando também observou-se perda de 40% da
solubilidade do isolado.
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a 45°C.
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Mudangas na composicao relativa das fracoes solluveis dos isolados,
principalmente em relagao ao IPS-0,74, podem ter influenciado na alteracao das
caracteristicas do gel. No trabalho de Arrese et al. (1991), IPS contendo proteinas
completamente desnaturadas apresentaram baixa capacidade de geleificacao.
Segundo os autores as caracteristicas do gel estao fortemente relacionadas com
as quantidades relativas das fragdes 7S e 11S. Kang et al. (1991) observou que
geis com conteudo de fragdes 7S maior do que fragdes 11S apresentaram maior
elasticidade do que géis de IPS. No entanto, tem sido reportado que geis
formados por fragdes 11S sdo mais duros e elasticos do gue géis formados por
fragdes 7S (Saio et al., 1974 e Hashizume et al., 1975: apud Kang et al.,, 1991).

5.4.2. Umidade espremivel dos géis dos IPSs durante o armazenamento

O comportamento da UE% dos isolados IPS-0,19, IPS-0,33 e IPS-0,74,
ao longo do armazenamento a 25°C e 45°C esta mostrado na Figura 17. Observa-
Se que os isolados estocados a 45°C apresentaram um aumento da taxa de UE%
superior ao dos estocados a 25°C. A taxa inicial de UE% dos IPS-0,19, IPS-0,33 e
IPS-0,74 foi de 12,2; 11,3 e 21%, respectivamente. Observou-se que os geis das
amostras IPS-0,19 e IPS-0,33 apresentaram comportamento semelhante em
relacao a UE%, que aumentou gradualmente no decorrer da estocagem a 25
(Figura 17a) e 45°C (Figura 17b). Nos primeiros 60 dias de estocagem a 25°C
(Figuras 18a), as constantes de velocidade da UE% dos IPS-0,19 e do IPS-0,33
foram iguais, 0,05 (UE%/dia) enquanto que para os isolados IPS-0,19 e do IPS-
0,33 estocados a 45°C (Figura 18b), estes coeficientes foram 0,10 (g/s) e 0,19
(g/s), respectivamente, ou seja, valor 2 e 4 vezes maior.

Da mesma forma, para o IPS-0,74, o aumento do teor de UE% foi maior
para o isolado estocado a 45°C (Figura 17b) do que para o estocado a 25°C
(Figura 17a). Em 30 dias de estocagem a 45°C, o0 aumento da UE% do IPS-0,74
foi superior a 100% e para o isolado estocado a 25°C, apéds 60 dias, este aumento
foi de apenas 28%.
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O perfil da UE% do IPS-0,74 foi comparado com o comportamento da
solubilidade (Figura 19), dureza (Figura 20) e coesividade do gel (Figura 21)
durante a estocagem.

Na Figura 19 pode-se observar que, no decorrer da estocagem, a UE%
do IPS-0,74 aumentou concomitantemente a diminuicdo da solubilidade do
isolado. Beschel et al. (1992) observou que géis de concentrados protéicos de

soro do leite com 0s menores valores de solubilidade, apresentavam maior UE%.

Analisando a Figura 20 pode-se observar que o aumento da UE%
coincidiu com a diminui¢do da dureza do gel do IPS-0,74. Beschel et al. (1992),
em géis de concentrados protéicos de soro do leite, também observaram que a
UE% aumenta com a diminuicdo da dureza do gel. Em outro estudo, com
proteinas de soja, Furukawa & Otha (1982) observaram um aumento da
capacidade de retencao de agua com o aumento da dureza do gel. No entanto,
Hermansson (1982), em trabalho com geis de plasma sanguineo, coloca que
mudancas na estrutura do gel podem afetar a capacidade de retenc@o de agua e
as caracteristicas de textura diferentemente e que estas propriedades deveriam
portanto, serem tratadas separadamente.

Na Figura 21 observa-se que a UE% do IPS-0,74 aumenta com a
diminuicdo da coesividade do gel. Segundo Hermansson (1996), estruturas mais
coesas apresentam maior capacidade de retencao de agua do que estruturas de
gel grosseiramente agregadas, como no caso do gel do IPS-0,74 (Figuras 6e e 6f).
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5.4.3. Microestrutura dos géis dos IPSs durante o armazenamento

Analisando as micrografias obtidas pode-se observar mudancas na
microestrutura dos géis no decorrer da estocagem a 25 e 45°C. O gel do IPS-0,74
apresentou caracteristicas microestruturais bastante diferentes das outras
amostras, por isso foi analisado separadamente. Micrografias do gel IPS-0,74
estocado a 25 e 45°C, em diferentes tempos de estocagem, estao mostrados na
Figura 22. Nao foram observadas mudancas significativas na estrutura destes
géis com o tempo e temperatura de estocagem. A microestrutura dos geis
exibidas pelas amostras destes isolados sao bastante semelhantes ao do gel |PS-
0,74 no seu estado inicial (ver Figura 6e-6f), constatando-se que o isolado IPS-
0.74, desde do inicio da estocagem, ja apresentava alteragoes, ocorridas durante
o periodo de equilibrio da amostra.

Micrografias obtidas por MEV dos géis dos IPS-0,19 e 1PS-0,33 apods 60 (Figuras
23a: 23b: 23e; 23f) e 150 (Figuras 23c; 23d; 23g; 23n) dias de estocagem a 25°C
estao mostradas a seguir. A microestrutura do gel do IPS-0,19 apos 60 dias de
estocagem a 25°C (Figuras 23a e 23e) foi bastante similar a da amostra no tempo
inicial (ver Figura 6a-6b), apresentando uma estrutura de gel homogénea. Porem,
apos 150 dias de estocagem a 25°C, pode-se observar algumas diferencas na
microestrutura do gel (Figuras 23c e 23g). Na Figura 23c observou-se uma maior
“aspereza” da superficie do gel quando comparada ao gel do IPS-0,19 apds 60
dias de estocagem (Figura 23a). O gel do IPS-0,19 apos 150 dias de estocagem a
25°C apresentou uma maior descontinuidade do gel (Figura 23g), massas
protéicas agruparam-se de forma aleatéria formando uma estrutura de gel nao
muito uniforme. Alteracdes na microestrutura do gel do IPS-0,33 foram facilmente
perceptiveis (Figuras 23b; 23d; 23f; 23h). O gel do IPS-0,33 apds 60 dias de
estocagem a 25°C adquiriu uma aparéncia mais floculada em relacao ao gel do
IPS-0,33 antes da estocagem (ver Figura 6c). Apos 150 dias de estocagem
(Figura 23h) observou-se grande fragmentacao do gel e presenca de particulas de

tamanho e forma variadas em sua superficie. .
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FIGURA 22. Micrografias obtidas por microscopio eletronico de varredura (MEV)
dos géis do IPS-0,74, estocados a 25 e 45°C: (a) apos 60 dias de estocagem a
25°C, aumento de 220 vezes; (b) apos 60 dias de estocagem a 25°C, aumento de
3000 vezes: (c) apés 180 dias de estocagem a 25°C, aumento de 220 vezes; (d)
apos 180 dias de estocagem a 25°C, aumento de 3000 vezes. (e) apos 30 dias de
estocagem a 45°C, aumento de 220 vezes; (f) apos 30 dias de estocagem a 45°C,
aumento de 3000 vezes: (g) apos 75 dias de estocagem a 45°C, aumento de 220
vezes e (h) apés 75 dias de estocagem a 45°C, aumento de 3000 vezes.
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FIGURA 23. Micrografias obtidas por microscopio eletronico de varredura (MEV),
dos géis dos IPS-0,19 e IPS-0,33, estocados a 25°C: (a) IPS-0,19, apos 60 dias de
estocagem, aumento de 220 vezes; (b) IPS-0,33, apds 60 dias de estocagem,
aumento de 220 vezes; (c) IPS-0,19, apods 150 dias de estocagem, aumento de
220 vezes; (d) IPS-0,19, apds 150 dias de estocagem, aumento de 220 vezes. (e)
IPS-0,19, apds 60 dias de estocagem, aumento de 3000 vezes; (f) IPS-0,33, apos
60 dias de estocagem, aumento de 3000 vezes; (g) IPS-0,19, apdés 150 dias de
estocagem, aumento de 3000 vezes e (h) IPS-0,19, apos 150 dias de estocagem,
aumento de 3000 vezes.
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Na Figura 24 estdo apresentadas as micrografias dos geis dos IPS-
0,19 e IPS-0,33 apos 45 (a; b), 90 (c; d) e 135 (e; f) dias de estocagem a 45°C,
com aumento de 100um (x220). Observou-se que no decorrer da estocagem o0s
geis das duas amostras foram perdendo coesividade/aderéncia e
homogeneidade, tornando-se mais fragmentados, e ao final de 135 dias os géis
IPS-0,19 (Figura 24e) e IPS-0,33 (Figura 24f) apresentaram formagao de grandes
massas globulares semelhantes as obtidas pelo IPS-0,74 (Figura 18), porém o gel
do IPS-0,19 aparentou ter maior adesao (Figura 24e). O IPS-0,33 apds 45 dias de
estocagem a 45°C apresentou diferengas marcantes em comparagao com a
estrutura do gel antes do inicio do armazenamento (Figura 6a e 6b),
apresentando uma estrutura de gel bastante floculada, podendo-se observar a
presenca de massas globulares destacaveis em sua superficie, evoluindo até a
formacao de particulas esféricas maiores distribuidas independentemente (Figura
24f). A estrutura do gel IPS-0,33 aparentou ser menos coesa do que a do IPS-
0,19 (Figura 24a).

Pode-se observar pequenos filamentos presos em toda a superficie do
gel do IPS-0,19 (Figura 25a; 25c e 25e), filamentos semelhantes a estes foram
também observados por Langton & Hermansson (1996) em gel de proteinas do
soro do leite, definidos pelos autores como “hairness” (pequenos pélos). Apos 135
dias de estocagem observou-se a formagao de estruturas alongadas na forma de
grandes blocos, porém estruturas esféricas foram também observadas (Figura
25e).

O IPS-0,33 apos 45 dias/45°C de estocagem apresentou uma estrutura
de gel formada por massas globulares unidas de forma irregular, com formacao
de aglomerados (Figura 25b). Apos 90 dias de estocagem observou-se a
formagao de inumeras particulas esféricas bem definidas, distribuidas de forma
linear formando pequenos corddes de contas. Langton et al. (1996) observaram
estrutura similar em gel de proteinas do soro do leite. Apos 135 dias pode-se
observar a formagao de massas poliédricas sobrepostas semelhantes a do gel do
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IPS-0,74 (Figura 6f), porém com presenca de pequenas particulas esféricas
aderidas em toda a superficie do gel (Figura 25f). Mudancas na estrutura de géis
proteicos podem ser induzidas por fatores como temperatura de aquecimento, pH

ou adicao de sais (Hermansson, 1994).
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FIGURA 24. Micrografias obtidas por microscopio eletronico de varredura (MEV),
com aumento de 220 vezes, dos geéis dos IPS-0,19 e IPS-0,33, estocados a 45°C:
(a) IPS-0,19, apds 45 dias de estocagem; (b) IPS-0,33, apds 45 dias de
estocagem; (c) IPS-0,19, apds 90 dias de estocagem; (d) IPS-0,33, apds 90 dias
de estocagem; (e) IPS-0,19, apds 135 dias de estocagem e (f) IPS-0,33, apos 135
dias de estocagem.
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FIGURA 25. Micrografias obtidas por microscopio eletrénico de varredura (MEV),
com aumento de 3000 vezes, dos geéis dos IPS-0,19 e IPS-0,33, estocados a
45°C: (a) IPS-0,19, apos 45 dias de estocagem; (b) 1PS-0,33, apos 45 dias de
estocagem; (c) IPS-0,19, apos 90 dias de estocagem; (d) IPS-0,33, apos 90 dias
de estocagem; (e) IPS-0,19, apos 135 dias de estocagem; (f) IPS-0,33, apos 135

dias de estocagem.
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6. CONCLUSOES

1. Em relacao as caracteristicas dos isolados, pode-se concluir que:

1.1. Periodo de equilibrio nas diferentes umidades relativas:

Modificacdes nas caracteristicas das proteinas tiveram seu inicio ja no periodo
de equilibrio das amostras. No entanto, estas modificagcoes foram mais
intensas para o isolado de maior Aa.

A analise do perfil eletroforético das fragbes hidrosoluveis dos isolados
demonstra mudancas na composicao relativa das fragdes 7S e 11S do IPS-
0,74, onde ocorreu o desaparecimento da subunidade 3-7S e a diminuicao do
polipeptideo pB-11S, sugerindo reagdes de agregacao durante o periodo em
que as amostras foram equilibradas;

Alteracdes na Aa dos isolados levaram a modificacdes de suas caracteristicas,
com formacao de agregados insoluveis em agua, o que resultou na diminuicao
da solubilidade;

1.2. No decorrer da estocagem:

A analise do perfil eletroforético da proteina soltvel dos isolados, durante a
estocagem, demonstra que a composicao relativa das fracdes para isolados
com Aa 0,19 (IPS-0,19) e 0,33 (IPS-0,74) praticamente nao apresentou
variagdo no decorrer do armazenamento. No [PS-0,74, observou-se ©
desaparecimento completo da subunidade B da fracdao 7S ja inicio da
estocagem e ap6s 90 dias de estocagem a 45°C, apenas o polipeptideo acido
da fracao 11S permaneceu soluvel;
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* A estocagem a 25 e 45°C resultou na diminuicdo da solubilidade dos isolados.
Os isolados submetidos a maior temperatura de estocagem apresentaram
maior reducao da solubilidade e quanto maior a atividade de agua, maior foi
esta reducao.

2. Em relagao as caracteristicas do gel dos isolados, pode-se concluir que:

2.1. Periodo de equilibrio nas diferentes umidades relativas:

e Os isolados IPS-0,19 e IPS-0,33 mostraram comportamento semelhante em
diversos parametros avaliados, sugerindo que nesta faixa de Aa (0,19 - 0,33)
as proteinas apresentam caracteristicas funcionais semelhantes. Modificacoes
sofridas pelos IPSs no periodo de equilibrio resultaram na modificacao da
dureza dos géis, mas nao na elasticidade e na coesividade;

e Naandlise do perfil de textura, o parametro de dureza mostrou-se inadequado
para avaliagao das modificacdes das caracteristicas do gel dos isolados,
porém os parametros de elasticidade e coesividade mostraram-se adequados;

2.2. No decorrer da estocagem:

* InteragOes protéicas, tipo agregacao, ocorridas durante a estocagem resultou
em mudancas nas caracteristicas do gel e em outras propriedades funcionais
dos isolados;

e A estocagem a 25°C e a 45°C nado apresentou grande influéncia na
elasticidade do gel dos isolados IPS-0,19 e IPS-0,33:

e Mudangas na composicao relativa das fragdes soluveis dos isolados,

principalmente em relacdo ao IPS-0,74, com diminuicao da solubilidade,
podem ter influenciado na alteracao das caracteristicas do gel.
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e A Aa e a temperatura de estocagem tiveram grande influéncia na capacidade
de retencao de agua do gel dos isolados. Quanto maior a Aa e maior a
temperatura de estocagem, maior a umidade espremivel dos geis;

e O aumento da umidade espremivel do gel do IPS-0,74 coincidiu com a
diminuicdo da coesividade e dureza do gel, que também apresentou
diminuicao da solubilidade durante o armazenamento;

e A andlise do gel em MEV permitiu visualizar diferencas marcantes nas
caracteristicas dos géis, especialmente em relagao ao gel do IPS-0,74. Estas
diferencas foram confirmadas pelas analises de UE% e TPA-coesividade do
IPS-0,74, uma vez que este isolado aparentemente nao formou estrutura de
rede de gel, resultando na baixa coesividade e capacidade de retencao de
agua do gel.

e ApoOs 135 dias de estocagem a 45°C, os géis dos isolados IPS-0,19 e IPS-0,33
apresentaram caracteristicas de microestrutura semelhantes ao do IPS-0,74,
que manteve as mesmas caracteristicas durante todo o armazenamento,
sugerindo que o isolado IPS-0,74 encontrava-se alterado desde o inicio da

estocagem;

O estudo sugere que durante a estocagem dos isolados podem ter
ocorrido mudancas estruturais nas moléculas, possivelmente do tipo agregacao-
dissociacdo, resultando em alteracdo da solubilidade e modificagbes das
caracteristicas do gel. As condi¢des de umidade relativa no armazenamento de
produtos protéicos demonstram afetar propriedades funcionais como solubilidade,
geleificacao e capacidade de retencao de agua, importantes para a qualidade e

utilizacdo destes produtos.
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8. ANEXO



Retirada de amostras a cada 30 diasi

Anex

soja.

IPS (Aa 0,19)

.

Isoterma de Sorgao

Acondicionamento das Amostras em Umidades Relativas de 33% e 74%
até o Equilibrio (Aa 0,33 e 0,74)

Caracterizagao Inicial dos isolados 1PS-0,19, IPS-0,33 e IPS-0,74
o Composicao Centesimal (umidade, cinzas, proteina bruta e lipideos totais)’
¢ Solubilidade
e Eletroforese em SDS-PAGE (Phastsystem)

Caracteristicas do gel (perfil de textura, umidade espremivel e microestrutura do gel)

:

Estocagem
e IPS-0,19/25°C  IPS-0,19/45°C
e |PS-0,33/25°C o |PS-0,33/45°C
e |PS-0,74/25°C o |PS-0,74/45°C

o Perfil eletroforético
« Solubilidade
. Perfil de textura (TPA) do gel
. Umidade espremivel do gel

« Microestrutura do gel (MEV)?

v

« Andlise Estatistica

! Os teores de proteina, cinzas e lipideos dos IPS-0,33 e IPS-0,74 foram determinados a
partir dos valores obtidos para o IPS-0,19. 2 Apenas alguns pontos foram avaliados por

MEV.

Lﬂetirada de amostras a cada 15 dias

o 1. Fluxograma do experimento de estocagem dos isolados protéicos de
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