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Ha4 quatro tipos de aprendizes:

Os que podem ser comparados a esponja,

ao funil, ao filtro e a peneira.

A esponja tudo absorve; o funil tudo concentra, mas nada retém,
o filtro retém as impurezas, mas perde o vinho;

j4 a peneira retém o que ¢ preciso e libera o refugo.

(Etica dos Ancestrais, 5:19)

Aos meus pais pelo incentivo e apoio

as atividades intelectuais

dedico
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As coisas que nio tem imperfei¢oes sdo perigosas.

(do filme Razdo e Sensibilidade — Ang Lee)
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia do tratamento térmico sofrido pelos
isolados protéicos de soja nas suas propriedades funcionais de seus hidrolisados. O isolado
protéico de soja (IPS) foi produzido a partir da farinha desengordurada de soja (FDS) e
posteriormente submetido & diferentes tratamentos térmicos (70, 80 e 90°C/30°),
apresentando diferentes graus de desnaturagio, determinado por calorimetria diferencial de
varredura (CDV). O comportamento eletroforético das proteinas dos IPSs foi analisado por
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
e ndo apresentou diferengas quanto a composigao relativa das fragdes 7S e 118. O perfil de
hidrofilicidade/hidrofobicidade dos IPSs foi analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) e demonstrou carater hidrofébico. Os teores de
fitato dos isolados tratados termicamente ndo diminuiram devido aos tratamentos térmicos
empregados, mas a atividade dos inibidores de tripsina reduziu significativamente (p<
0,05). Os isolados nativo (IPSn) e tratados termicamente (IPS70, IPS80 E IPS90) foram
submetidos & hidrolise enzimatica com a-quimotripisina monitorada pelo método pH-stat e
interrompida apos atingir o grau de hidrolise (GH) desejado (2 e 4%). Os hidrolisados
obtidos (HIPSs) a partir de IPSs com diferentes graus de desnaturagdo, embora com igual
GH, apresentaram distribuicdo de peso molecular (SDS-PAGE) e caracteristicas de
hidrofobicidade (CLAE-FR) diferenciados, que resultaram em produtos com propriedades
funcionais distintas. Embora os HIPSs apresentassem carater hidrofilico, determinado por
CLAE-FR, a hidrolise resultou em aumento significativo da solubilidade apenas em pH5
(pI), de até 20 vezes. A presenga de peptideos de baixo peso molecular originados a partir
da hidrélise, influenciou grandemente a capacidade de formagdo e de estabiliza¢do da
emulsdo, onde a capacidade emulsificante diminuiu com a hidrolise a 2 %GH quando
comparado aos IPSs (256,3 m’/g para IPS70 e 107,8 m’/g para HIPS70), porém aumentou
com a progressdo da reagdo enzimatica (280,3 m?/g para HIPS70/4% GH). Os HIPSs
obtidos a partir dos IPSs tratados termicamente apresentaram uma diminui¢ao da
estabilidade da emulsdo em ambos os graus de hidrdlise. O tratamento térmico prévio do

IPS provocou uma significativa diminuigdo da dureza dos géis com a redugdo marcante a
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partir de 80°C (4,1N para IPSn e 1,6N para IPS80), onde também se verificou uma redugao
significativa do contedo de sulfidrila livre. Os géis obtidos a partir de isolados com baixo
grau de desnaturagdo, IPSn e IPS70, mostraram-se transhicidos e homogéneos, enquanto
os géis obtidos a partir de isolados com maior grau de desnaturagdo, IPS80 e IPS90,
apresentaram-se Opacos, esponjosos e com a presenca de granulos. Os géis obtidos a partir
dos HIPSs (HIPS70/4% e HIPS80/4%) apresentaram estrutura extremamente fragil,
apresentando grande exsudagdo. A analise do gel através de MEV permitiu visualizar
diferengas marcantes nas caracteristicas dos géis obtidos a partir dos IPSs e do HIPSs. Os
géis dos isolados obtidos a partir do IPSn e do IPS80 apresentaram microestruturas
semelhantes, na forma de conglomerados distribuidos de forma homogénea. A estrutura
dos géis obtidos a partir dos HIPSs com 2 e 4% de GH mostraram-se muito diferentes das
estruturas observadas para os géis obtidos com os isolados, com grandes poros e baixa
coesividade, justificando a baixa capacidade de retengdo de agua. Os resultados obtidos
neste estudo permitiram concluir que o IPSn e os IPSs tratados termicamente apresentaram
propriedades funcionais distintas e os hidrolisados obtidos, com mesmo GH, também
demonstraram propriedades funcionais diferenciadas, dependendo do tratamento térmico

prévio sofrido pelos IPSs.
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SUMMARY

The objective of this work was to study the influence of the heat treatment on the
functional properties of soy protein isolates (SPIs) and their a-chymotrypsin hydrolysates.
The soy protein isolates (SPI) was produced from defatted soy flour (DSF) and submitted
to the different heat treatments (70, 80 and 90°C/30 minutes) in order to obtain isolates
with different degrees of denaturation determined by Differential Scanning Calorimetric
(DSC). The electrophoretic profile (SDS-PAGE) showed no differences in relative
composition of 7S and 118 fractions of the SPIs. The hydrophilic/lipophilic characteristics,
determined by Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC),
showed hydrophobic characteristics. The heat treatment had no effect on the phytate
content, but the trypsin inhibitor activity significantly decreased (p< 0.05). The native soy
isolated protein (SPIn) and the treated SPIs (SPI70, SPI80 and SPI90) were submitted to
enzymatic hydrolysis with c-chimotrypsin, monitored by pH-stat and the hydrolysis
reaction was interrupted when the appropriate degree of hydrolysis (DH) was reached (2
and 4%). Hydrolysates (HSPIs) obtained from SPIs with different degrees of denaturation,
although with the same DH, presented different molecular weight distribution and
hydrophobic characteristics, resulting in products with different functional properties.
Although the hydrolysates presented hydrophilic characteristics, the hydrolysis resulted in
significant increase of solubility only at pHS, up to 20 times. The presence of small
peptides, originated from hydrolysis, influenced the emulsion capacity and stability. The
Emulsion Activity Index (EAI) decresead with hydrolysis up to 2 %DH (107,8 m?/g for
HSPI70) when compared with the SPIs (256,3 m’/g for SPI70); however, the EAI
increased with the progression of the enzymatic reaction up to 4% DH (280,3 m?/g for
HSPI70/4% GH). The hydrolysates originated from the heat treatment SPIs had a
reduction of the emulsion stability in both degrees hydrolysis. Previous heat treatment on
the SPIn caused a significant reduction of the gel hardness, mainly when treated at
temperatures above 80°C (4,IN for SPIn and 1,6N for SPI80). The gel obtained from
isolates with low degree of denaturation, SPIn and SPI70, were translucent and

homogeneous while the gel obtained from denatured isolates, SPI80 and SPI90, were
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opaque and with coarse granulation. Gels obtained from HSPIs (HSPI70/4% and
HSPI80/4%) showed fragile structure and low water-holding capacity. The Scanning
Electron Microscopy (SEM) allowed visualizing great differences in the gel appearance
from isolates and hydrolysates. The gels of SPIn and SPI80 presented similar
microstructures with homogeneous conglomerates. The structure of the gel from the
HSPIs with 2 and 4% of DH showed difference on the structures observed from SPI gels,
with large pores justifying their low water-holding capacity. These results allowed to
conclude that the SPIn and the heat treated SPIs presented distinct functional properties
and the hydrolysates, with the same DH, had also demonstrated different functional
properties, depending on the previous thermal treatment of SPIs.
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1. INTRODUCAO

As propriedades funcionais das proteinas sdo propriedades fisico-quimicas que determinam
seu desempenho e comportamento em sistemas alimenticios durante o processamento, estocagem
e consumo do produto. A maior parte das propriedades funcionais afeta as caracteristicas
sensoriais dos alimentos e podem desempenhar um papel fundamental no comportamento do
mgrediente alimenticio, bem como do produto final Os beneficios potenciais da adigdo de
proteina, nas mais variadas formas, a um sistema alimenticio incluem a emulsificagdo, formag¢io de
espuma, poder de geleificagdo, aumento da viscosidade, além de melhorar a aparéncia, o flavour, a
textura e a capacidade de retengdo de agua ou oleo, contribuindo também para aumentar o valor

nutritivo do produto.

As propriedades funcionais das proteinas sdo devido as suas caracteristicas fisico-quimicas
tais como tamanho, composi¢io e sequéncia aminoacidica, distribuigdo de cargas e
hidrofobicidade superficial. Qualquer modificagdo capaz de alterar uma ou mais destas
caracteristicas, podendo também mudar uma ou a maioria das propriedades funcionais (Kester e7
al., 1984). Durante a obtengdo comercial, os isolados sofrem diferentes tratamentos, os quais
causam alteragdes fisico-quimicas nas proteinas, conferindo-lhes propriedades funcionais distintas
(Kinsella, 1976; Ohren, 1981; Gonzales, 1995; Mutilangi et al., 1995). A desnaturagdo € o efeito
mais significativo e, de acordo com a sua extensdo, pode haver o fendmeno de agregacdo das
cadeias polipeptidicas desnaturadas (Arrese et al., 1991; Petrucelli & Afion, 1994 a,b; Petrucelli &
Afion, 1995 a,b).

Consideragbes sobre a estrutura da proteina também sdo importantes no processo de
hidrélise, pois as mudangas na composigdo molecular de um hidrolisado protéico obtido a partir
de um substrato parcialmente ou totalmente desnaturado sdo importantes na sua utilizagdo para
diversos fins alimenticios (Adler-Nissen, 1993).



Modificagdes das propriedades funcionais das proteinas através da acdo de enzimas
requerem que a hidrolise seja pequena e controlada, com somente 3 a 10 % das ligagdes peptidicas
clivadas (Kinsella er al., 1985). Deve-se considerar, no entanto, que grau de hidrélise semelhante
obtido pela utilizagio da mesma enzima, porém para diferentes substratos, nio garante que os

produtos apresentem as mesmas caracteristicas (Adler-Nissen, 1986).

Poucos estudos consideram a importancia das caracteristicas do isolado quanto as
modificagdes estruturais ocorridas devido ao tratamento e sua influéncia nas caracteristicas dos
hidrolisados obtidos. Mudangas conformacionais, associadas a presencga de fatores como fitato e
mibidor de tripsina, levam os isolados a se comportar como substratos distintos quando
submetidos a hidrolise, implicando em diferencgas no padrido de reagdo enzimatica, bem como nos
produtos obtidos (Lapvetelimnen et al., 1991). Henn & Netto (1998) observaram que o processo
de hidrélise e o perfil dos peptideos obtidos com diferentes isolados de soja comerciais diferiram
entre si, ainda que, os hidrolisados apresentassem o mesmo grau de hidrolise. Segundo as autoras,
as diferencas observadas estavam mais relacionadas a conformagdo das proteinas do que a outros

fatores, tais como, presenga de fitato e imibidor de tripsina.

Souza (2000) observou que a partir de um 1solado protéico de soja com diferentes graus
de desnaturagdo foram obtidos hidrolisados de mesmo grau de hidrélise, mas com perfis
diferenciados. E de se supor, entdo, que estes hidrolisados também apresentem diferengas em suas

propriedades funcionais.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a influéncia dos tratamentos térmicos

realizados nos isolados protéicos de soja nas propriedades funcionais de seus hidrolisados.



2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2. 1. O isolado protéico de soja

As globulinas s3o os principais constituintes protéicos da soja, sendo msoliveis em faixa
de pH 3,7 a 5,2 e apresentando ponto isoelétrico (pI) entre 4,2 e 4,6. Entretanto, elas podem se
solubilizar nesta farxa, por aumento da forga idnica, através da adigdo de NaCl. Em fun¢do desta

propriedade, pode-se preparar isolados protéicos de soja, através de precipita¢do isoelétrica.

Depois da dissolugdo em agua, a um pH ligeiramente alcalino, as proteinas da soja podem
ser separadas em varias fragbes. Quando se utiliza a ultracentrifugagdo, sdo separadas quatro
fragdes cujos coeficientes de sedimenta¢io S (unidades Svedberg, a 20 °C em 4gua), sd0 2, 7, 11 e
15. A fragdo 2 S é composta por proteinas biologicamente ativas, mibidores de protease e varias
outras enzimas. As globulinas 7S e 11S representam aproximadamente 70 % das proteinas
contidas no grdo da soja. A fragdo 7 S é composta pelas enzimas B-amilase e lipoxigenase e
globulinas que sdo conhecidas como B-conglicinma. A B-conglicinina € uma glicoproteina de
reserva e representa 91% da fragdo 7S. A fragdo 11 S, comumente conhecida como glicinina €
também uma proteina de reserva e constitui grande parte da fragdo protéica da soja,
correspondendo a 40% (Badley et al., 1975). A fra¢do 15 S (urease, globulina 15 S) compde 5 -
10% do total de proteinas (Shurtleff & Aoyagi, 1992).

O isolado protéico de soja (IPS) contém pelo menos 90 % de proteina (N x 6,25)
apresentando como principais componentes, as fragdes glicinina e [-conglicinina, sendo
virtualmente livres de lipidios e carboidratos. Os IPSs sdo produzidos a partir de flocos ou farinha
desengordurada de soja, com minimo tratamento térmico utilizado para inativar fatores
antinutricionais. O tratamento térmico causa variado grau de desnaturagdo, resultando na
dissociagdio e desenrolamento parcial ou total das moléculas protéicas, bem como na formagido de
agregados, o que pode alterar sua solubilidade (Wolf, 1970; Kinsella, 1979).



Segundo Wolf (1970), no aquecimento da farinha de soja, pode haver formagio de
agregados protéicos através de ligagdes dissulfeto. Durante a etapa de extragdo aquosa estes
agregados sdo extraidos, ocorrendo mais agregagio na etapa de precipitagdo isoelétrica,
insolubilizando as proteinas. A composi¢do dos agregados pode variar, sendo alguns deles
constituidos basicamente por subunidades da B-conglicinina unidas por ligagdes hidrofébicas e
dissulfeto, além de outros compostos ligados a estas subumdades mais o polipeptidio acido da
glicinina (Petrucceli & Afion, 1994 a,b; 1995a).

Além das diferengas no processamento determinarem as caracteristicas finais dos IPS, as
condigdes da matéria-prima também podem influenciar as propriedades fisico-quimicas e
estruturais destes produtos. Genovese & Lajolo (1992; 1993) obtiveram isolados distintos quanto
a hidrofobicidade de superficie, contetdo de sulfidrila livre e total e composigdo em subunidades,

quando usaram graos de soja normais, quebrados e fungados para extragido das proteinas.

2. 2. Caracteristicas estruturais ¢ mudancas conformacionais das proteinas da soja

A B-conglicinina (7S) é uma glicoproteina trimérica que apresenta peso molecular entre
140-180 kDa, consistindo de trés subunidades: o’ (57-83 kDa), a (57-76 kDa) e B (42-53 kDa),
que interagem para formar 6 is6meros (Bl a B6) (Arrese ef al., 1991). Sua estrutura quaternaria
¢ constituida de nove residuos amino terminais, portanto, possui nove subunidades cada uma
formada por um polipeptidio (Koshiyama, 1972). Essas subunidades sdo associadas através de
ligagdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio (Than & Shibasaki, 1976). A fragdo 7S possui menor
quantidade de cisteina, metionina, triptofano e treonina do que a globulina glicinina (Peng ez al.,
1984). As ligagdes cruzadas dissulfidicas sdo Limitadas pela presenga de apenas 2 a 3 grupos de

cisteina por mole de proteina (Wolf, 1978).



A glicinina (11S) que € o maior constituinte das proteinas da soja, apresenta estrutura
hexamérica (ABs) com peso molecular aproximado de 360 kDa na sua forma nativa. Sua estrutura
quaternaria € estabilizada por interagdes eletrostaticas, hidrofobicas e por ponte dissulfidica entre
os seus polipeptidios A (4cido) e B (basico), formando a subunidade AB (Wolf, 1970; Badley,
1975, Peng et al, 1984). Logo, as propriedades de superficie (formagio de espuma e
emulsificacdo) da glicinina nativa apresentam limitagdes por sua conformagio globular muito
compacta, baixa hidrofobicidade superficial e pequena flexibilidade molecular (Kinsella, 1979;
Wagner & Guéguen, 1995).

A glicinina e a B-conglicinina sdo proteinas oligoméricas muito complexas, onde o estado
de associagdo—dissociagdo e estabilidade térmica sdo altamente dependentes do pH e da forga
i6nica (Badley et al., 1975; Kitamura ez al., 1976; Utsumi et al., 1981; Iawabuchi et al., 1987,
Thanh & Shibasaki, 1991; Petrucelli & Afidn, 1996), tornando-se dificil predizer as mudangas
estruturais e funcionais que podem ocorrer quando os isolados sdo submetidos a diferentes

tratamentos (Petrucelli & Afidn, 1994a).

A desnaturagdo térmica conduz a dissociagdo da proteina em subunidades, ao
desdobramento de sua estrutura e a exposigdo de seus grupos hidrofébicos. A desnaturagido de
suas fragdes depende de diversas condigdes, tais como, pH, for¢a idnica (M), presenca de
grupamentos sulfidrilicos ou dissulfidicos, tempo de aquecimento e taxa de aquecimento e
resfriamento (Petrucelli & Afién, 1995b).

Quando a glicinina € aquecida a 100°C, aproximadamente 50% é convertido rapidamente
num agregado soluvel e com a manuten¢do do aquecimento, este agregado solivel aumenta de
tamanho e se precipita. O precipitado é formado pelo polipeptidio basico (poliB), enquanto que o
polipeptidio acido (poliA) permanece soluvel (Mori ez al., 1982; German ez al., 1982).



lawabuchi et al.(1991) relataram que o aquecimento promove a dissocia¢io da fragio 7S
em subunidades, assim permanecendo a menos que sejam adicionados sais ao sistema. Este
comportamento também foi observado para a fragdo 118, onde o tratamento térmico conduzido
na presenga da fragdo 7S, imbiu a formagdo de agregados do polipeptidio B-11S, como
conseqiiéncia da associagdo preferencial entre a subunidade B-7S e o polipeptidio B-11S (German
etal., 1982).

Segundo Petrucelli & Afion (1994a), tratamentos térmicos intensos (98°C/30°) e alta
concentragdo de proteina (10%) em pH 7 ou 9 resultaram em agrega¢io e perda da solubilidade.
Segundo as autoras, nestes isolados as globulinas 7S e 11S foram completamente desnaturadas,
formando agregados da subunidade AB-11S ligados por pontes dissulfidicas e formagido de
agregados entre 3-7S e B-11S. Todavia, tratamentos térmicos menos intensos (80°C/6’) em pH 7
e 4% de concentragdo protéica, resultaram em aumento da solubilidade e da hidrofobicidade
superficial, o que foi atribuido a desnaturag@o total da 7S e parcial da fragdol1S.

O aumento de pH de 9 para 10 ou a presenga do agente redutor Na,SO; também
favoreceram a agregacdo entre a subunidade B da fragdo 7S e o polipeptidio B da glicinina. A
interagdo entre a subunidade B-7S e o poli B-11S requer um aumento de sulfidrilas livres, que
pode ser obtido através da adigdo de agentes redutores durante o tratamento térmico ou por
aumento de pH. Inicialmente, este agregado € estabilizado por interagdes hidrofébicas e

posteriormente por pontes dissulfeto (Petrucceli & Afion, 1995b).

O estado de associagio-dissocia¢do das fragdes protéicas da soja é fortemente influenciado
pela forca i6nica e por variagdes de pH. Em pH 7,6 e forga i6nica 0,5, a estrutura das fragdes 7S e
11S sio muito compactas apresentando-se nas formas trimérica e hexamérica, respectivamente
(Badley et al.,1975). A subunidade B-7S em valores de forga inica acima de 0,5 possui a forma
trimérica da fragdo 7S, enquanto que, abaixo de 0,2 ela exibe a forma hexamérica (9S e 10S).

Entretanto, entre a faixa de 0,2-0,5, ambas as formas coexistem em equilibrio numa ampla faxa de



pH (4,8-11,0). Com valor de for¢a i6nica extremamente baixo (n = 0,001) e pH 4acido, a
subunidade o dissocia-se do trimero, configurando-se nas formas 2S e 5S (Than & Shibasaki,
1979). Do mesmo modo, com forga i6nica acima de 0,5, a glcinina apresenta a forma hexamérica
[11S (AB)s], que € convertida na forma dodecamérica quando a forga i6nica € abaixo de 0,1

(Kinsella, 1979).

2. 3. Propriedades funcionais dos isolados protéicos de soja

As principais utilizagdes da proteina da soja sio em produtos de panificagdo, formulas
infantis, formulagdes para nutricdo clinica, suplementos protéicos, produtos a base de peixe e
como substituto em alimentos lacteos e carneos (Geise, 1994; Lusas & Riaz, 1995). A presenca de
fatores antinutricionais pode afetar a qualidade nutricional de produtos a base de proteina de soja.
Alguns destes fatores sdo parcial ou totalmente inativados pelo calor durante o processamento.
Dentro deste grupo estdo os inibidores de tripsina, as hemaglutininas e os fatores antivitaminicos.
Outros ndo sio destruidos pelo calor como as saponinas, fitatos e fatores de flatuléncia, que
também podem comprometer a qualidade nutricional da proteina de soja (Liener, 1981; Lusas &
Riaz, 1995).

A maior parte da proteina de soja utilizada na industria alimenticia esta na forma de
isolados. Estes tém sido amplamente utilizados na formulagdo de produtos, devido a certas
propriedades funcionais caracteristicas, que incluem a solubilidade, geleificagdo e coagulagéo,
poder de espuma, capacidade de retengdo de agua e leo e propriedades de superficie, além, de
enriquecer nutricionalmente alimentos e bebidas (Kinsella, 1976; Voutsinas ez al., 1983; Achouri
etal, 1998; Liu et al., 2000).

Tratamentos térmicos drasticos (98°C/5’° e 98°C/30’) empregados nos IPSs em pH 7,0 ¢
9.0 resultaram em desnaturagdo protéica e polimerizagdo, o que resultou na diminuicdo da
capacidade de retengdo de agua (CRA) e na baixa solubilidade (Petrucelli & Afion, 1994a).
Porém, estas mesmas autoras relataram que as propriedades emulsificantes dos isolados

melhoraram quando sofreram tratamentos térmicos menos drasticos (80°C/6’ e 92°C/12’), tanto
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em pH 7,0 como em pH 9,0. Segundo Petrucelli & Afion (1994b), isolados nio dialisados
apresentaram melhores propriedades espumantes que os isolados dialisados. A dialise é feita
contra um gradiente de agua, € provavel que o estado de associagdo e dissociagdo das fragdes 7S
e 11S tenha mudado em fungdo da diminui¢do da concentragdo de sais; além disso, alguns

componentes de baixo peso molecular também podem ter sido retirados.

As caracteristicas de composigdo e estrutura das fragdes protéicas soluveis e insoluveis dos
IPSs apresentam uma marcante influéncia sobre as suas propriedades funcionais. Enquanto que, a
capacidade de absor¢do de agua (CAA) depende das fragdes insoliveis do IPS, outras
propriedades como a geleificagio e a capacidade de formagdo de espuma dependem
principalmente das fragdes soluveis. O aumento de temperatura conduz ao decréscimo das fragdes
solaveis (poliA-11S e subunidades da 7S), que sdo essenciais no processo de agregagdo. Quando
o processo de agregagdo é avangado, conduz a perda da capacidade de geleificagdo uma vez que
esta propriedade depende da possibilidade de novas interagdes proteina-proteina da fragdo solivel.
O enriquecimento da fragdo solavel do IPS com proteinas de baixo peso molecular e de grande
flexibilidade (poliA-118 /proteinas do soro de leite), levaram a um grande aumento da capacidade
de formagio e estabilizagio de espumas (Sorgentmni et alii, 1996).

Propriedades de superficie e funcionalidade da fragdo 11S podem ser melhorados por
modificagdes apropriadas e controladas da estrutura através de redugdo, succmnilagio ou acetilagdo
(Kim & Kinsella, 1987a,b; Guéguen et al., 1990). Em seu estudo, Wagner & Guéguen (1995)
demonstraram o efeito da dissociagdo, deamidagdo e reducgdo sobre a estrutura e as propriedades
de superficie da glicinina. Os autores relataram que a glicinina dissociada exibe melhores
propriedades de superficie por aumento da densidade de cargas através da deamidagdo em meio
acido aquecido e/ou por reducdo das pontes dissulfidicas entre os polipeptidios A e B, durante o
tratamento térmico na presenga de agentes redutores. Estas modificagdes estruturais das proteinas
conduziram a melhores parametros cinéticos de adsor¢ao na interface, resultantes do decréscimo

do tamanho molecular, aumento da hidrofobicidade superficial e da densidade de cargas.



Em seu estudo sobre a capacidade de formagdo e estabilidade de espuma da fragdo
glicinina, Wagner & Guéguen (1999a), observaram que a dissociagdo, a deamidagdo e a redugio
produziram mudangas conformacionais na fragio 11S, aumentando a adsorgio e a fixagdo da
proteina na interface ar-agua e, conseqientemente, melhorando as propriedades de formagio e
estabilizacdo da espuma. No estudo complementar sobre as propriedades emulsificantes da
glicmina, Wagner & Guéguen (1999b), relataram que deamidagdo moderada proporcionou uma
pequena melhora das propriedades emulsificantes em reduzida (u< 0,2) e em elevada forga i6nica
(w> 0,5). Quando a redugdo das pontes dissulfidicas foi incluida, a glicinina exibiu baixa
estabilidade frente ao cremeamento e floculagdo (u> 0.5). Entretanto, nestas mesmas condigdes, a
fragdo 11S produziu emulsdo com alta estabilidade a coalescéncia. Segundo os autores, os
processos de cremeamento, floculagdo e coalescéncia sdo controlados por diferentes mecanismos,

talvez por repulsdo eletrostatica inicialmente e posteriormente, por interagdes hidrofobicas.

As propriedades de formagéo de gel das proteinas contribuem para a textura de produtos
carneos, melhorando sua mastigabilidade. Devido a esta capacidade, a industria de produtos a base
de came, vem utilizando intensivamente proteinas vegetais em suas formulagdes. A maioria das
proteinas globulares forma gel através de aquecimento e posterior resfriamento. A geleificagdo
consiste no fendmeno em que ocorre a fonnﬁgio de uma estrutura tridimensional ou de uma
matriz que se mantém unida, apresentando resisténcia mecanica, visco-elasticidade e capacidade

de reter a 4gua com um minimo de sinerese (Kinsella & Whitehead, 1989).

Durante o aquecimento das proteinas globulares para a formagido de gel, ocorrem as
seguintes transformagdes moleculares: (1) desnaturagdo ou desdobramento da proteina nativa; (i1)
agregacdo das moléculas desdobradas; (i) formagio dos filamentos destes agregados e (vi)
associa¢do destes filamentos para formar uma rede tridimensional organizada (Aguilera, 1995). As
condigdes do meio durante a geleificagdo variam em fungdo do pH, contedo de sais, temperatura,
interacio de componentes e estas, conseqiientemente, afetam as propriedades do gel formado
(Catsimpolas & Meyer, 1970; Utsumi & Kinsella, 1985; Puppo et al., 1995; Renkema ez al., 2000;
Lakemond et al., 2000).



De acordo com o estudo sobre a geleificagdo de IPS em pHs acidos elaborado por Puppo
et al. (1995), os resultados indicaram que géis obtidos em pHs acidos tornaram-se mais compactos
quando o pH se aproximou do pl. Estes géis apresentaram-se distintamente daqueles obtidos em
pH 8,0, conforme evidenciado por diferengas encontradas no perfil eletroforético das proteinas
soluvels do gel em agua destilada. As autoras afirmaram que algumas proteinas estdo mais

envolvidas na manutengio da estrutura do gel

Para compreender qual a participagdo dos polipeptidios/subunidades na formagio da rede,
Renkema et al. (2000) observaram que a pH 7,6, o gel formado por IPS € caracterizado por
mumeros filamentos de contas e apresenta-se translacido, enquanto que, os géis obtidos a pH 3,8
apresentaram um aspecto granular aleatorio, esbranquigado e de alta dureza. Segundo os autores,
a fragdo 11S, em pH 7,6, apresenta alta solubilidade apds o aquecimento a baixa concentragdo
protéica. Entretanto, a pH 3,8 todas as proteinas se precipitam sob aquecimento. Além disto, o
mecanismo de formagao de gel a pH 3,8 é influenciado pela quebra das pontes SS entre o poli A e
poli B da glicinina sob aquecimento. A importancia da fragdo 7S durante a geleificagdo parece ser
menor a pH 7,6, pois nio foi observada a formagdo de gel durante a desnaturagio por
aquecimento, entretanto, a sua presenca no IPS evitou a precipitagdo do polipeptidio basico da
glicinina apés o aquecimento. Em pH 3,8 o desempenho da fragdo 7S € mais pronunciado visto

que a formagdo de gel foi observada imediatamente apos o aquecimento.

Além das diversas modificagdes que ocorrem na estrutura protéica dos IPSs quando em
solugdo, ha de se considerar também que transformagdes ocorrem durante a estocagem de IPSs
desidratados. Recentemente, alguns autores vém relatando a influéncia da oxidagdo sobre as
propriedades funcionais das proteinas (Boatright & Hettiarachchy, 1995 a, b, ¢; Liang, 1999,
Martins, 2002).

A oxidagdo lipidica conduz ao desenvolvimento de off-flavour, gerando certos produtos de
oxidagdo. Estes produtos da oxidagdo lipidica podem posteriormente reagir com outros
constituintes dos alimentos, como por exemplo, as proteinas. De acordo com Boatright &

Hettiarachchy (1995 a, b), os lipidios associados com as proteinas do isolado de soja contribuiram
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para o decréscimo da solubilidade e para a oxidacdo protéica. A adigdo de antioxidantes ao IPS
durante o processamento resultou num expressivo aumento da solubilidade. Liang (1999)
estudando um sistema modelo contendo IPS e 6leo de soja, observou o eferto da oxidagdo lipidica
sobre a hidrofobicidade das proteinas soliveis. A hidrofobicidade juntamente com a solubilidade
decresceram durante o periodo de estocagem (auséncia de luz, 60°C/5h). A adigdo de antioxidante
(BHT) ao sistema inibiu a diminui¢io de solubilidade, de hidrofobicidade e de conteudo de
grupamentos aminos livres do IPS.

Por outro lado, alguns autores relataram que as modificagdes oxidativas podem ser
consideradas como uma nova possibilidade de melhoramento da funcionalidade das proteinas nao
musculares no processamento de carnes (Liu er al., 2000; Liu & Xiong, 2000). As reagdes de
oxidagio melhoram as interagdes entre as proteinas musculares e nio-musculares e, 1sto € de
grande interesse, visto que as interagdes proteina-proteina sdo necessarias para produzir efeitos de
textura desejaveis, além de outros atributos de palatabilidade decorrentes do processamento de

carnes.

A oxidacgdo aumentou a elasticidade do gel obtido a partir de IPS, porém nio influenciou o
gel formado pelas proteinas do soro de leite (WPI). Similarmente, a oxidagdo promoveu
interagdes entre as proteinas miofibrilares e as proteinas do IPS, mas nio ocorrendo com o WPI,
estas interagdes resultaram num aumento (>30%) da elasticidade do gel composto por

IPS/miofibrilas quando comparado com o controle nfo-oxidado (Liu et al., 2000).

2. 4. Modificagio Enzimitica das Proteinas e Propriedades Funcionais de

Hidrolisados Protéicos

De acordo com Kilara (1995), a modificagdo de uma proteina alimentar pode ser obtida
quimica ou enzimaticamente. A modificagdo enzimatica apresenta maiores beneficios e vantagens
sobre a quimica, pois inclui a especificidade da enzima em relagdo ao substrato, havendo pouca

probabilidade de ocorrer reagdes indesejaveis, que resultem na formagdo de produtos toxicos,
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além de se processar sob condigdes mais amenas. Além disto, a enzima apresenta efetividade a
baixas concentragdes e a hidrolise enzimatica ndo diminui o valor nutricional das proteinas
(Phillips & Beuchat, 1981).

Para obtencido de hidrolisados enzimaticos protéicos, a a-quimotripsina pode ser utilizada
para preparar polipeptidios especificos, como os hidrolisados livres de fenilalanina recomendados
para a dietoterapia de portadores de fenilcetonuria. A a-quimotripsina cliva preferencialmente as
ligagdes peptidicas no lado carboxilico dos aminoacidos aromaticos, embora também possa clivar
posteriormente, outros aminoacidos como leucina, metionina, glutamina e asparagma (Canfield &
Anfinsen, 1963; Needleman, 1970; Kimball, Hsieh & Rha, 1981).

Além da obtengdo de hidrolisados para fins especificos, a modificagdo enzimatica de
proteinas tem sido muito utilizada para melhorar ou alterar propriedades funcionais como
solubilidade, textura, emulsificagio ou melhorar o valor nutricional protéico (Lahl & Braun,
1994). Infelizmente, a hidrélise enzimatica € acompanhada do aparecimento de gosto amargo, o
que pode ser minimizado se o grau de hidrélise (GH) for pequeno, isto €, entre 3 a 5 % (Adler-
Nissen, 1986). Este gosto amargo deve-se aos peptideos de baixo peso molecular compostos por
aminoacidos cujas cadeias laterais sdo hidrofdbicas, dificultando a utilizagdo do hidrolisado na

formulagdo de produtos.

O grau de hidrélise (GH) € a medida da extensdo da degradagdo hidrolitica de proteinas,
isto é, refere-se a porcentagem de ligagdes peptidicas clivadas. E considerado o meio mais pratico
e conveniente para controlar o processo de hidrolise (Adler-Nissen, 1986). O GH € também o
melhor indicador para comparar diferentes amostras de hidrolisados protéicos, visto que € o
principal determinante das propriedades dos hidrolisados. (Adler-Nissen, 1986; Mahmoud ez al.,
1992). Existem varios métodos para medir o GH variando na sua complexidade, precisio e
exatiddo, sendo um deles efetuado pela manutengdo do pH (pH-szar) (Mahmoud, 1994).

12



Segundo Panyam & Kilara (1996), a hidrolise enzimatica da proteina resulta em: (i)
diminui¢do do peso molecular; (ii) aumento do namero de grupos ionizaveis e (iii) exposigio de
grupos hidrofobicos que estavam escondidos. A mudanga das propriedades funcionais de uma
proteina € resultado da combinagdo destes efeitos. O tipo de enzima escolhida e sua especificidade
pelo substrato, juntamente com as condigdes do meio e grau de hidrolise leva a formagio de uma
grande variedade de peptideos, que apresentam tanto baixo peso molecular, como peptideos de

alto peso molecular e ainda, cadeias que ndo sofreram hidrolise.

A presenga de produtos de hidrolise diferenciados permite avaliar os mecanismos de reagdo
de hidrolise para uma dada enzima. O modelo de Linderstrom-Lang (Adler-Nissen, 1986)
considera um equilibrio entre as formas nativa e desnaturada e descreve dois diferentes
mecanismos: zipper e one-by-one, que sao definidos pela taxa de produgio tanto de intermediarios
como de produtos finais de hidrolise. O primeiro modelo (zipper) propde que as moléculas de
proteina sdo rapidamente hidrolisadas para polipeptidios, em fungdo da desestabilizagio da
estrutura protéica que expde as ligagdes peptidicas e que resultam em varios produtos
intermedidrios. O segundo mecanismo (one-by-one) propde que, inicialmente poucas moléculas
sio hidrolisadas uma a uma e o produto final da hidrélise consiste de proteinas intactas e de
peptideos de baixo peso molecular, ndo havendo detecgdo de produtos intermediarios. Na maioria

das proteinas existe um comportamento intermediario destes dois mecanismos de reagdo.

No estudo de Ortiz & Afion (2000), que relaciona conformagdes estruturais € mecanismos
de hidrélise com propriedades funcionais, foi observado que hidrolisados produzidos por agdo da
enzima promiferina apresentaram um grande namero de pequenos peptideos juntamente com uma
pequena propor¢do de estrutura nativa. Por isto, 0 mecanismo zipper foi atribuido para esta
reagdo de hidrolise. Segundo as autoras, as moléculas remanescentes de estrutura nativa migram e
se adsorvem na interface, entretanto, elas apresentam reduzida habilidade de mteragio,
considerando que os peptideos pequenos migram para a interface na mesma taxa em que sdo
produzidos. Estas observagbes sio reflexos da sua capacidade de formagido de espuma, em

detrimento de sua baixa estabilidade. No mesmo estudo, as autoras observaram uma combinagao

13



dos mecanismos one-by-one e zipper para os hidrolisados produzidos com papaina e bromelina,

conferindo habilidade para formar e estabilizar espumas.

Diversos trabalhos citados na literatura (Hamada & Marshall, 1989; Bernardi et al.,, 1991;
Siile et al., 1997, Babiker, 2000, Ortiz & Afion, 2000) nio considera a importincia do histérico
térmico das proteinas, seu grau de desnaturagdo e muitos controlam o processo de hidrolise pelo
tempo de reagdo, e ndo pelo grau de hidrélise sem se preocupar com certos pardmetros, como a
manutengdo do pH durante a protedlise. As condigdes de hidrolise e a espeficidade da enzima
utilizada determinam a hidrofobicidade superficial dos polipeptideos, que pode ser mudada tanto
por tratamento térmico prévio como por hidrélise e dificilmente se separam os dois efeitos. As
mudangas na hidrofobicidade superficial como resultado da protedlise, influenciam as propriedades
funcionais, especialmente as propriedades interfaciais dos hidrolisados. (Mutilangi ez al., 1995).

As propriedades funcionais de um hidrolisado sdo muito diferentes da proteina nativa
sendo, entdo, governados pelo peso molecular e hidrofobicidade dos polipeptidios resultantes
(Adler-Nissen, 1986). Dentre as propriedades funcionais dos IPSs que podem ser melhoradas
desde que a hidrolise enzimatica seja pequena e controlada, incluem a solubilidade, a capacidade
de hidratagdo, o poder de emulsificagdo e a capacidade de formagido de espuma. Entretanto, a
protedlise causa uma redugdio da capacidade de geleificagdo, da estabilidade da espuma e da
emulsdo (Kim et alii, 1990; Hettiarachchy & Kalapathy, 1997, Achoun et al., 1998; Babiker,
2000; Ortiz & Afion, 2000).

Investigando a solubilidade da proteina de soja tratada termicamente e hidrolisada por
alcalase, Hamada & Marshall (1989) relataram que a solubilidade do hidrolisado com 2% de GH
foi ligeiramente maior que a do hidrolisado a 4%, na faixa de pH estudada (2 - 9). A baixa
solubilidade do hidrolisado com 4% de GH foi atribuida as mudangas na conformagio protéica

devido ao tratamento térmico sofrido anterior & hidrolise.



Interagbes agua-proteina sdo importantes na aplicagdo de proteinas em sistemas
alimenticios, porque afetam diretamente as caracteristicas de solubilidade, considerada essencial
nas propriedades fisico-quimicas como a dispersibilidade e viscosidade e que acabam por governar
outras propriedades, tais como, propriedades de superficie e de geleificagio (Kinsella &
Whitehead, 1989; Kinsella, Whitehead & Phillips, 1994). Além da influéncia na solubilidade, as
mnteragdes agua-proteina sdo também importantes para determinar a natureza e a quantidade de
agua que esta ligada pela proteina. Esta propriedade comumente se refere a4 capacidade de
retengdo da agua (CRA), que influencia as propriedades reoldgicas do sistema.

Bernardi ef al. (1991) demonstraram que concentrados de soja hidrolisados por protease
fungica e bacteriana apresentaram um grande aumento na solubilidade com o aumento do grau de
hidrolise, entretanto, a CRA reduziu com o avango da protedlise. Segundo os autores, a agdo
hidrolitica das proteases causou ruptura das cadeias polipeptidicas, que s3o responsaveis pela
hidratagdo e retengdo da agua ocorrendo, portanto, a redugdo da CRA. Entretanto, Were ef al.
(1997) também relataram aumento na solubilidade, bem como, aumento da CRA de um isolado de
soja hidrolisado com papaina quando comparado com a proteina no seu estado nativo € com uma
amostra tratada com alcali De acordo com os autores, a agdo hidrolitica da papaina causou
ruptura da estrutura quaternaria da proteina, o que fez aumentar tanto a sua solubilidade como a
sua capacidade de retengdo de agua. Este comportamento € importante em sistemas carneos, onde

a CRA afeta diretamente a suculéncia e a maciez do produto.

Devido a sua natureza anfifilica, algumas proteinas sio capazes de se orientar na interface
oleo-agua, atuando como bons agentes emulsificantes. A redugio da tensdo superficial, que €
essencial para a emulsificagdo, é governada por trés processos consecutivos: (1) difusdo das
moléculas de proteina e adsor¢do na interface; (i) espalhamento das moléculas adsorvidas ao
redor da goticula de 6leo e (i11) rearranjo molecular das moléculas adsorvidas na interface (Halling,
1981). A estabilidade da emulsdo descreve a habilidade da proteina em formar a emulsio e manté-
la inalterada durante um certo periodo de tempo a uma dada temperatura e campo gravitacional.

Trés diferentes processos podem estar, concomitantemente, envolvidos na ruptura da emuls3o:
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formacdo de creme, floculagio e coalescéncia segundo relatado por Dagorn-Scaviner et al

(1987).

Com a hidrolise enzimatica dos isolados protéicos de soja, a capacidade de emulsificagdo
aumenta, entretanto, a estabilidade da emulsdo dmminui segundo relatado por diversos
pesquisadores (Hamada & Marshall, 1989; Bernardi et al,, 1991; Sile er al, 1997). Este
comportamento havia sido previamente relatado por Puski (1975) e estaria relacionado com as
interagdes proteina-proteina e superficie desnaturada na interface 6leo/agua. Porém, de acordo
com Were et al. (1997) a capacidade emulsionante de um hidrolisado protéico de soja obtido
através da utilizagdo de papaina, ndo diferiu da proteina no seu estado nativo, assim como, a
estabilidade de sua emulsdo. Os autores propdem que outras propriedades moleculares como, por
exemplo, a solubilidade, a flexibilidade e o tamanho da cadeia polipeptidica também influenciam a
formacio da emulsdo e que esta, ndo esta somente relacionada com a hidrofobicidade superficial

dos peptideos resultantes.

Entretanto, estudando o efeito combinado da hidrélise enzimatica e da succimnilagdo sobre
as propriedades funcionais de IPSs, Achouri et al. (1998) demonstraram que a hidrolise
enzimatica do IPS diminuiu a capacidade de emulsificagdo especialmente a elevadas porcentagens
de GH (8 e 10%), embora a solubilidade tivesse aumentado. Elevados niveis de succinilagio dos
HIPSs conduziram ao aumento (>30%) da capacidade emulsionante, o que foi atribuido ao
aumento da solubilidade, a diminuigdo do peso molecular e a melhora da flexibilidade do HIPS
succinilado, facilitando a difusdo da proteina na interface 6leo/agua.

A utilizagio das proteinas como ingrediente funcional é também devida as suas
propriedades térmicas como capacidade de espessamento, coagulacdo e geleificagio. A habilidade
da proteina em formar gel e fornecer uma matriz estrutural capaz de reter agua, agucares € outros
ingredientes, além de contribuir para a textura de carnes processadas justifica o seu grande
emprego em formulagdes de produtos alimenticios (Kinsella, 1976, Voutsinas ef al., 1983).
Entretanto, a utilizagdo das proteinas da soja como ingrediente funcional em produtos carneos

apresenta limitagdes. Os embutidos de carnes sdo submetidos a um tratamento térmico onde a
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temperatura final interna raramente excede os 80°C e nesta temperatura, as proteinas musculares
soliveis (miosina) estdo completamente desnaturadas permitindo a exposigdo de seus grupos
reativos para interagirem com as proteinas nio musculares. Porém, as proteinas do soro de leite e
da soja geralmente necessitam de temperaturas maiores para se desdobrarem como as proteinas
musculares (German ef al., 1982; Imafidon et al., 1991). Assim, esta dificuldade de interagdo entre
as proteinas musculares e ndo musculares € devida a falta de mudangas estruturais sob condigdes

normais do processamento de produtos carneos (McCord er al., 1998).

Aplicagdo de alta pressdo, pré-aquecimento e hidrolise limitada sdo alguns dos meios
utilizados para melhorar a funcionalidade das proteinas ndo musculares em produtos carneos.
Todavia, elas causam desestabilizagdo das proteinas e, recentemente, varios autores tém relatado a
utilizagio de modificagdes oxidativas para melhorar o seu desempenho funcional (Liang, 1999,
Liu & Xiong, 2000; Liu et al., 2000), como por exemplo, a conversio de grupamentos

sulfidrilicos livres em pontes dissulfeto.

A hidrélise é considerada prejudicial para as propriedades geleificantes em fungdo da
reduzida hidrofobicidade do hidrolisado (Mahmoud, 1994). O aumento da carga efetiva das
proteinas resulta num aumento da repulsdo entre os peptideos, diminuindo-se, assim, a habilidade
de formar gel A perda da capacidade de geleificagdo do isolado protéico de soja € utilizada como
uma vantagem na fabricagdo de seu hidrolisado, o qual pode ser aquecido sem mudanga nas suas

propriedades de escoamento.

No estudo realizado por Babiker (2000), as propriedades geleificantes do IPS e de
hidrolisados (HIPSs) obtidos com quimotripsina foram examinadas em diferentes concentra¢des
de proteina, pH, temperatura e intervalos de tempo. As melhores condi¢des para a formagdo de
gel foram 10% de concentragio protéica, pH 6,50 e aquecimento por 80°C/30°. Tanto o IPS
como o HIPS apresentaram géis extremamente frageis, o que foi atribuido a influéncia da
desnaturagio protéica e do nimero de grupos aminos livres no caso do IPS (Kitabake et al., 1989)
e a influéncia das forgas repulsivas, que impedem as interagdes proteina-proteina no caso do HIPS

(Haller ez al., 1980).
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A microestrutura de géis obtidos de IPS pode ser caracterizada por diferentes técnicas
microscopicas, de diversas magnitudes. Para a analise das imagens obtidas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Langton e al. (1996) desenvolveram um painel de pardmetros

microestruturais para descrever o tipo de agregacdo encontrado.

Parametros estruturais utilizados para a classificacdo da microestrutura de
géis obtidos a partir de soro de leite.

ATRIBUTOS DESCRICAO
Porosidade Quantidade de poros
Cachos Particulas globulares agrupadas formando estruturas semelhantes a

cachos de uva.

Conglomerados Particulas dispostas sob forma irregular, ndo linear e ndo homogeénea.

Cordio de contas Particulas disposta sob forma regular e linear, formando estruturas
semelhantes a um cordao de contas.

Projecdes aciculares Pequenas projegdes aciculares presas a superficie das particulas.

Fonte: Langton et al. (1996).

Além das propriedades funcionais dos IPSs tradicionalmente conhecidas, como a
solubilidade, a capacidade de retengdo de agua e a emulsificagdo, trabalhos recentes tém
demonstrado a atividade antioxidante de hidrolisados enzimaticos obtidos a partir de IPSs. Em seu
estudo, sobre o efeito da obtengdo de hidrolisados em sistemas continuos de membrana sobre as
propriedades funcionais dos hidrolisados de soja, Chiang et al. (1999) detectaram que a atividade
antioxidante do IPS foi marcadamente aumentada pela hidrolise enzimatica. Os hidrolisados
obtidos no sistema de ultrafiltragio com membranas de cur-off de 30 kDa, apresentaram atividade
antioxidante muito maior que aquelas obtidas por membranas de 3 kDa. De acordo com Chen e?
al. (1995), peptideos antioxidantes de hidrolisados da fragdo 7S sdo compostos por residuos de 5-
16 aminoacidos com pesos moleculares compreendidos entre 500-2000 Da, sugerindo que
hidrolisados com atividade antioxidante podem aumentar a estabilidade de lipides e de produtos

que os contém.
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3. MATERIAIS E METODOS

3. 1. Material

O isolado protéico de soja (IPS) fo1 obtido a partr da farinha desengordurada de soja
{Prosan R), fornecida pela Ceval Alimentos S/A e a enzima utilizada para hidrélise foi a a-
quimotripsina proveniente de pancreas bovino (EC 3.421.1 - Sigma Chemical, USA). Os isolados
tratados termicamente, bem como, os produtos de hidrélise obtidos estiio apresentados na Figura
1. Os outros reagentes utilizados apresentavam grau analitico (p.a).

FARINHA DESENGORDURADA DE SOJA (FDS)

ISOLADO PROTEICO DE SOJA (IPSn) —» HIPSn/2%GH

Tratamento Térmico
l v l
IPS70 IPS80 IPS90
|, HIPS702%GH |, HIPS80/2%GH |, HIPS90/2%GH
|, HIPS704%GH |, HIPS80/4%GH L HIPSS0/4%GH

Figura 1. Fluxograma de obtengdo do isolado protéico de soja nativo (IPSn), dos isolados
tratados termicamente (IPS70, IPS80, IPS90) e de seus hidrolisados enzimaticos (HIPSs)
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3. 2. Métodos

3. 2. 1. Composicao centesimal da farinha de soja

3. 2. 1. 1. Contendo Protéico

Foi determinado em triplicata pelo método semimicro Kjeldhal segundo a A.O.AC

(1990). Para a conversdo de nitrogénio em proteina, o teor de mitrogénio foi multiplicado pelo
fator 6,25 (Smith & Circle, 1972).

3. 2. 1. 2. Lipideos totais
Os lipideos foram determinados em triplicata, segundo o método de Bligh & Dyer (1959).

3. 2. 1. 3. Umidade

Foi determinada pelo método gravimétrico em estufa a 105 °C, até peso constante,

segundo procedimento da A.O.A.C. (1990). As analises foram determinadas em triplicata.

3. 2. 1. 4. Cinzas

Foram determinadas pelo método de incineragdo em mufla a 550°C, até peso constante
(A.0.A.C,, 1990). As determinagdes foram realizadas em triplicata.

3. 2. 2. Obtencio do isolado protéico de soja

O isolado protéico de soja foi obtido de acordo com Souza (2000), sendo apresentado no

fluxograma da Figura 2.
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FARINHA DE SOJA DESENGORDURADA

Solugdo Aquosa (1:10 p/v), pH 8,0 4 25°C,
sob agitagdo por 2h.
CENTRIFUGACAO
10.000 g por 30°/4°C
RESIDUO SOBRENADANTE (ajuste pH = 4,5)
CENTRIFUGACAO
5.000g por 15" /4 °C
COALHO PROTEICO SORO
Lavagem e neutrahizagéo
em pH 7.0 ¢/ NaOH
ISOLADO PROTEICO DE SOJA

Didlise por 48 h / 8 °C
e liofilizagdo

ISOLADO PROTEICO DE SOJA DIALISADO E LIOFILIZADO

Figura 2. Fluxograma de produgdo do isolado protéico de soja
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3. 2. 3. Tratamentos térmicos do isolado protéico de soja

O tratamento térmico foi realizado com o isolado protéico de soja nativo (IPSn) disperso
em agua a uma concentragdo de 8% (p/p) e acondicionado em frascos que foram vedados e
colocados em banho-maria sob agitagdo. Para a obtengdo dos IPSs parcial e totalmente
desnaturados foram empregados os seguintes tratamentos térmicos: 70, 80 e 90°C por 30 minutos.
Apés o tratamento térmico as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente em banho de
gelo, imediatamente congeladas e posteriormente liofilizadas. Foram obtidas diversas bateladas de
cada um dos IPSs que ao final foram misturados e triturados em almofariz, resultando em: isolado
protéico de soja tratado a 70°C/30" (IPS70), 1solado protéico de soja tratado a 80°C/30" (IPS80) e
isolado protéico de soja tratado a 90°C/30" (IPS90).

3. 2. 4 Caracterizac¢ao dos isolados protéicos de soja

3. 2. 4. 1. Composi¢ao centesimal
A composigdo centesimal dos isolados protéicos (nativo e desnaturados) fo1 determinada

conforme descrito no item 3.2.1. para a farinha desengordura de soja.

3.2.4. 2. Fitato

Os teores foram determinados segundo o método de Latta & Eskin (1980) que se baseia
na propriedade do fitato quelar minerais. Primeiramente, o fitato foi extraido em solugdo de HCl
0,65N e centrifugado (15000g/15”). A solugdo foi filtrada em papel filtro Whatman n ° 3 e
aliquotas do sobrenadante foram diluidas e passadas através de coluna de troca iénica, AG1-X4 da
BIO RAD, para a separagio do fitato. Aliquotas do eluato foram retiradas, o reagente de Wade fo1
adicionado e realizou-se a leitura da absorbancia a 500nm. Para se determinagido da concentragio
de fitato nas amostras, foi feita uma curva padrdo com fitato de sodio da SIGMA (n° P3168), na
concentragdo de 10 a 60 pg/ml, observando-se as mesmas condi¢des de analise. Foram realizadas

duas extragdes e as analises feitas em triplicata.
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3. 2. 4. 3. Atividade de inibidor de tripsina

Foi determinado pelo método de Kakade ef al. (1974), utilizando-se BAPNA (benzoil-DL-
arginina-p-nitro-anilida) como substrato para a enzima tripsina de pancreas suino (T 7409 E.C.
3.4.21.4 - SIGMA). Uma unidade de tripsina fo1 definida, como o aumento de 0,01 unidades de
absorbancia a 410nm em 10 ml da mistura de reacdo, sob as condigdes usadas para a analise. A
atividade do inibidor de tripsina foi expressa em termos de unidades de tripsina inibida por
miligrama de proteina (UTI/mg prot) e foram realizadas duas extrages de cada amostra e cada
extracdo foi analisada em triplicata.

3. 2. 4. 4. Anilise térmica por calorimetria diferencial de varredura (CDV)

Os IPSs foram suspensos em agua destilada (20%) e colocados em capsulas de aluminio
hermeticamente seladas contendo aproximadamente 10mg da amostra. As amostras foram
aquecidas de 20 a 120°C na velocidade de 10° C/minuto, sendo uma capsula vazia utilizada como
referéncia. A entalpia (AH) e a temperatura de desnaturagdo (Td) foram calculadas integrando-se
a area sob o pico, através do programa computacional do equipamento Universal V2.3C TA
Instruments. Apés a realizagdo das anilises, as capsulas foram perfuradas e mantidas em estufa a
105°C até peso constante para a determinagdo da proteina em base seca. O grau de desnaturacdo
foi avaliado pela relagio entre a entalpia de desnaturagio do IPS nativo e tratamentos térmicos

anteriormente citados.

3. 2. 4. 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas totais e
soliiveis em agua destilada

A determinagio do perfil eletroforético das proteinas totais foi realizada de acordo com
Laemmli (1970), utilizando gel de poliacrilamida com gradiente entre 8-25% (PhastGel,
Amersham Pharmacia Biotech, céd. 17054201) e realizada no equipamento Phast System. As
amostras foram dispersas (0,4% de proteina) em 1 ml de tampdo contendo 0,5 M Tris-HCI (pH
6,8), 10% SDS, 10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol e 0,1% azul de bromofenol, aquecidas a 95°C
por 5 minutos e apos resfriadas, aliquotas de 4 pl de cada amostra foram aplicadas no gel. Apos a
corrida, os géis foram mantidos por 2:30 horas em solugdo aquosa a 0,2% (p/v) de azul coomasie

R-250 e descorados em solu¢do aquosa contendo 30% metanol e 10% acido acético.
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Para a eletroforese das proteinas soliveis, utilizou-se o método descrito por Arrese et al.
(1991), com modificagdes: 5 mg de cada IPS foi dissolvido em 5 ml de agua destilada e agitado
por 1 hora a temperatura ambiente e imediatamente centrifugado (12000g /20) a 21°C. O
sobrenadante foi filtrado em papel Whatman n° 1 e diluido em tampao conforme descrito para a

eletroferese das proteinas totais.

Os pesos moleculares da proteina foram determinados utilizando-se o padrao LMW
Calibration Kit (Pharmacia): fosforilase B (94,0 kDa); albumina bovina (67,0 kDa); ovalbumina
(43,0 kDa); anidrase carbonica (30,0 kDa); inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4
kDa).

A densitometria dos géis foi efetuada em densitometro Sharp JX 330, empregando o
software Image Master (Pharmacia), que calculou os pesos moleculares aparentes de cada banda
comparando s proteinas-padrdo. A area da fragdo 7S resultou da soma das areas parciais das suas
subunidades e para a fragio 118, a 4rea total correspondeu a soma das areas dos polipeptidios A e
B. Logo, a composigio relativa das subunidades/polipeptidios foi calculada como a porcentagem
da area das subunidades em relagdo 4 area total da globulina 7S e a porcentagem da éarea dos
polipeptidios em relagdo a area da fracdo 118.

3. 2. 4. 6. Determinacio do contetido de sulfidrila livre

Os teores de sulfidrila livre dos isolados protéicos nativo e tratados termicamente foram
determinados segundo Beveridge (1974), com modificagdes de Hardham (1981).
Aproximadamente 10 mg de amostra de cada isolado, foram dissolvidas em 10 ml de tampédo
TRIS-Glicina (pH 8.00), contendo 8M de uréia. A dispersio foi adicionado 100ul do Reagente de
Ellman, o qual contém 4 mg de acido 2,2’ dinitro-5,5” ditiodibenzoico (DTNB) dissolvido em 1 ml
de tampdo TRIS-Glicina. Apés 30 minutos, as dispersdes foram filtradas em membrana Millipore
0,45um e realizada a leitura da absorbancia a 412nm contra o branco, contendo 10 ml do tampéo
Tris-Glicina (8M de uréia) e 100ul do Reagente de Ellman. Para a determinagdo da quantidade de
sulfidrila livre contida nas amostras, utilizou-se a relagdo:

umoles/g amostra = 735.3 X Abs (412nm)
Peso (mg)
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3. 2. 5. Producio dos hidrolisados enzimaticos

Os hidrolisados foram preparados a partir dos isolados protéicos na sua forma nativa e
desnaturada através da acdo da enzima a-quimotripsina, de acordo com Souza (2000). A
concentragio de substrato utilizada foi de 8% em proteina (peso/volume), sendo a relagdo enzima-
substrato de 1:30 (peso/peso). Quando a reagdo atingiu o grau de hidrolise preestabelecido (2 e
4% de GH), as amostras foram transferidas para frascos, sendo vedados e a temperatura foi
elevada para 75°C por 5 minutos, para inativar a enzima. Os hidrolisados obtidos foram
imediatamente congelados e posteriormente liofilizados. O fluxograma de produgdo dos
hidrolisados é apresentado na Figura 3.

A reagdo de hidrélise foi monitorada utilizando o método pH-stat, realizado em titulador
automatico METTLER TOLEDO GRAFIX 50. O grau de hidrolise € defimdo pela seguinte
equacdo (ADLER-NISSEN, 1986):

IxBx N, x100
axh,xM,

GH (%) =

onde:

B= consumo de base (mL ou 1)
N,= normalidade da base
M,= massa de proteina (N x fator de Kjeldahl) em g ou Kg
o= grau de dissociagdo dos grupos amino (para pH = 8.0 e t = 40°C, o valor € 1.20)
h o= mimero total de ligagdes peptidicas em equivalente por Kg de proteina
(para a proteina da soja o valor aproximado sera 7.8 eqv/Kg (N x 6.25).

O o € expresso como:
10727
=
1+1077° 7%

onde:

pH é o valor em que a hidrélise foi conduzida e
pK ¢ a constante de dissociagdo dos grupos amino.
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ISOLADO PROTEICO DE SOJA

DIALISADO E LIOFILIZADO
Solugdo Aquosa (8% p/v)
Ajuste pH 8,0 e agitagdo 5’

ADICAO DA a-QUIMOTRIPSINA (1:30 p/p)

INCUBACAO
40°C até atingir o GH desejado (2 ¢ 4%)
Manutengdo do pH 8,0 com NaOH 1N

AQUECIMENTO PARA INATIVAR ENZIMA
75°C/ 5

RESFRIAMENTO

25%C

CONGELAMENTO

LIOFILIZACAO

PROTEINA DE SOJA HIDROLISADA
E LIOFILIZADA

Figura 3. Fluxograma para produgdo do hidrolisado protéico de soja.
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3. 2. 6. Caracterizagio dos hidrolisados

3. 2. 6. 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

O perfil do peso molecular dos hidrolisados foi determinado como descrito anteriormente
em 3.2.4.5. utilizando um gradiente de gel de alta densidade (High Density PhastGel, Amersham
Pharmacia Biotech, céd. 57-6781-02).

3. 2. 6. 2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR)

O perfil dos grupos hidrofilicos e hidrofébicos dos isolados e hidrolisados protéicos foi
determinado utilizando-se a técnica de CLAE-FR, de acordo com Oomah et al. (1994), utilizando-
se agua Milli Q-4cido trifluoroacético (TFA) 0,1% como o solvente A e acetonitrila (60:40) -TFA
0,1% como solvente B.

Primeiramente, a amostra foi dissolvida na proporgdo 40:1(v/p em proteina), em tampao
Tris-HCI 35 mM (pH 7,6), na presenga de NaCl 0,4 M e agitada por 30 minutos a temperatura
ambiente. A seguir, as amostras filtradas em membrana Millipore Acrodisc 0,45um e injetados
20pl no cromatégrafo Varian 9012, com detector de UV e coluna C-18. As condi¢des de corrida
obedeceram a um gradiente linear de 45 minutos do solvente A para o solvente B para eluir as
proteinas da coluna. O fluxo foi de 1 ml/min, com detecgdo a 280 nm. Ap0s cada andlise, a coluna
foi retornada as condi¢des iniciais através de um gradiente linear (0 a2 100% solvente A) por 15
minutos para equilibrar a mesma. Foram feitas duas dispersdes de cada amostra que foram

analisadas em triplicata.

3. 2. 7. Propriedades funcionais

3. 2. 7. 1. Solubilidade

A porcentagem da solubilidade protéica foi determinada de acordo com o descrito por
Morr ef al. (1985) com modificagdes. Foram pesados aproximadamente 500 mg de amostra em
um béquer de 50 ml e um pequeno volume da solugdo de NaCl 0,IM gelado foi adicionado,
obtendo-se uma pasta homogénea. Em seguida, foi adicionado NaCl 0,1M até o volume de 40 ml
do béquer e colocado em banho de gelo (1°C), com ajuste de pH a 3; 5 e 7,0 com NaOH ou HCI
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0,IN. As dispersdes foram mantidas sob agitacdo constante durante 1 hora, monitorando-se o pH
estabelecido. A dispersdo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 ml, completando-se o
volume com NaCl 0,1M. Uma aliquota da solugdo foi centrifugada (20000g/30°) a 4 °C. Apos
filtragdo em papel Whatman n°l1, aliquotas foram tomadas para dosar o conteado de proteina
soliivel pelo método micro-Kjeldahl (AOAC, 1990). A porcentagem de solubilidade protéica foi
determinada por:

% SP = Ax 50
[W x $/100] x 100

onde:
A = Concentragdo de proteina no sobrenadante (mg/ml)
W = Peso da amostra (mg)

S = Concentrag¢éo de proteina na amostra (%)

3. 2. 7. 2. Propriedades emulsificantes

O Indice de Atividade Emulsificante (IAE) foi determinado segundo o método
espectrofotométrico de Pearce & Kinsella (1978) e a estabilidade da emulsdo formada foi avaliada
pelo método de Were er al. (1997), com modificagdes. Dispersoes da proteina (0,5% p/v) foram
preparadas com NaCl 0,1M e mantidas sob agitagio durante 10 minutos, monitorando-se o pH em
7,0 pela adigio de NaOH 0,1N. A emulséo foi preparada através da homogeinizagdo da dispersdo
protéica, com o gotejamento de 6leo de soja (3:1) em um agitador mecanico a 2.600 rpm a
temperatura ambiente. Aliquotas de 1,0 ml da emulsdo foram diluidas (1/500) em uma solugdo de
SDS 0,1% e a absorbancia foi determinada a 500nm. O indice de atividade emulsionante fornece a

unidade de area da interface estabilizada por unidade de peso de proteina.

Para a determinacio da estabilidade, uma nova emulséo foi preparada conforme citado
anteriormente e uma aliquota de 1,0 ml da emulsdo foi retirada imediatamente apds a sua
formacio (Ao), sendo diluida (1/100) em uma solugdo de SDS 0,1% e outra aliquota fo retirada
apés 20 minutos (Ay) e também diluida com SDS 0,1% (1/100); as absorbancias foram
determinadas a 500nm. Para o calculo do Indice de Estabilidade da Emulsio (IEE) foi utilizada a

seguinte relagao:
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IEE =(Agx t)
AA

onde:

Ay = Absorbincia em t,
t = tempo transcorrido (20 min)

AA= (Ao -Ax)

3. 2. 7. 3. Propriedades de geleificacao

A preparagio do gel foi realizada segundo Voutsinas ez al. (1983) com modificagdes. No
estudo do Perfil de Textura (TPA-Texture Profile Analysis), foi determinado o parametro de
dureza do gel em texturdmetro TAXT, Stable Micro Systems (SMS).

O gel foi preparado a partir de uma dispersdo protéica em NaCl 0,IM (14% p/p) e
homogeneizado por agitagio continua durante 5 minutos. O pH for ajustado a 7,0 e
posteriormente, as dispersdes foram desaeradas em sistema de bomba & vacuo. Aliquotas de 10
ml da dispersio foram transferidas para tubos vedados de formato cilindrico com 20mm de
diametro, aquecidos a 95° C por 30 minutos e resfriados até atingir a temperatura ambiente em
banho de agua. Apos armazenamento de um dia para outro em geladeira, as amostras foram
cortadas a partir do centro do tubo e com 10 mm de altura, sendo submetidas ao teste no

texturdmetro, adotando-se as seguintes condigdes:

Probe: SM70 Velocidade no gel e pos-teste: 1 mm/s
Calibragdo do Probe: 15 mm Compressdo: 5 mm
Velocidade pré-teste: 3 mm/s Forga Aplicada: 5g
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3. 2. 8. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para a observagio ao MEV, os géis dos IPSs e dos HIPSs foram preparados como
descrito em 3.2.7.4. e a preparacgdo dos stubs seguiu o procedimento descrito por Olsson et al.
(2000). As amostras foram cortadas (2,5 x 2,5 x 5,0mm) e colocadas em fixador glutaraldeido
2,0% e vermelho de ruténio 0,1% em tampdo cacodilato de sédio 0,1IM (pH 7,3) onde
permaneceram por 72 horas. A seguir, as amostras foram lavadas em tampdo cacodilato de so6dio
(0,1M pH 7,3) por 2 vezes, 15 minutos cada. A pos-fixagio foi feita em tetroxido de dsmio
(0s04) 0,1M por 2 horas e as amostras foram novamente lavadas em tampao cacodilato de sédio
0,IM (pH 7,3) por 2 vezes, 15 minutos cada. O processo de desidratagdo foi iniciado em série
etanélica (30, 50, 70, 90, 95, 100%) por 2 vezes de 15 minutos e finalizado em Ponto Critico de
Desidratagio (Critical Point Dehydration-CPD). As amostras secas foram fraturadas e os
fragmentos foram fixados nos stubs com cola de prata coloidal e levados  estufa a 30°C por uma
noite. A metalizagio das amostras foi realizada com ouro em Sputter (180s/40mA) e realizou-se a
observagio ao MEV (JEOL JSM — T330) em 15 kV.

3.2.9. Anailise estatistica

Nos resultados experimentais, as médias foram comparadas com o uso de analise de
varidncia e quando diferentes pelo Método de Tukey (Cockran & Cox, 1957), utilizando-se o
programa computacional Stafistica 5.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4. 1. Caracterizacdo da farinha desengordurada de soja (FDS) e dos isolados
protéicos de soja (IPSs)
4. 1. 1. Composicdo centesimal da farinha desengordurada de soja (FDS) e dos

isolados protéicos de soja (IPSs)

A composi¢do centesimal da Farinha Desengordurada de Soja (FDS) e dos Isolados
Protéicos de Soja (IPSs), esta apresentada na Tabela 1. Os valores encontrados para a FDS estdo
ligeiramente superiores aos encontrados por Souza (2000) e que apresentaram 57,9% de proteina,
7,5% de umidade, 6,0% de cinzas e 1,8% de lipidios. Garcia ef al. (1998) encontraram 46,5% de
proteina, 6,7% de umidade e 0,9% para lipidios.

Para isolados protéicos de soja comerciais, Henn & Netto (1998) encontraram valores de
proteina na faixa de 87,9 a 94,1%. Souza (2000) em seu estudo com isolados obtidos em
laboratorio, obteve o valor de 96,9%, muito semelhante aos valores encontrados neste estudo. Os
teores de umidade e cinzas encontrados neste estudo para o isolado protéico de soja nativo (IPSn)
foram comparaveis aos encontrados por Souza (2000) que utilizou processo semelhante de
obtengio, correspondendo a 4,3% e 2,7%, respectivamente. Garcia et al. (1998) relataram valores
superiores: 5,8% de umidade e 9,9% de cinzas. Este alto teor de cinzas pode ser devido a ndo
utilizacio de didlise no processo de obteng@o do IPS. As diferengas entre os teores de umidade
dos IPSs podem ser devidas ao processo de liofilizagdo da proteina.

O conteudo de lipides encontrado para o IPSn esta abaixo dos valores para isolados
comerciais observado por Henn & Netto (1998), 3,0— 4,7%, embora muito préximo ao citado por
Souza (2000), 2,1 %. Os valores da composi¢ao centesimal dependem, entre outros fatores, da
espécie da soja, condigdes dos cultivares como temperatura, umidade, acidez, niveis de fésforo do

solo e do processamento utilizado (Petrucelli & Afi6n, 1994a).
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Tabela 1. Composi¢cdo Centesimal Média da Farinha Desengordurada de Soja (FDS) e dos
Isolados Protéicos de Soja (IPSs)

Amostras % Proteina””’ % Lipidios™’ % Umidade’ % Cinzas"’
FDS 68,74 £ 0,11 1,59 + 0,02 8,56 £ 0,06 6,29 + 0,01
IPSn 96,88 + 0,35 2,39+0,19 4,15 +£0,07 3,22 +0,01
IPS70 93,71+ 0,43 0,94 + 0,01 433 +£0,05 3,27 £0,02
IPS80 94,02 £ 0,78 0,86 + 0,03 2,05+ 0,08 3,15+0,03
IPS90 98,00 £ 0,42 0,91 £ 0,02 5,51 +£0,03 3,21 £ 0,01

! Valores Médios de 3 Determinagdes

’Nx6,25

* Valores Expressos em Base Seca

IPSn — Isolado protéico de soja nativo

I[PS70 - Isolado protéico de soja tratado a 70°C/30"
PS80 — Isolado protéico de soja tratado a 80°C/30"
IPS90 — Isolado protéico de soja tratado a 90°C/30°

4. 1. 2. Anilise térmica por calorimetria diferencial de varredura (CDV)

A calorimetria diferencial de varredura (CDV) € uma técnica em que a diferenga de energia
imposta a uma substdncia e ao material utilizado como referéncia € medida em fungdo de
temperatura programada. Algumas mudangas termicamente induzidas, como a desnaturagdo da
proteina, sdo registradas como um fluxo de diferencial térmico na forma de um pico em um

termograma (Ma & Harwalkar, 1991).

Os termogramas caracteristicos das dispersdes protéicas dos IPSs estdo apresentados na
Figura 4. O termograma do IPSn apresentou dois picos, correspondentes a fragdo 7S em 75,4°C e
para a fragio 11S em 93,2°C. Ambos, IPS70 e IPS80 apresentaram somente um pico
correspondente a fragdo 11S, correspondentes a temperatura de desnaturagdo (Td) de 94,1 e

95,8°C, respectivamente. O IPS90 ndo apresentou pico, indicando a total desnaturagdo da
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proteina. A maior estabilidade térmica da globulina 11S € devido a presen¢a de 21 pontes
dissulfeto, das quais, 15 sdo intramoleculares. A globulina 7S ndo possui estas ligagdes e como
conseqiiéncia, sua temperatura de desnaturagio € menor (Damodaran, 1989; Scilingo & Afion,
1996). As temperaturas de desnaturagdo para as fragdes 7S e 11S foram semelhantes aos
resultados encontrados por Puppo & Afion (1999) e Souza (2000).

A temperatura de desnaturagio (Td), entalpia (4H) e grau de desnaturagdo (%D)
encontrado na analise de Calorimetria Diferencial de Varredura encontram-se dispostos na Tabela
2. Observa-se diminui¢io dos valores de entalpia com o aumento de temperatura do tratamento
térmico, o que estd associado as mudancas estruturais e conformacionais devido ao
desdobramento das moléculas da proteina devido ao tratamento térmico. As mudangas que
ocorrem na molécula sio uma combinagdo de reagdes endotérmicas, onde ocorre 0 rompimento
de pontes de hidrogénio e de reagdes exotérmicas, resultantes da agregagdo de cadeias
polipeptidicas e do rompimento de interagdes hidrofébicas (Privalov & Klechinashvile, 1974).
Valores mais altos de entalpia estdo associados com um maior conteudo de proteina nativa ou
pouca desnaturada (Wagner & Afién, 1990). Para este estudo, a entalpia observada para o IPSn
foi de 7,6 J/g, superior ao encontrado por Souza (2000), 3,7 J/g; entretanto, fo1 inferior ao
relatado por Puppo & Afion (1999) e Sorgentini et al. (1996) e que corresponderam
respectivamente a 18,3 J/g e 17,6 J/g para isolados nativos obtidos laboratorialmente em pH 8,0.
Os tratamentos térmicos levaram a obtengdo de isolados com diferentes graus de desnaturagdo: o
IPS90 com 100% de desnaturagio, enquanto que o IPS80 e o IPS70 apresentaram 58 e 40 %,

respectivamente.

Uma possivel explicagio para as diferencas encontradas para a entalpia pode ser o
tratamento térmico e/ou quimico sofrido pela farinha durante o processo de sua obtengdo. Outra
possibilidade advém do processo de didlise, pois de acordo com Yamauchi et al (1991), o sal
promove um efeito protetor favorecendo as interagdes proteina-proteina, aumentando o estado de
agregagdo da proteina e decrescendo o efeito da desnaturagdo. Scilingo & Afion (1996)
combinando diferentes temperaturas e varias concentragdes de sais, demonstraram que os valores

de entalpia dos isolados aumentaram naqueles tratados com altas concentragdes de sal e
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temperatura de 90°C/15’; observaram também que 0 uso da mesma temperatura sem 0 uso de sal

resultou em entalpia igual a zero, para 0 mesmo isolado.

Tabela 2. Temperatura (Td) e entalpia (H) de desnaturacio das fragées 7S e 118 dos isolados
protéicos de soja nativo e tratados termicamente

Amostras Td (°C)/7S Td CC)Y11S >° | AH**’ (Wg) %D’
IPSn 75,39 + 0,64 93,17 +£0,44° 7,62 £0,07* 0,0
IPS 70 ND 94,10+ 0,23 ¢ 460+0,10° 39,63
IPS 80 ND 95,77+ 0,67™° 3,17+0,09°¢ 58,40
IPS 90 ND ND 0,0 100,00
! Valores determinados em 3 repetighes.

? Valores expressos por grama de proteina em base seca.
3 Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
494 D Porcentagem de Desnaturagio Protéica =100 — [(AH IPS x 100) / AH [PSn]

ND Nao Detectado.

IPSn — Isolado protéico de soja nativo
IPS70 — Isolado protéico de soja tratado a 70°C/30°
PS80 - Isolado protéico de soja tratado a 80°C/30°
IPS90 — Isolado protéico de soja tratado a 90°C/30°
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Figura 4. Termogramas de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) das dispersdes protéicas
a 20% (p/p) dos IPSs. O grau endotérmico foi de 10°C/min e os picos A e B correspondem,

respectivamente, a desnaturagio protéica das fragdes 7 e 11S.
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4, 1. 3. Teor de fitato

A maior parte dos grios de cereais e de leguminosas contém de 0,5 a 5,0% de fitato ou
4cido fitico, constituindo a principal fonte de fosforo. Entretanto, nutricionalmente, o fitato €
desfavoravel por formar complexos insoliveis com minerais e proteinas, diminuindo a
biodisponibilidade destes nutrientes (Maga, 1982; Knuckles ez al., 1985). Diversos autores
sugeriram que o acido fitico tem potencial benéfico relacionado a doencas do coragdo, cancer de

célon e calculo renal (Torre et al., 1991; Liener, 1994; Anderson & Wolf, 1995).

Os teores de fitato dos IPSs encontram-se dispostos na Tabela 3. O IPS nativo diferiu
estatisticamente (p<0,05) quando comparado aos IPSs tratados termicamente; entretanto, o
aumento da severidade do tratamento nio provocou redugio significativa (p<0,05) dos teores de
fitato. Este comportamento foi anteriormente relatado por Souza (2000), porém o valor citado
pela autora para o IPS nativo é muito inferior, 5,44 mg/g proteina. Todavia, os valores
encontrados neste estudo ndo diferem grandemente dos relatados por outros autores: 7,4 — 15,6

mg/g de proteina para IPS comerciais (Henn & Netto, 1998); 11,6 mg/g proteina (Netto, 1992) e
10, 7 mg/ g proteina (Honing ez al., 1984).

O fitato pode ser eliminado utilizando métodos fisicos ou quimicos, porém estes
tratamentos podem resultar em mudangas de propriedades fisico-quimicas das proteinas (De Ham
& Jost, 1979 e Brooks & Morr, 1985). Recentemente, métodos enzimaticos tém sido empregados
para eliminar o fitato sob condiges amenas. Lapvetelainen ef al. (1991) relataram que a hidrolise
do acido fitico diminuiu mais efetivamente o conteudo de fitato do IPS que o método de troca
ibnica realizado por Rodriguez et al. (1985) e por Chen & Morr (1985). A hidrélise enzimatica
eliminou totalmente o fitato, enquanto que, a troca idnica removeu aproximadamente 75% do seu
teor no IPS. No mesmo estudo, os autores afirmam que a hidrélise enzimatica foi efetiva em
reduzir o conteudo de fitato, sendo que o impacto sobre as propriedades funcionais, como a

solubilidade e capacidade de emulsificagéo, foi muito reduzido.

36



No presente estudo, vale ressaltar que a pequena redugéo dos teores de fitato dos IPSs
tratados termicamente deveu-se exclusivamente ao aquecimento, uma vez que todos eles foram

obtidos a partir do mesmo IPS nativo dialisado.

Tabela 3. Conteiido de fitato( mg/g de proteina) dos isolados protéicos de soja nativo e tratados
termicamente.

Amostras Fitato™’
IPSn 18,81 +£0,10°
IPS70 15,70+ 0,35°
IPS80 16,38 +0,17°
IPS90 16,40 + 0,22 °

! Valores médios de 2 extragdes analisadas em triplicata.

? Valores expressos em base seca

3 Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
IPSn - Isolado protéico de soja nativo

IPS70 - Isolado protéico de soja tratado a 70°C/30°

[PS80 — Isolado protéico de soja tratado a 80°C/30°

IPS90 — Isolado protéico de soja tratado a 90°C/30°

4. 1. 4. Teor de inibidor de tripsina

Os inibidores de proteases presentes na soja provocam inibigdo do crescimento, hipertrofia
e hiperplasia pancreatica. A inibigdo da proteélise intestinal resulta em aumento de secregdo de
enzimas digestivas como a tripsina, a quimotripsina e elastase, que sio eliminadas nas fezes,
representando uma perda endégena importante de aminoé4cidos sulfurados (Liener, 1994). Além
disto, devido as proteinas de leguminosas serem deficientes nestes aminoacidos, aumenta-se 0
impacto nutricional destes inibidores. No entanto, efeitos fisiologicos positivos como a supressao
da carcinogénese, foi associado a presenca de produtos de soja na dieta, sendo os inibidores do
tipo Bowman-Birk o principal implicado (Kennedy, 1995). Ao contrario do fitato, os inibidores de
tripsina podem ser destruidos por tratamento térmico e isto dependera da temperatura, duragdo do
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tratamento, tamanho de particulas e estado fisico do produto, assim, como das condigdes de
umidade e da presenga de acidos e alcalis (Cuevas & Cheryan, 1983).

Os resultados encontrados nas determinagdes dos teores de inibidor de tripsina dos IPSs
encontram-se dispostos na Tabela 4. Os teores de todos os IPSs diferiram significativamente
(p<0,05) com o avango do tratamento térmico. Os valores obtidos foram superiores aos citados
por diversos autores: Souza (2000) encontraram 81,4 UIT/mg proteina para o IPS nativo; Henn &
Netto (1998) determinaram para IPSs comerciais uma faixa de 5,2-94,7 UIT /mg proteina e Netto
(1992) analisando a atividade antitriptica de 3 IPSs comerciais, encontrou os valores de 72,2;
114,7 e 211,4 UIT/mg proteina. Os teores encontrados foram inversamente proporcionais ao
aumento do tratamento térmico empregado e comparando-se o valor do IPS nativo com o IPS 90,

obteve-se uma reducdo de 80% do conteudo de inibidor de tripsina.

A literatura registra para soja crua valores compreendidos entre 152,9 a 307,5 UlT/mg
proteina (Prado et al., 1980) e 129,0 UIT/mg proteina (Cabral et al., 1995). Em geral, os
produtos comerciais de soja recebem tratamento térmico de forma a apresentar menos de 20% da
atividade inibitoria de tripsina que a soja crua (Liener, 1994). Dessa forma, € necessario
quantificar as atividades residuais nesses produtos, de modo a permitir uma avaliagdo dos efeitos

fisiolégicos que poderiam estar sendo exercidos (Genovese & Lajolo, 1998).

Como estas atividades resultam tanto do inibidor do tipo Kunitz como do Bowman-Birk e
sio determinadas contra a tripsina bovina, certas precaugdes devem ser tomadas quando se tenta
extrapolar esses valores para prever seu efeito fisiologico. Os inibidores do tipo Kumtz sdo
facilmente inativados pelo suco gastrico humano, enquanto os Bowman-Birk permanecem estaveis
(Liener,1994). Esta maior resisténcia ao calor e atividade superior, é explicada pelo maior numero

de ligagdes dissulfidicas presentes no inibidor do tipo Bowman-Birk (Nordal & Fossum, 1974).

38



Tabela 4. Conteiido de Inibidor de Tripsina (UIT/mg de proteina) dos isolados protéicos de
soja nativo e tratados termicamente.

Amostras Inibidor de Tripsina"*’
IPSn 145,70 + 1,58
IPS70 95,20 +1,29°
IPS80 39,65+ 0,43 ¢
IPS90 29,74 + 1,40 °

! Valores Médios de 2 extragdes em triplicata.

? Valores Expressos em Base Seca

3 Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
IPSn — Isolado protéico de soja nativo

IPS70 — Isolado protéico de soja tratado a 70°C/30°

PS80 — Isolado protéico de soja tratado a 80°C/30°

IPS90 — Isolado protéico de soja tratado a 90°C/30°

4. 1. 5. Conteido de Sulfidrila Livre

A fragdio 7S possui um contetido baixo de grupos sulfidrilicos (SH) e dissulfidicos (SS)
(Thanh & Shibasaki, 1978; Coates ef al., 1985), enquanto que, a fracdo 11S apresenta 48 mols de
residuos de cisteina por mol de proteina (Catsimpoolas ef al., 1969), contribuindo pela maioria das

transformagdes destes grupos.

Diversos autores relatam a importéincia dos grupamentos SH e SS para as propriedades
funcionais das proteinas, identificando as ligagbes importantes para 0 processo de geleificagdo e
de coagulagio protéica (Circle ez al., 1964; Furukawa et al., 1979; Voutsinas et al., 1983).

O contetido de sulfidrila livre dos IPSs encontram-se dispostos na Tabela 5. O valor
encontrado neste estudo para o IPSn, 3,8 umoles /g de proteina, foi muito inferior ao relatado por

Liu et al. (2000): 10 umoles /g de proteina; porém, foi superior ao citado por Petrucelli & Anon
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(1994a; 1995 a,b) correspondendo a 1,7; 1,3 e 1, 6 umoles /g de proteina, estando somente similar

ao relatado por Voutsinas et al. (1983).

O contetido de sulfidrila livre diminuiu com o aumento da severidade do tratamento
térmico, apresentando diferenga significativa (p<0,05) a partir do tratamento a 80°C, onde a
fracdo 11S estd parcialmente e a 7S totalmente desnaturada, como determinado pela analise de
DSC. A redugiio mais marcante ocorre aos 90°C, onde a quantidade encontrada representa apenas
a um ter¢o do valor inicial. Este comportamento também foi relatado por Petrucelli & Afién
(1994a). Parametros cinéticos correspondentes a desnaturagdo térmica de IPS obtidos por DSC,
demonstram que um tratamento a 85°C por 5 minutos € capaz de desnaturar 69% da glicinina, a

fracdio que contém a maior quantidade de grupos sulfidrilicos (Arrese,1991).

Tabela 5. Contevido de Sulfidrila Livre (umoles /g de proteina) do isolado protéico de soja
nativo e dos tratados termicamente.

Amostras Sulfidrila Livre **
IPSn 3,82+0,05°
IPS70 3,79 +0,05*
IPS80 3,35£0,10°
IPS90 1,09 +0,03°

! Valores Médios em triplicata.

2 yvalores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
[PSn - Isolado protéico de soja nativo

IPS70 — Isolado protéico de soja tratado a 70°C/30"

IPS80 — Isolado protéico de soja tratado a 80°C/30°

[PS90 — Isolado protéico de soja tratado a 90°C/30"
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4. 1 .6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas totais e

soliiveis em agua destilada dos IPSs

Os perfis eletroforéticos das proteinas totais e das proteinas soluveis em agua destilada dos
IPSs estio apresentados nas Figuras 5 e 6. Os isolados protéicos totais sdo formados pela
lipoxigenase, B-amilase, B-conglicinina (globulina 7S) e glicinina (globulina 11S). A banda A
corresponde as subunidades o’ e o (~ 70kDa) e a banda B corresponde & subunidade B (~ S1kDa)
da fragio 7S. As bandas C e D correspondem, respectivamente, as subunidades 4cida (~ 37kDa) e
basica (~ 23kDa) da fragdo 118.

A composigio relativa de cada fragdo protéica total e soluvel em agua determinada pela
densitometria encontra-se na Figura 7. Quanto as proteinas totais, a composi¢ao relativa de suas
subunidades/polipeptidios manteve-se praticamente inalterada em fungio do tratamento térmico
empregado, sugerindo que o aquecimento nio foi capaz de provocar uma agregagao que
acarretasse em alteragio de peso molecular e de composicio relativa de suas fragdes. As proteinas
soliveis em Agua destilada apresentaram composigdo relativa das fragdes semelhantes aos IPSs,
sugerindo que ndo houve formacdo de agregados insoluveis, estando em concordancia com o

observado por outros autores Yamagishi et al., (1980) e Souza (2000).

Outros autores (Arrese et al., 1991, Henn & Netto, 1998) relataram que apesar das
porcentagens de cada fragdo protéica serem similares para todos os IPSs comerciais analisados, as
porcentagens de cada fragdo das proteinas soluveis mostraram diferengas significativas, tendo
observado um decréscimo na proporgao da subunidade B-7S e do polipeptidio B-11S da fragéo
hidrossolivel quando comparada 4 composicio relativa dos [PSs totais; 0s autores sugeriram que
as subunidades/polipeptidios das fragoes 7S e 11S de isolados desnaturados formaram agregados

msoluveis.
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Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS das proteinas totais

dos IPSs. Colunas 1 e 6: Padrio; Coluna 2: IPSn; Coluna 3: IPS70; Coluna 4: IPS80 e

Coluna5: IPS90.
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Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presen¢a de SDS das proteinas soluveis

em dgua destilada dos IPSs. Colunas 1 e 6: Padrdo; Coluna 2: IPSn; Coluna 3: IPS70;

Coluna 4: IPS80 e Coluna 5: IPS90.
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Os valores representam a porcentagem da area das subunidades em relagdo a area total da
globulina 7S e a porcentagem dos polipeptidios em relagdo a area total da globulina 118,
calculadas a partir da densitometria dos géis.

Figura 7. Composigao relativa das subunidades/polipeptideos das subunidades das fragdes

7 e 11S presentes nas proteinas totais (T) e soluveis (S) em agua destilada dos IPSs.
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4. 1. 7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa dos IPSs (CLAE-FR)

Diferentes tipos de sistemas cromatograficos tém sido desenvolvidos para separar as
proteinas e seus hidrolisados. Técnicas para produzir sistemas microparticulados uniformes tém
permitido o desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Dentre os Varios
tipos de CLAE, estio incluidos o de exclusio molecular, o de fase reversa e o de troca 10nica. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) ¢ utilizada para separar
compostos 16nicos, nio 16nicos € ionizaveis, através de uma simples coluna e de uma fase mével

adicionada ou ndo de sais.

Devido a grande variedade de produtos obtidos a partir da soja - farinha desengordura de
soja, soja texturizada, extrato de soja, formulas infantis - sua caracterizagao pode ser muito util
para predizer sobre a sua origem e controle de seu processamento (Garcia ez al., 2000b). Muitos
autores tém utilizado CLAE-FR para identificar os cultivares da soja (Oomah et al., 1994),
quantificar o seu conteudo protéico em produtos comerciais a base de soja (Garcia et al., 2000a)
ou detectar a presenca das proteinas da soja, do soro bovino e de caseinato adicionados a

formulagdes de produtos carneos (Garcia et al., 1998).

A cromatografia CLAE-FR foi utilizada para caracterizar € comparar 0s IPSs e seus
hidrolisados. A comparagio foi baseada nos perfis cromatograficos, considerando os tempos de
eluigio e as areas sob os picos detectados. A Figura 8 representa 0 perfil cromatografico dos IPSs

nativo (a) e tratados termicamente (b, ¢, d).

Observou-se uma similaridade entre eles, com a presenca de cinco picos bem defimnidos
com tempos de eluigio aproximadamente iguais a 6; 16; 24; 28 e 31 minutos. Entretanto, com o
aumento da temperatura do tratamento térmico, nota-se que ocorreu uma diminui¢3o da defini¢do
dos picos compreendidos entre 23 e 36 minutos, principalmente a partir de 80°C. Quanto a altura
dos picos, observa-se uma similaridade entre o IPS nativo e o IPS 70°C/30’; porém, com 0

aumento do tratamento térmico ocorreu uma diminuigio da altura dos mesmos (IPS 80 e 90°C/
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30°). Perda de definigio e aumento de area sob os picos situados a partir da metade do
cromatograma também foi citado por Oomah et al. (1994) e Garcia et al. (2000b).

Garcia et al. (2000b), assim como, outros autores (Peterson & Wolf, 1988; Yasumoto ez
al., 1990) obtiveram separadamente os perfis cromatograficos das fragdes 7S, 11S e do IPS total e
por comparagdo observaram que Os picos que apareceram no inicio do cromatograma
correspondem a fragdo 7S, enquanto que, 0s picos presentes no final, apresentavam um maior

contetido da globulina 118, parecendo estar associada a subunidade B da fragdo 78S.
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Figura 8. Cromatogramas de CLAE-FR dos IPSs: (a) IPS nativo, (b) IPS 70, (c) IPS80, (d)
IPS90.
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4. 2. Producio dos hidrolisados enzimaticos

Foram realizados ensaios preliminares para determinagdo das curvas de hidrolise
dos isolados com c-quimotripsina. Para o IPS nativo, verificou-se que o grau maximo atingido foi
de aproximadamente 2,8%, utilizando a relagio de enzima para substrato de 1:30 e dispersio a
8% de proteina (Figura 9). Para os isolados termicamente tratados, nas mesmas condigdes,
obteve-se grau maximo de hidrolise igual a 7,7; 8,7 e 5,5% para IPS 70, IPS 80 e IPS 90,

respectivamente.

As diferengas encontradas quanto ao %GH maximo podem estar relacionadas ao
desdobramento das cadeias polipeptidicas resultante do tratamento térmico, que facilitaria a agio
da enzima por exposigdo de sitios especificos para a clivagem, no caso do IPS70 e do IPS80.
Entretanto, o baxo GH obtido para o IPS90 pode ter sido devido & severidade do tratamento
térmico, que promoveu a formagdo de agregados, via ligagdes dissulfeto, o que possivelmente

dificultou a agdo enzimatica (Figura 10).

O tempo de hidrdlise diminuiu consideravelmente, de duas horas (IPSn) para quinze
minutos (IPS90), em fungdo do aumento do grau de desnaturagdo térmica, confirmando que as
proteinas sdo mais facilmente hidrolisadas na sua forma desnaturada que na forma nativa (Adler-
Nissen, 1986; Achouri ez al., 1998 e Souza, 2000). Os teores de fitato pouco devem ter
contribuido para a reducdo do tempo de hidrolise, uma vez que se mantiveram constantes com o
aumento do tratamento térmico. Os altos valores de inibidores de tripsina encontrados para este

isolado podem ter contribuido para a diminuigdo de atividade da enzima a-quimotripsina.

Utilizando-se as condi¢Oes experimentais previamente estabelecidas obtiveram-se
hidrolisados com 2 e 4% de GH (HIPSn/2%; HIPS70/2%; HIPS80/2%; HIPS90/2%; HIPS70/4%;
HIPS80/4%; HIPS90/4%), ndo sendo possivel obter HIPS nativo com 4% de GH. Souza (2000)
obteve grau de hidrolise maximo de 4,5% para IPSn utilizando as mesmas condigGes de hidrélise.
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4. 2. 1. Caracterizacio dos hidrolisados

4. 2. 1. 1 Composicido centesimal dos hidrolisados (HIPSs) obtidos a partir dos

isolados protéicos de soja

Nas determinagdes da composigdo centesimal dos HIPSs (Tabela 6), observou-se um
aumento meédio de 50% nos teores de cinzas dos hidrolisados em relagdo ao IPS nativo; isto
deveu-se ao processo de hidrolise enzimatica onde o pH é mantido constante com a adigdo de
NaOH 1N até obter-se o grau de hidrolise desejado.

Tabela 6. Composi¢do centesimal média dos hidrolisados protéicos de soja a diferentes graus de

hidrolise (HIPSs)

Amostras % Proteina™*’ % Umidadée’ % Cinzas™
HIPSn/2%GH 95,41 + 0,13 3,43+0,11 4,78 + 0,01
HIPS70/2%GH 95,38 + 0,59 4,40+0,11 4,79 + 0,01
HIPS80/2%GH 94,88 + 0,28 417 +0,10 4,57 + 0,01
HIPS90/2%GH 95,64 + 0,33 3,71 £ 0,01 4,50 + 0,02
HIPS70/4%GH 97,00 + 0,13 4,77 + 0,02 5,12 + 0,05
HIPS80/4%GH 98,57 + 0,52 438+ 0,02 5,17+0,13
HIPS90/4%GH 96,33 + 0,40 3,24+ 0,15 5,11 + 0,07

' Valores médios de 3 determinagdes
INx6,25
* Valores expressos em base seca
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Figura 9. Curvas de Hidrolise do IPS nativo a diferentes proporg¢des [E/S]
(Dispersdo protéica a 8%; T=40°C e pH=8,0)

. Curvas de Hidrodlise

%GH

0 50 100 150 200

t(min)
—+—IPS70 —=—1PS80  IPS90

Figura 10. Curvas de Hidrolise dos IPSs tratados termicamente
(Dispersdo protéica a 8%; T=40°C; [E/S]=1:30 e pH=8,0)
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4.2 .1. 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida dos hidrolisados obtidos a partir dos
IPSs

As Figuras 11 e 12 mostram o perfil eletroforético dos hidrolisados com grau de hidrolise
(GH) igual a 2 e 4 %, obtidos a partir dos IPSs nativo e tratados termicamente. Observou-se que
os HIPSs de mesmo grau de hidrélise apresentaram diferengas na propor¢ao das fragdes 7S e 118
remanescentes. Na hidrolise do IPS nativo a 2%GH, as subunidades o e o’ foram mais fortemente
hidrolisadas que a B-7S, enquanto que a fragdo 118 permaneceu praticamente intacta. O aumento
da severidade do tratamento térmico resultou no desaparecimento da fragdo 7S, enquanto que a
globulina 11S permaneceu presente apds a hidrolise. Possivelmente, a fragdo 7S foi mais
susceptivel a hidrolise, por estar desnaturada pelo aquecimento, conforme demonstrado por
analise térmica de CDV (item 4.1.2); este comportamento também foi observado por Souza
(2000). A maior estabilidade térmica da fragio 11S, pode ter contribuido para uma maior
resisténcia ao desdobramento das cadeias polipeptidicas e, conseqilentemente, ao ataque

enzimatico o que poderia explicar a permanéncia desta fracio em todos os HIPSs (Figura 13).

Resultados semelhantes também foram relatados por Campbell ez al. (1996), que
investigaram a extens3o do desaparecimento das subunidades da fragio 7S e dos polipeptidios
scidos e basicos da fragio 11S quando submetidas a hidrélise na presenga da o-quimotripsina.
Estes autores relataram que houve o desaparecimento da fracdo 7S e dos polipeptidios acidos da
fragdo 11S em GH maior que 0,3%, enquanto que, os polipeptidios basicos-11S foram mais

resistentes a esta enzima por apresentarem menores quantidades de aminoacidos aromaticos.
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Quanto aos hidrolisados com 4% de GH, notou-se o total desaparecimento da fragdo 7S e
o gradual desaparecimento da subunidade acida (poli A) da fragdo 11S com o aumento do
tratamento térmico (Figura 12). A subunidade basica (poli B) permaneceu em todos os
hidrolisados e o aparecimento de peptideos de PM inferior a 14 kDa foi mais intenso do que o
observado quando os IPSs foram hidrolisados até 2% de GH (Figura 11).

Estes resultados sugerem que o mecanismo de reagdo de hidrélise do IPS nativo seguiu o
modelo one-by-one, onde foi observada tanto a presenga de proteinas intactas como de peptideos
de baixo peso molecular; entretanto, a protedlise dos isolados tratados termicamente seguiu O
modelo zipper devido a presenga de peptideos de baixo peso molecular. Este comportamento

também foi relatado por Souza (2000), que utilizou iguais condigdes de hidrolise.
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Figura 11. Eletroforese em gel de poliacrilamida de alta densidade, na presenca de SDS,

dos HIPSs com 2% de GH. Colunas 1 e 6: Padrdo; Coluna 2: HIPS90; Coluna 3: HIPS80;
Coluna 4: HIPS70 e Coluna 5: HIPS nativo.
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Figura 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida de alta densidade, na presenca de SDS,

dos HIPSs com 4% de GH. Colunas 1 e 5: Padrio; Coluna 2: HIPS90; Coluna 3: HIPS80 e
Coluna 4: HIPS70.
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Os valores representam a porcentagem da area das subunidades em relagio a area total da globulina 7S e a
porcentagem dos polipeptidios em relagdo a area total da globulina 118, calculadas a partir da densitometria
dos géis.

Figura 13. Composicdo relativa das subunidades/polipeptideos das subunidades das fragdes

7 e 118 presentes nas proteinas dos IPSs e HIPSs.
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4. 2. 1. 3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia dos HIPSs (CLAE-FR)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, especialmente a de fase reversa (CLAE-FR),
tem se mostrado muito eficiente na separagdo de peptideos de hidrolisados protéicos além de
fornecer algumas caracteristicas sobre o seu carater hidrofilico/hidrofébico (Lemieux ez al., 1990).
O CLAE-FR tem sido utilizado no monitoramento da produgio de peptideos obtidos a partir das
proteinas de soro de leite, na separagio dos peptideos obtidos na hidrolise de x-caseina
importantes na identificagdo de adulteragdo do leite com proteinas do soro e na separagdo de

peptideos biologicamente ativos de hidrolisados protéicos (Silvestre, 1997).

As Figuras 14 e 15 apresentam os cromatogramas dos HIPSs com 2 e 4 % GH.
Diversamente dos cromatogramas dos IPSs (Figura 8), os hidrolisados apresentaram grande
concentragio de pequenos picos na zona I (0 — 24 min tempo retengdo) e diminuigdo da

concentragio e da amplitude dos picos da zona I (a partir 24 min de eluigdo).

O aumento da concentragdo de picos dos HIPSs na zona I (Figura 14) sugere seu carater
hidrofilico. Comportamento semelhante foi relatado por Ortiz & Afién (2000), que sugeriram sua
possivel contribuigdo para o aumento da solubilidade e na mesma extensido, para outras
propriedades de superficie como a emulsificagio e formagdo de espuma. Os picos da zona II, com
tempos de eluigio de 28; 32 e 34 minutos, correspondem aos picos existentes no IPS
representando, possivelmente, a fragdo ndo hidrolisada; além disto, ocorreu uma diminui¢do
acentuada da quantidade do nimero de picos. Poucas mudancas foram observadas no perfil
cromatografico dos HIPSs com 4%GH (Figura 15) quando comparados aos HIPSs com 2%GH
(Figura 14), notando-se o gradual desaparecimento do pico detectado aos 24 min de eluigdo com

o aumento do tratamento térmico.

56



(a)

0900 -
o
HIFS MATIVO 290053H
249 0 ZO A IT
MMI‘L’M’W
O 000 iy
. v — e v T d m—p v
a0 100 150 200 250 =00 T 400

CRA T LTS

vl (b)

HIFS 70 CrO0 222G H

ZOMNA II

0006 —
so 100 150 200 230 =00 =30 an
(MINTTOS)
o 800
[
HIPYE B0 ewusH
33 FONA I
r 34.0
e
0.000-f T o—
o 160 150 200 240 =00 20 0
CRTHUT S
a)
HMIFS BOrmoCain” 2uais
24.0 TOMA TI
0000 T
so w00 150 200 =50 300 330 40
CMINUTOS)

Figura 14. Cromatogramas de CLAE-FR dos HIPSs com 2% GH.
(a) HIPSnativo; (b) HIPS 70; (c¢) HIPS 80; (d) HIPS 90.
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Figura 15. Cromatogramas de CLAE-FR dos HIPSs com 4% GH.
(a) HIPS 70; (b) HIPS 80; (c) HIPS 90.
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4. 3. Propriedades funcionais dos isolados protéicos de soja e de seus hidrolisados

4. 3. 1. Solubilidade protéica

A conformacio das proteinas da soja pode ser afetada por varios fatores, tais como, pH,
forca idnica, detergentes, temperatura (Peng et al., 1984) e a formacio de cadeias protéicas € o
resultado do balango entre as interagdes proteina-proteina, proteina-igua e forcas de atragdo e
repulsio (Cheftel et al., 1993). A concentragdo de sais € um pardmetro importante, pois afeta a

conformacio das proteinas, podendo também influenciar suas propriedades funcionais.

Desta forma, o controle de forga idnica é de grande importincia na avaliagdo das
propriedades funcionais de proteinas. Na determinagio da solubilidade pelo método de Morr ez al.
(1985), utilizou-se solugdo salina de NaCl 0,1M. Como no processo de obtengao dos hidrolisados
protéicos foi adicionado NaOH 1N para controle do pH durante o processo de hidrolse,
considerou-se importante avaliar a contribui¢io desta adigdo, que resultou em um aumento de 40
e 60% no teor de cinzas dos hidrolisados com 2 e 4 % de GH, respectivamente. Verificou-se
entdo, que esta adigio de NaOH 1N resultou em um pequeno acréscimo da forca ibnica da
solugdo protéica, na ordem de 2,2 a 3,5%, o que ndo foi considerado importante na determinagdo
das propriedades funcionais, visto que todos os experimentos foram realizados com solugdo de

NaCl 0,1IM.

Observa-se na Figura 16 (a, b, ¢) que os IPSs apresentaram um comportamento tipico,
com baixa solubilidade em pH 5, regiio do pl, aumentando nos pHs acima e abaixo deste valor.
Este comportamento também foi citado por diversos autores (Bernardi ez al., 1991; Elizalde e al.,
1996; Were et al., 1997, Chiang et al., 1999; Babiker, 2000).

O pH afeta a densidade de cargas e o balango eletrostatico intra e intermolecular,
modificando a habilidade da proteina em participar das interagdes hidro e lipofilicas. O aumento da
densidade de cargas da proteina em pHs afastados da regido do ponto isoelétrico favorece as

interagdes proteina-agua, resultando num aumento das propriedades de hidratagdo (Elizalde et al.,
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1996). A ocorréncia de baixa solubilidade proxima a regido do pl é devido principalmente a falta
de repulsdo eletrostatica, que promoveu agregagdo e precipitagdo via interagdes hidrofobicas
(Damodaran, 1996).

Os tratamentos térmicos com temperaturas de 80 e 90°C resultaram na diminuigdo
significativa da solubilidade (p<0,05). O IPSn e o IPS70 apresentaram a maior solubilidade em
todos os pHs estudados variando de 0,7% (pH 5) a 15,6% (pH 3), enquanto que o IPS 80 e IPS90
apresentaram solubilidade entre 0,5% (pH 5) e 10,3% (pH 7). O decréscimo da solubilidade
apresentado pelos IPSs tratados com temperaturas acima de 80°C pode ser devido a formagdo de
agregados insoliveis, com a participagdo de ligagdes dissulfidicas, fato constatado pelo

decréscimo dos grupos de sulfidrilas livres observado apos o tratamento térmico (Tabela 5).

O mecanismo de desnaturacio térmica € altamente complexo e envolve, principalmente,
desestabilizagio de um grande nimero de interagdes ndo covalentes. Pontes de hidrogénio,
interagdes eletrostaticas e forcas de van der Waals sdo exotérmicas, sendo desestabilizadas por
altas temperaturas. Porém, como as pontes de hidrogénio estio localizadas no interior da
molécula, elas permanecem estaveis numa ampla faixa de temperatura. Por outro lado, mteragdes
hidrofobicas sio endotérmicas, sendo estabilizadas em altas temperaturas e desestabilizadas em
baixas temperaturas. As moléculas de agua ligam-se a diversos grupos, incluindo residuos nao

polares, via hidratagio hidrofobica (Damodaran, 1996).

A efetividade da hidrolise enzimatica no aumento da solubilidade foi dependente do
tratamento térmico sofrido pelo IPS e do pH da solugdo. Para todos os IPSs, a hidrolise resultou
em aumento significativo da solubilidade apenas em pH5, onde houve um aumento de até 20 vezes
em relagio aos valores obtidos para a proteina intacta. Segundo Damodaran (1996), proteinas
soluveis no pl apresentam uma alta relagdo entre os residuos hidrofilicos e os ndio polares
presentes na superficie. Se as forcas de repulsdo devido aos grupos carregados dos residuos de
aminoacidos forem maiores que as interagdes hidrofobicas proteina-proteina, a proteina

permanecera soluavel no pl.
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A solubilidade em pH 3 (Figura 16a) dos hidrolisados com 2% de GH obtidos a partir de
proteinas com baixo grau de desnaturagdo, IPSn e IPS70, ndo atingiu os valores obtidos pela
proteina intacta (14%), enquanto que para os hidrolisados obtidos a partir dos 1solados com maior
grau de desnaturagdo, IPS80 e IPS90, os valores foram proximos aos obtidos pelo substrato
micial (8% para IPS80 e 9% para IPS90). Apenas os HIPS com 4% de GH, em pH 7,
apresentaram solubilidade superior aos isolados de origem. Diversos trabalhos relataram o
aumento da solubilidade de hidrolisados protéicos em larga faixa de pH (Bernardi et al., 1991;
Elizalde et al., 1996; Were et al., 1997, Chiang et al., 1999; Babiker, 2000).

Interessante notar que a solubilidade dos hidrolisados com 2% de GH obtidos a partir do
IPS 90 foi o Unico a ndo apresentar diminuicdo da solubilidade em pH S5, apresentando
solubilidade de 8% em todos os pHs estudados. Este aumento da solubilidade em pH 5,0 das
amostras que sofreram tratamento térmico prévio e posterior hidrélise (Figura 16b), confere um

potencial de aplicagdo na fortificagdo de bebidas.
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Figura 16. Percentual das solubilidades protéicas dos isolados protéicos de soja (IPSs) e de seus

hidrolisados enzimaticos (HIPSs).
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4. 3. 2. Propriedades emulsificantes

As proteinas sdo consideradas bons agentes emulsificantes, devido a sua capacidade de
adsorcdo a interface, o que proporciona estabilidade contra a separagdo de fases de varios
sistemas alimenticios como produtos licteos, de panificagdo e confeitaria, sorvetes, embutidos de
carnes e maioneses. Propriedades emulsificantes e de superficie exercem um papel importante na
utilizagdo das proteinas da soja em formulagdes de produtos. A capacidade de emulsificagdo das
proteinas deve-se as suas caracteristicas fisico-quimicas tais como tamanho molecular,
composi¢io e seqiéncia de aminoacidos, conformagdo espacial, densidade de cargas e
hidrofobicidade superficial (Kester & Richardson, 1984). Qualquer modificagdo capaz de alterar

uma ou mais destas caracteristicas, também pode modificar as propriedades de emulsificagéo.

As propriedades emulsificantes das proteinas dependem basicamente de dois efeitos: (a)
um decréscimo substancial da tensdo superficial devido & adsorgdo da proteina na interface agua —
6leo e (b) uma formagio de uma barreira estrutural, eletrostatica e mecanica capaz de se opor a

desestabilizagdo das goticulas emulsionadas (Wagner & Guéguen, 19990b).

O Indice de Atividade Emulsificante (IAE) e do indice de Estabilidade da Emulsdo (IEE)
dos IPSs e de seus HIPSs estdo apresentados na Figura 17. Quanto ao IAE do IPS nativo e dos
IPSs tratados termicamente, observou-se que o aumento do tratamento térmico resultou num
aumento das propriedades emulsificantes até a temperatura de 80°C (290 m%g). A 90°C
observou-se uma redugio do IAE, praticamente igualando-se ao valor encontrado para o IPSn
(200 m®/g). Comportamento semelhante foi relatado no estudo sobre a relagao entre o método de
obtengdio, a estrutura e a funcionalidade de IPSs, realizado por Petruccelli & Afién (1994b), onde
os autores relataram que o isolado dialisado e tratado termicamente a 80°C (pH 7,0) apresentou
maior capacidade de emulsificagdo que o IPS nativo e o IPS90, o que foi atribuido a desnaturagdo
da fracio 7S e a elevagio da taxa de adsorgdo na interface como resultado do aumento da
hidrofobicidade superficial.
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Ainda no mesmo estudo, Petruccelli & Afidon (1994b) através de analise eletroforética das
proteinas remanescentes na fase aquosa apos a coalescéncia, observaram um alto conteudo do
polipeptidio A em relagio aos outros componentes (o, o’, B-7S e B-11S), indicando que este
polipeptidio nio migra para a interface. Em elevada forga idnica, o polipeptidio A encontra-se
parcialmente associado em agregados de alto peso molecular e este estado de associagdo somado
3 sua baixa hidrofobicidade superficial retardam a sua adsorgdo na interface (Wagner & Guéguen;
1995, 1999 a,b).

Os tratamentos térmicos prévios sofridos pelos IPSs resultaram em HIPSs com
propriedades emulsificantes diferentes. Quanto ao IAE dos HIPSs (Figura 17), observou-se que as
propriedades emulsificantes diminuiram com a hidrélise a 2 %GH (107,8 para HIPS70) quando
comparado aos IPSs (256,3 para o IPS70), aumentando com a progressio da reagdo enzimatica
(280,3 para HIPS70/4%GH), mas néo diferindo significativamente (p<0,05) dos IPSs. Os HIPSs
com 2%GH apresentaram uma maior heterogeneidade de peso molecular, com a presenca tanto de
proteina intacta como de pequenos peptidios, que podem ter deslocado as cadeias intactas da
interface, diminuindo a capacidade emulsificante. Todavia, com a progressio da hidrolise
diminuiu-se a proporgio de proteina intacta, obtendo-se um maior numero de pequenos peptideos,
os quais puderam migrar e se orientar mais facilmente na interface Oleo/agua (Halling 1981;
Wagner & Guéguen; 1995, 1999b).

A grande variedade de condigdes experimentais, enzimas utilizadas, tipo de matéria prima
e tratamentos quimicos e fisicos empregados, dificultam a comparacdo da literatura com os
resultados obtidos no presente trabalho. Varios autores relataram néo ter observado mudangas na
capacidade de emulsificagdo dos hidrolisados quando comparados ao IPS intacto (Bernardi et al.,
1991; Were et al., 1997). No entanto, outros pesquisadores observaram uma diminui¢do das
propriedades emulsificantes de hidrolisados com o-quimotripsina (Sile er al., 1997; Babiker,
2000) e aumento do IAE de IPS tratado termicamente (Nir et al., 1994) quando comparado ao
IPS nio tratado. Achouri ef al. (1998) relataram aumento da capacidade de emulsificagéo do IPS
até 5% GH, com diminuigdo das propriedades emulsificantes a elevados GH (8 e 10%).
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A hip6tese mais aceita é que a hidrofobicidade superficial € a caracteristica da proteina
mais importante que define o seu comportamento na superficie e conseqiientemente determina as
propriedades emulsionantes (Graham & Phillips, 1979; Nakai, 1983; Nakai et al., 1980; 1986).
Estes autores correlacionam hidrofobicidade, tens@o superficial ¢ IAE, enquanto que outros
autores concluem que para prevenir a floculacio e aumentar a resisténcia 4 coalescéncia, a camada
interfacial deve ser a mais densa possivel, altamente hidratada e carregada para promover elevada
repulsdo eletrostatica (Graham & Phillips, 1979; Dagorn-Scaviner ef al., 1987; Guéguen ef al.,
1990; Petruccelli & Aifion, 1994b).

Enquanto a formagdo da emulsdo depende de uma rapida adsor¢@o, desdobramento na
interface e reorienta¢do, a estabilidade ¢ determinada pelo decréscimo da energia livre interfacial e
também pelas propriedades reologicas do filme protéico formado (Damodaran, 1989). Trés
diferentes processos podem estar concomitantemente envolvidos na quebra da emulsdo:

cremeamento, floculagio e coalescéncia (Dagorn-Scaviner et al., 1987).

Os resultados da estabilidade da emulsdo para os IPSs e HIPSs estdo apresentados na
Figura 17. Observou-se que a estabilidade diminuiu significativamente (p<0,05) com o aumento
do tratamento térmico dos IPSs: 43,7min para IPSn e 28,1min para IPS90. Petruccelli & Afién
(1994b) também relataram que IPSs tratados a 98°C por 5 e 30 minutos apresentaram baixa
estabilidade com mais de 60% de coalescéncia, o que foi atribuido & diminuigdo da solubilidade.
No mesmo estudo, as autoras observaram que o IPS dialisado e tratado a 80°C (pH 7.,0)
apresentou baixa liberagéo de dleo (% oiling off) e menor volume de fase aquosa, sendo atribuido
2 rigidez do filme formado. A mesma tendéncia de comportamento foi observada em nosso
estudo, onde o IPS80 foi dentre todos os isolados, aquele que demonstrou conjuntamente 0s

melhores valores do IEE (38,1 min) e IAE (291,2 m?/g prot) (Figura 17).

A hidrolise promoveu maior estabilidade da emulsdo apenas do HIPS “70°CI30° (2 e
4%GH). O aumento de temperatura do tratamento térmico e a hidrélise enzimatica resultaram na
diminui¢do do IEE dos HIPS80 e HIPS90 em ambos os graus de hidrolise (Figura 17). Entretanto,

o valor do IEE encontrado para o IPSn (43,7min) foi o maior dentre todas as amostras e diferiu
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significativamente (p<0,05) dos demais. Estes resultados sugerem que com o processo de
hidrélise, houve a formagdo de peptideos de baixo peso molecular, que foram rapidamente
adsorvidos na interface, mas foram incapazes de estabilizar-se devido a ndo formagdo de um filme
rigido nem de uma rede estrutural capaz de resistir as forcas de deformagdo. De acordo com
Halling (1981), a presen¢a de pequenas moléculas surfactantes, como os peptideos de baixo peso
molecular, pode modificar a reologia superficial do filme protéico formado. Estes agentes tendem
a penetrar ou mesmo a deslocar a proteina da interface, reduzindo a rigidez da superficie do filme

protéico.

Os valores do IEE dos hidrolisados com 4%GH foram ligeiramente superiores (41,4min
para HIPS70) aqueles dos hidrolisados com 2%GH (34,9min para HIPS70) e diferiram
significativamente (p<0,05), exceto o HIPS90 (Figura 17). Isto pode estar relacionado a uma
maior homogeneidade de peso molecular dos hidrolisados com 4% GH (Figura 12) que com
2%GH (Figura 11). Peptideos de baixo peso possivelmente deslocaram as proteinas intactas da
interface, diminuindo a estabilidade da emulsdo dos HIPSs com 2%GH. Entretanto, o
HIPS70/4% apresentou IEE semelhante ao da proteina intacta IPS70 (41min), ndo havendo

diferenca significativa entre eles (p<0,05). Os hidrolisados com 2% e 4% de GH (HIPS70,
HIPS80 e HIPS90) apresentaram valores de IEE decrescentes em funcdo do aumento de

temperatura do tratamento prévio (Figura 17), demonstrando o impacto do tratamento térmico

sobre as propriedades de emulsificagio dos hidrolisados.

Os resultados sugerem que tratamento térmico prévio das proteinas da soja associado a
baixo grau de hidrélise prejudicam as propriedades emulsificantes. Para sua melhor aplicagdo na
formulagdo de produtos é conveniente empregar temperaturas que ndo excedam 80°C e/ou

associado a grau de hidrélise superior a 2%.
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Valores médios de 2 dispersdes, em NaCl 0,1M, analisadas em triplicata.

Os resultados foram determinados em pH 7,0.

IEE = (Ay; - Ag) X typ/ Ag,onde: An = absorbincia no tempot, .

Barras com letras maiusculas diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
Pontos com letras minusculas diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 17. indice Atividade Emulsificante (IAE) e indice de Estabilidade de Emulsio ( IEE) dos
IPSs e de seus hidrolisados a 2 € 4% GH.
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4. 3. 3. Propriedades Geleificantes

A etapa inicial importante no processo de geleificagdo das proteinas globulares consiste no
aquecimento da solugdo protéica acima de sua temperatura de desnaturagdo. Apos o resfriamento,
os grupamentos expostos do polipeptidio desnaturado interagem-se, conduzindo a formag&o de
uma complexa rede que atua como uma matriz capaz de reter agua e outros componentes

(Damodaran, 1988).

A desnaturagio térmica e a formagdo de géis a partir de IPSs tém sido intensivamente
estudadas. Segundo Renkema ef al. (2000), a desnaturagao térmica € um pré-requisito para a
formagdo de gel obtido a partir de IPS e da fragdo glicinina, pois a temperatura de desnatura¢ao
térmica coincidia com a temperatura de geleificagdo. Para o IPS, a formacao de gel coincidiu com
a desnaturacdo térmica da B-conglicinina no pH 3,8 e 5,2 enquanto que, no pH 7,6 a formagao de
gel iniciou simultaneamente com a desnaturagdo da glicinina. Além disto, os autores relataram
que a geleificagdo da glicinina sempre inicia a uma temperatura acima (92°C) de sua temperatura
de desnaturagdo (88°C, pH 7,60), indicando que a fracdo 7S ndo forma gel na mesma

concentragao (10%).

Os resultados encontrados nas determinagdes da dureza dos IPSs e dos HIPSs estdo
apresentados na Figura 18. O tratamento térmico afetou significativamente (p<0,05) a dureza dos
géis obtidos a partir dos IPSs, com redu¢do marcante a partir de 80°C (4,1+0,13 N para IPSn e
1,6£0,06 N para IPS80). Embora o perfil eletroforético das proteinas totais dos IPSs (Figura 5)
ndo apresentasse diferencas de composicio de suas fragdes devido ao tratamento térmico, a partir
de 80°C houve uma reducio significativa do contetido de sulfidrila livre (Tabela 5), reduzindo a
possibilidade de formagio de ligagdes dissulfeto durante o processo de geleificagido e, assim,

diminuindo a dureza do gel obtido.
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De acordo com Schmidt (1981), as interacdes hidrofobicas sdo importantes nas reagoes de
dissociagdo e associag¢do, as quais iniciam o processo de geleificacdo e também estdo envolvidas
na reorientagdo dos filamentos do gel sob resfriamento resultando num aumento da dureza e da
estabilidade. Utsumi & Kinsella (1985a,b) demonstraram que as forgas envolvidas na formagao da
rede de géis obtidos a partir de IPSs eram devidas as pontes de hidrogénio e interagdes
hidrofobicas, enquanto que, a manutengdo da rede formada é devida as ligagOes dissulfidicas e
pontes de hidrogénio. Segundo Kang et al. (1991) e Furukawa & Otha (1982), a dureza e a
elasticidade dos géis de IPS dependem da formag@o de ligagdes dissulfeto.

A hidrolise enzimatica das proteinas promoveu a formagdo de géis extremamente frageis.
A hidrolise do IPS nativo a 2%GH, diminuiu a dureza em aproximadamente 3 vezes de 4,1N para
IPSn e de 1,4N para HIPSn/2%GH. Nao foi possivel a medida da dureza dos géis obtidos a partir
do HIPS80 e HIPS90 com 2% de GH devido a sua fragmentagdo. A medida da dureza dos géis
obtidos a partir dos HIPSs com 4% GH, foi possivel apenas para o HIPS90 (Figura 18), cujo
valor (0,6+0,02N) ndo diferiu significativamente (p<0,05) da dureza do gel obtido a partir do
HIPS70/2% GH.

O tratamento prévio do IPS a 80°C resultou na desnaturagéo total da fracdo 7S e parcial
da fragdo 11S, bem como, o aparecimento de peptideos de baixo peso molecular apos a hidrolise
enzimatica (Figuras 11 e 12). Nos HIPSn/2% e HIPS70/2% observou-se ainda a presenca das
fracdes 7S e 118 intactas, enquanto que, nos demais hidrolisados estas fragoes foram quase ou
totalmente hidrolisadas. A permanéncia das fragdes intactas pode ter permitido a formag@o do gel,
enquanto que, nos demais hidrolisados, a formagdo da rede foi dificultada pela presenga de
peptideos de baixo peso molecular, que possivelmente propiciaram um aumento da carga efetiva e

uma diminuicdo das interagdes proteina — proteina (Hillier ez al., 1980).
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Figura 18. Perfil de dureza dos géis obtidos a partir dos isolados protéicos de soja (IPSs) e de
seus hidrolisados (HIPSs).
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4. 4. Aparéncia macroscopica dos géis obtidos a partir de IPSs e de HIPSs

Segundo Damodaran (1996) as proteinas formam géis translicidos ou do tipo coagulo,
que sio opacos. O tipo de gel depende das propriedades moleculares da proteina e das
caracteristicas da solugdo utilizada. Géis opacos sdo resultado de interagdes hidrofobicas que
ocorrem antes da desnaturagdo. Os agregados insoluveis formados associam-se ao acaso,
formando géis tipo coagulo ainda durante o aquecimento da solugdo protéica. No entanto, géis
translucidos sdo resultado de redes ordenadas formadas por agregados soliveis, cuja associagdo
predominantemente através de pontes de hidrogénio, ocorre mais lentamente durante o

resfriamento da solugio.

O pH exerce uma forte influéncia nas propriedades de retengdo de agua de géis devido as
mudangas na densidade de cargas que determinam o grau de agregagdo ao acaso. A densidade de
cargas na proteina é de grande importéncia no tipo de estrutura do gel formado. A pH 7,6 os géis
formados apresentam-se translicidos e sem a presenga de granulos, enquanto que, géis obtidos em

pH 3,8 sdo opacos e granulares (Puppo et al., 1995; Renkema et al., 2000).

As Figuras 19 e 20 mostram, respectivamente, a aparéncia dos géis obtidos a partir dos
IPSs e de seus hidrolisados. Os géis obtidos com os isolados com baixo grau de desnaturagéo,
IPSn e TPS70, mostraram-se translicidos e homogéneos, enquanto os géis obtidos com isolados
com maior grau de desnaturagdo, IPS80 e IPS90, apresentaram-se opacos, €sponjosos € com a
presenga de granulos. Nenhum dos géis obtidos a partir dos isolados apresentaram perda de agua
ou exsudagdo apos o resfriamento e corte. Os géis obtidos de hidrolisados com 2% de GH
apresentaram diferentes caracteristicas. Enquanto os géis dos hidrolisados obtidos de proteinas
pouco desnaturadas (HIPSn e HIPS70) mostraram-se opacos € com exsudacdo (Figura 20 a;b),
aqueles obtidos de hidrolisados obtidos de proteinas com maior grau de desnaturagdo,
apresentaram maior translucidez, sem exsudagdo aparente e apresentando uma textura esponjosa
(Figura 20 c;d). Os géis obtidos de hidrolisados com 4% de GH eram extremamente frageis,

fragmentando-se ao serem manuseados e apresentando grande exsudacao (Figura 20 e; f).
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Em relagdo aos IPSs, os resultados sugerem que nos géis formados por proteinas
previamente desnaturadas, as interagdes hidrofobicas foram favorecidas, ocorrendo a formagao de
géis opacos, enquanto que nos géis obtidos com proteinas nativas ou pouco desnaturadas, houve a

formacgdo de agregados soliveis com a formagdo de rede ordenada.

Nos géis obtidos a partir dos HIPSs com 2% de GH , os resultados sugerem que foram
formadas redes diferentes daquelas dos géis com a proteinas intactas. Nos hidrolisados HIPSn/2%
e HIPS70/2%, grande parte das fragdes protéicas permaneceram intactas apos a hidrolise (Figura
11) e foram desnaturadas devido ao tratamento térmico para inativa¢do da enzima, favorecendo a
formagdo de géis opacos. Os hidrolisados HIPS80/2% e HIPS90/2% apresentaram menor
proporgdo de proteinas intactas, possibilitando, possivelmente outras interagdes, que ndo a

hidrofdbica na formagio de rede mais ordenada e de menor opacidade do que os anteriores.

4. 5. Microestrutura dos Géis Obtidos a partir dos IPSs e dos HIPSs

O conhecimento da relagdo entre a microestrutura e a textura pode ser utilizada tanto para
otimizar o processamento de alimentos como para o desenvolvimento de novos produtos com as

qualidades sensoriais desejadas.

As micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos géis obtidos
a partir dos IPSs e de seus hidrolisados protéicos (HIPSs) sio mostradas nas Figuras 21, 22 e 23.
Os géis dos isolados IPSn e IPS80 (Figura 21a,c) apresentaram microestruturas semelhantes, na
forma de conglomerados distribuidos de forma homogénea. O IPS70 (Figura 21b) apresentou gel
onde as particulas se associaram na forma de corddo de contas, enquanto que, o IPS90 (Figura
21d) apresentou estrutura com filamentos, na forma de um corddo de contas, mas dispostos
linearmente. Interessante notar que embora macroscopicamente os géis do IPSn e do IPS80
apresentassem aparéncia e dureza diferenciadas (Figura 19), ndo foi possivel observar diferencas

em sua microestrutura (Figura 21a,c).
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A estrutura dos géis obtidos a partir dos HIPSs com 2 % de GH, quando observadas sob
aumento de 3500 vezes (Figuras 22a, b, ¢), ndo se mostrou diferente das estruturas observadas
para os géis obtidos a partir dos isolados. Na Figura 22d, obtida com aumento de 150 vezes,
observou-se uma estrutura esponjosa do gel, que havia sido observada a “olho nu”. As imagens
apresentadas nas Figuras 22a,b,c foram obtidas das paredes dos géis que apresentaram estruturas
semelhantes as apresentadas na Figura 22d (HIPS80/2%GH).

As amostras dos géis obtidos a partir dos HIPSs com 4%GH foram as que apresentaram a
maior perda de agua apds o resfriamento. Este comportamento pode ser, em parte, explicado
pelas imagens das suas micrografias obtidas. O HIPS70/4%GH (Figura 23a) apresentou uma
estrutura muito diferenciada das demais e caracterizada por formagdes estratificadas. As Figuras
23 b,d mostram a estrutura dos géis obtidos a partir do HIPS80/4% e do HIPS90/4%, que
apresentaram particulas associadas na forma de conglomerados.Quando observados com menor
aumento (150 vezes), os géis dos hidrolisados com 4%GH também mostraram uma estrutura
pouco coesa, formada por blocos sobrepostos (Figura 23c, €), que podem ter contribuido para a

sua baixa capacidade de retenc@o de agua.

Os géis obtidos a partir dos HIPSs com 2 ou 4% de GH apresentaram grande perda de
agua, que pode estar associada ao tipo de estrutura formada, com grandes poros e/ou pouco
coesas. Segundo Hermansson (1983; 1986), a perda de 4gua pelos géis pode ocorrer de 2 formas:
(1) Se houver uma tendéncia de aumentar as interagdes proteina-proteina e se estas tiverem um
carater homogéneo, o gel tendera a encolher, perdendo agua devido a diminuigdo de volume; (2)
Se houver interagdes fortes localizadas, podera ocorrer uma separagio de fases e a formagéo de
uma estrutura grosseira onde grandes capilares sdo formados entre os agregados, e a agua fica
presa menos firmemente, podendo ser expelida facilmente. Nos géis obtidos de HIPSs,
possivelmente, ocorreu a segunda forma de perda de agua. A presenga de peptideos de baixo peso
molecular e de proteinas intactas ou de peptideos de maior peso molecular podem ter gerado
zonas de fortes interagdes, formadas pelas proteinas intactas e/ou de alto peso molecular e de

zonas onde as interagdes eram mais dificeis, formadas pelos peptideos de baixo peso molecular.
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(a) (b)
(©) (d)

Figura 19. Aparéncia dos géis obtidos a partir dos IPS nativo e tratados termicamente, na

concentrag@o de 14% de proteina (p/p) em solugdo de NaCl 0,1M, pH 7,0 e aquecido a 95°C/30".
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(e) (H

Figura 20. Aparéncia dos géis obtidos a partir dos HIPSs com 2 e 4% de GH, na concentracdo de
14% de proteina (p/p) em solugio de NaCl 0,1M, pH 7,0 e aquecido a 95°C/30".




Figura 21. Micrografias obtidas por MEV dos géis obtidos a partir dos IPSs: (a)
IPSn, aumento de 3500 vezes; (b) IPS70, aumento de 3500 vezes; (c) IPS80,
aumento de 3500 vezes; (d)IPS90, aumento de 3500 vezes.
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(d)

(©
Figura 22. Micrografias obtidas por MEV dos géis obtidos a partir dos HIPSs:
(a) HIPSn/2%GH, aumento de 3500 vezes; (b) HIPS70/2%GH, aumento de
3500 vezes; (c) HIPS80/2%GH, aumento de 3500 vezes; (d) HIPS80/2%GH,

aumento de 150 vezes;
T



Figura 23. Micrografias obtidas por MEV dos géis obtidos a partir dos HIPSs:
(a) HIPS70/4%GH, aumento de 3500 vezes; (b) HIPS80/4%GH, aumento de
3500 vezes; (c) HIPS80/4%GH, aumento de 150 vezes; (d) HIPS90/4%GH,
aumento de 3500 vezes; (e) HIPS90/4%GH, aumento de 150 vezes.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que:

1. Os tratamentos térmicos empregados permitiram obtengdo de isolados com diferentes graus de
desnaturagdo, porém ndo acarretaram em mudangas do perfil eletroforético (SDS-PAGE) das

proteinas totais e das proteinas soluveis.

2. O isolado protéico de soja nativo e os isolados tratados termicamente apresentaram

propriedades funcionais diferentes:

(a) o tratamento térmico diminuiu significativamente (p<0,05) a solubilidade dos IPSs a
temperatura acima de 80°C, devido possivelmente a formagido de agregados insoluveis, com a

participacdo de ligacdes dissulfeto;

(b) a atividade emulsionante aumentou nos IPSs tratados termicamente, com excegdo do IPS90,
que apresentou resultados iguais ao IPSn, enquanto que, a estabilidade da emulséo decresceu com

o aumento da temperatura do tratamento térmico;

(c) o aumento da temperatura do tratamento térmico das proteinas diminuiu significativamente

(p<0,05) a dureza dos géis.

3. A hidrolise enzimatica dos IPSs com diferentes graus de desnaturagdo levou a obtengdo de
hidrolisados com diferentes caracteristicas de distribuicdo de peso molecular e de carater
hidrofilico. Estas diferencas foram, possivelmente, devidas aos diferentes graus de desnaturagio

das fragdes 7 e 11S dos IPSs em fungdo dos tratamentos térmicos empregados.
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4. Os hidrolisados obtidos, com mesmo GH, apresentaram propriedades funcionais distintas,

dependendo do tratamento térmico prévio sofrido pelos IPSs:

(a) hidrolisados oriundos de IPSs com maior grau de desnaturagdo apresentaram maior
solubilidade. Nenhum hidrolisado, no entanto, apresentou solubilidade superior ao IPSn ou IPS70.
A hidrolise a 2 e 4%GH resultou em aumento significativo da solubilidade apenas em pHS (pI) e a
efetividade da protedlise no aumento da solubilidade foi dependente do tratamento térmico sofrido

pelo IPS e do pH da solug@o;

(b) a atividade emulsionante dos hidrolisados com 4%GH foi maior que a atividade apresentada
pelos hidrolisados com 2%GH e os HIPSs com 4%GH ndo apresentaram diferengas entre si. A
estabilidade da emulsdo dos HIPSs com 4%GH foi, em geral, superior ao dos HIPSs com 2%GH.
O aumento da temperatura do tratamento térmico previamente empregado nos IPSs resultou em

diminui¢do da estabilidade da emuls@o dos HIPSs;

(c) a hidrolise resultou em géis frageis e com menor dureza que os géis obtidos com o IPS. A
estrutura dos géis dos hidrolisados, ao contrario da formada pelo IPS, mostrou-se esponjosa, com

grandes poros e baixa capacidade de retengio de agua.



6. CONSIDERACOES GERAIS

A hidrélise enzimatica controlada vem sendo amplamente estudada com o objetivo
de modificar ou melhorar propriedades funcionais de proteinas de diversas fontes. E
atualmente utilizada na produgdo de alguns tipos de isolados protéicos de soja, mas tem
grande potencial na modificagdo de proteinas que, devido a auséncia de propriedades

funcionais desejaveis, ndo sdo incorporadas a sistemas alimentares.

Embora inimeros trabalhos sobre modificagdo ou melhoria de propriedades
funcionais de proteinas utilizando hidrélise enzimatica controlada tenham sido realizados,
poucos trabalhos levaram em conta o histérico térmico das proteinas estudadas. Os
resultados obtidos no presente trabalho sugerem que alteragdes na conformagdo das
proteinas levam a modificagdes na reagdo de hidrolise bem como em seus hidrolisados,
resultando em produtos com diferentes caracteristicas funcionais. Desta forma, quando a
hidrélise controlada ¢é utilizada como ferramenta para melhoria/modificagdo das
propriedades funcionais, deve-se ter em conta que 0 apenas 0 controle das condi¢bes € do
grau de hidrélise ndo garantem a obtencdo de produtos com as caracteristicas desejadas, o

estado da proteina também ¢ um importante fator a ser considerado.

Hidrolisados protéicos, obtidos por hidrolise extensa, sdo amplamente empregados
na formulagio de alimentos para pessoas com necessidades especiais. A inclusdo destes
hidrolisados em diferentes sistemas alimentares é um grande desafio. Foi possivel observar
no presente trabalho, que a presenca de peptideos, produto da hidrélise enzimatica, pode
causar impacto nas propriedades funcionais de proteinas. Pesquisas que contribuam para
uma melhor compreensdo do efeito da adigéo de hidrolisados em diferentes tipos de
alimentos podem contribuir para aumentar a gama de produtos oferecidos para parcela da

populacdo que necessita consumir este tipo de produto.
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