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Estou cansado, é claro,
Porque, a certa altura, a gente tem que estar cansado.
De que estou cansado, nio sei:
De nada me serviria sabé-lo,
Pois o cansagd fica na mesma.
A ferida déi como déi
E ndo em fungao da causa que a produziu.
Sim, estou cansado,
E um pouco sorridente
De o cansago ser $0 isto
Uma vontade de sono no corpo,
Um desejo de ndo pensar na alma,
E por cima de tudo uma transparéncia lacida
Do entendimento retrospectivo...
E a luxdria inica de n&o ter ja esperangas?
Sou inteligente; eis tudo.
Tenho visto muito e entendido muito o que tenho visto,
E ha um certo prazer até no cansac¢o que isto nos da
Que afinal a cabega sempre serve para qualquer coisa.

(Alvaro de Campos)
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RESUMO GERAL

Ha um interesse constante pela utilizagdo do sangue gerado por abates em
frigorificos tanto pela solugdo do problema ambiental causado pelo descarte
deste sem prévio tratamento, quanto recuperagdo e aproveitamento das
proteinas constituintes deste tecido, que possuem altissimo valor biolégico e
funcional. Este trabalho propds-se a testar o método de saturagédo com sulfato
de aménio na recuperacgao das duas principais fragdes protéicas do sangue, a
partir do soro sanglineo. As albuminas (BSA) e globulinas (GB) isoladas
foram desidratadas por dois métodos de secagem e caracterizadas quanto
sua composigdo quimica, solubilidade, propriedades espumantes e
emulsificantes. Sua qualidade nutricional foi avaliada através da
digestibilidade in vitro e da composi¢éc de aminoacidos e minerais. O método
utilizado, apesar de seletivo, separa fragcbes com caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes e, portanto a utilizacdo das fragbes para fins
farmacéuticos exige um posterior passo de purificacdo. As duas fragbes
obtidas s@o compostas de aproximadamente 85% de proteinas, limitadas em
30% de triptofano (BSA) e 12% em isoleucina (GB), e com digestibilidades
idénticas (91 e 98%) (p<0,05) a da caseina (80%). As fracdes apresentaram
excelentes propriedades funcionais, sendo gue a BSA mostrou-se bem mais
solivel que a GB, nao tendo sofrido influéncia da variagdo do pH. Sua
capacidade de formagao de espuma (CFE) comparou-se a da proteina da
clara de ovo, sendo superior em pequenas concentragbes de proteina. A
BSA, apesar de mesma CFE, forma uma espuma menos estavel que a GB.
As diferencas encontradas nos métodos de secagem s&o relevantes, tendo a
secagem em spray melhorado as propriedades funcionais estudadas das
duas fragbes protéicas, exceto a CFE da GB, e nao interferido na composigéo
quimica (centesimal e de aminoacidos). Portanto num escalonamento de
producdo de proteinas a partir do sangue bovino, seguramente poder-se-ia
fazer uso da secagem em spray dryer, por ser mais rapida € mais barata. No

entanto, através de um planejamento experimental, comparou-se o residuo



de secagem da BSA para saber se a fracdo do produto mantido nas
condicdes do spray por um tempo prolongado teria suas caracteristicas
funcionais modificadas. Esse indicador de desnaturacdo foi observado,
revelando que as condicbes de secagem em spray devem ser controladas.
Mesmo assim, a BSA na forma de residuo apresentou boa solubilidade e
propriedade emulsificante, mas certamente isto se deve a sua estrutura
compacta e com muitas pontes dissuifeto.

PALAVRAS CHAVE: BSA, propriedades funcionais, precipitacéo
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ABSTRACT

it has been a constant interest in the utilization of animal blood from slaughter
houses not only because of the intrinsical value of their constituents, mainly the
proteins, but also to solve environmental problems. In this research the two main
bovine protein fractions, the albumin (BSA) and globulin (GB) were isolated by
using respectively 50% and 80% saturation with ammonium sulphate. The isolated
fractions were dehydrated by two methods of drying (freeze drying and spray
drying) Chemical composition and technologicatl properties (solubility, foaming,
emulsifying capacity and stability) were studied in the dehydrated powders. Protein
content of two fractions was respectively, BSA 83%, GB 84-85%. BSA was 30%
limited in tryptophan and GB 12% in isoleucine and protein digestibility was above
95% for both fractions. Both fractions presented excellent protein solubility. BSA
was less sensitive to changes in pH than GB. Foaming capacity was very high in
both fractions (equal or better than egg white). The influence of the drying methods
was relevant. The drying method did not influence significantly the composition and
the functional properties studied, except for the emulsifying capacity of GB that
was decreased in the spray dried sample. The data suggested that for industrial
operation the spray drying could perfectly replace the freeze-drying method. A
factorial planned experiment was performed to compare the fractions that come out
naturaily from the spray drying with the portion that remains inside the equipment
during the entire drying period. it was demonstrated that the retained sample
(called BSA residue) was significantly affected by prolonged heat treatment. Even
dough the solubility and emulsifying properties of this sample remained high but
significantly inferior BSA that was collected naturally out of the spray drying. The
nutritional index estimated (PDCAAS) ranged from 80% for lyophilized BSA to 91%
for the spray dried GB, compared to 86% for casein.

KEYWORDS: BSA, functional properties, precipitation
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Capitulo1. Consideragdes Gerais

1.1 Introducéo

Q problema da desnutricdo nao é um fato isolado gue se refere apenas a
paises subdesenvolvidos, ele esta associado em geral a niveis sociais mais baixos
onde 0 acesso a diversidade de alimentos & limitado.

0O sangue animal contém em torno de 18% de proteina, semelhante a
carne, e suas proteinas, apresentam elevado valor nutritivo e excepcionais
propriedades funcionais, porém seu uso é limitado devido o conceito asséptico do
consumidor (GOMEZ-JUAREZ et al., 1999). Os abates, no Brasil, em 1997,
chegaram a 194.180 toneladas, ano em que houve uma queda no numero de
abates (ANUARIO PECUARIO 98/99). A produgdo de sangue anualmente nos
abatedouros fica ao redor de 150 milhdes de litros de sangue, que até o momento
é mal aproveitado, sendo usado, apenas em parte, em ragdes para animais ou
fertilizantes (PENTEADOQ et al., 1979). Considerando que a média dos pesos dos
animais seja 750 Kg, sendo 10% a frac@o pertinente as proteinas do sangue, no
melhor processo de sangria apenas 50% do sangue é recuperado, deixando-se de
utilizar o0 equivalente a 38Kg de proteinas para cada bovino abatido (RENUNCIO &
HAMAD, 1999). Além disso, o sangue dos abates & descartado em esgotos e rios,
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direto dos matadouros, sem prévio tratamento implicando num importante
fator de poluicéo.

Uma solugao encontrada para minimizar o problema da poluigdo causada
pelo sangue e evitar o desperdicio de proteinas € o desenvolvimento de alimentos

e o incentivo a pesquisa para a utilizacao de fontes alternativas de proteinas.

As proteinas do sangue vém sendo incorporadas a alimentos no intuito de
melhorar as propriedades emulsificantes, de retengao de agua e as propriedades
texturais de produtos carneos, panificados e de confeitaria (TYBOR et al., 1975;
WISMER-PEDERSEN, 1988; EL-SAYED et al., 1998) e o fato de possuirem baixa
quantidade de fibras permite uma digestibilidade maior evitando problemas
digestivos. O seu alto valor protéico faz com que produtos formulados com
proteina de sangue sejam competitivos com outros produtos existentes no
mercado. As possibilidades do uso em produtos comerciais a partir desta proteina
sdo diversas. alimentos enriquecidos, alimentos de consumo popular (leite em pé
como substituto da caseina, carne, queijo), usos medicinais e aplicactes
bioguimicas (transportador de ferro em anemias, substitutoc da caseina em
medicamentos, reagentes finos (albumina, heparina, fragdes...), meio de cultura e
usos diversos (plasticos de caseina, fragdo vermelha como corante em alimentos,
pintura a 6leo) (LARA ef al., 1977)).

Existe um interesse particular na BSA pelo fato de possuir em sua estrutura
além de todos os aminoacidos essenciais, 17 pontes dissulfeto que lhe conferem
estabilidade e propriedades funcionais fisioldgicas. Alguns autores (BOUNOUS et
al., 1989) atribuem o estimulo da resposta imune ao aumento da sintese de
giutationa celular. A glutationa € um polipeptidio composto por residuos de acido
giutamico e cisteina e, portanto o aumento de compostos sulfurados provoca um
aumento na producao deste polipeptidio.

Sendo assim, o projeto visa a utilizagdo do soro de sangue bovino como

matéria-prima para obtengao de fragOes protéicas com propriedades funcicnais
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tecnolégicas efou fisiolégicas diferenciadas que propiciem uma melhora
substancial de propriedades nutritivas e funcionais tecnolégicas quando
adicionados a alimentos de uso tradicional (farinhas, produtos carneos, emuisdes
graxas, etc.). Por outro lado, alguns desses ingredientes poderao servir de base
para a formulacao de produtos especiais que visam melhorar o estado de satide e
prevenir doengas em grupos especificos da populagdo como idosos, criangas
severamente desnutridas, criancas nascidas prematuras, pessoas com
deficiéncias imunoloégicas.

1.2 Estrutura do trabalho

O trabaltho encontra-se dividido em 6 capitulos, e no presente é feita uma
breve introdugao sobre as vantagens de se utilizar as proteinas do soro de sangue
bovino na manufatura de um produto alimenticio. Em seguida, estio apresentados
os objetivos especificos, que definem a estrutura do trabalho. Os demais capitulos
sdo constituidos cada um de Introdugdo, Materiais e Métodos, Resultados e
Discussao e Conclusdes.

O capitulo 2 & desenvolve uma revisdo sobre os assuntos abordados no
trabatho, como proteinas do soro sanguineo, métodos de separagcio e
propriedades funcionais. Este capitulo busca revisar alguns conceitos assim como
comparar trabalhos que vém sendo propostos nos Gitimos anos.

O capitulo 3 refere-se ao processo de obtencgao das frages protéicas do
soro sanguineo pelo método que apresentou maiores vantagens ao que se
pretendia o trabatho, ndo se preocupando com o grau de pureza das proteinas
obtidas. A caracterizagdo guimica usualmente adotada em alimentos consiste de
composicao centesimal e de aminoacidos. As propriedades nutritivas foram feitas
in vitro, e a disponibilidade protéica foi feita baseada num indice de corregao do
aminoacido limitante.
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Os capitulos 4 e 5 tratam das propriedades ditas funcionais tecnolégicas
das proteinas, ou seja, propriedades que interferem na textura, consisténcia ou
nas principais qualidades de um produto alimenticio. Nestes capitulos investiga-
se a influéncia de muitas variaveis, inclusive o processo de secagem, nas
propriedades de superficie e hidrofilicas das proteinas.

No capitulo 8, foi feito um planejamento de experimentos para comparar as
propriedades funcionais tecnoiégicas da BSA desidratada em spray que foi
recolhida ao final do tempo e em condiges programadas com o residuo que
permaneceu na camara de secagem até o final de todo o processo, e que
provavelmente esteve em contato com temperaturas mais elevadas por um tempo
muito mais longo. As caracteristicas quimicas desta nova amostra foram citadas e
comparadas também no capitulo3. O capitulo 7 apresenta as conclusbes gerais,
recomendagbes sobre o trabalho desenvolvido e algumas sugestées para o
trabalho futuro.

As nomenciaturas foram esclarecidas apenas nos titulos e na introdugéo
geral, e segue que BSA e a GB referem-se nao a proteinas purificadas e sima um
pool de proteinas obtidas por um primeiro processo de purificagio e concentracéo
onde a grande maioria compreende albuminas e globulinas, respectivamente.

1.3 Objetivos especificos

- obtengdo das fragbes BSA e GB do soro de sangue bovino;

- caracterizacao quimica das duas fracdes protéicas obtidas do soro
(composicao centesimal e de aminoacidos);

- propriedades funcionais tecnologicas (solubilidade, poder emulsificante e
espumante) dos concenirados protéicos, BSA e GB;

- efeito das diferentes técnicas de secagem nas propriedades tecnoldgicas
das fragbes BSA e GB
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Capitulo2. Revisao bibliografica

2.1 Histdria do fracionamento sangilineo

Desde o século XVII, as transfusdes de sangue tém sido uma tentativa de
remediar as perdas de sangue causadas por traumas, partos, hemorragias e
cirurgias. Antes da identificagdo dos anticorpos isoaglutinantes (fator Rh), as
transfusbes provocaram muitas mortes. A disponibilidade do sangue para a
transfusdo sempre foi um problema e a dificuidade era maior ainda durante as
guerras: periodos onde a pesquisa de quimicos em busca de um substituto
sintético para o sangue foi intensa (REVISTA, 2002).

O fracionamento das proteinas do sangue teve inicio nos Estados Unidos
antes da il Guerra Mundial (BUGOS, 1989). Os primeiros substitutos surgiram
durante a Segunda Guerra: os alemaes utilizavam solugées aguosas de PVP
(polivinilpirrolidona). O objetivo era apenas o de manter o volume sanguineo, uma
vez que esta solugdo ndo era capaz de transportar oxigénio e gas carbonico.
Durante a guerra do Vietnd, varias tentativas foram feitas, utilizando solugbes
aquosas de hemoglobina ou derivados. Embora mais eficaz do que ¢ PVP, os
efeitos colaterais incluiam complicagées renais sérias, que muitas vezes levavam
a morte (REVISTA, 2002).
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Em 1937, Dr. Edwin J. Cohn, professor em Harvard, mobilizou seu
laboratério para isolar uma fragao transfusivel do sangue, a BSA. Estudaram em
seus anos de experiéncia os efeitos de solventes, pH, forgca idnica, temperatura e
concentracéo de proteina na solubilidade, para projetar um novo método para
separagdao do pilasma em seus constituintes. Cohn adotou uma técnica que
empregava etanol a frio para a separagdo das proteinas do plasma. As células
eram removidas por centrifugacado e a remocéo deste era feita em liofilizadores
podendo a recuperacdo ser escalonada para produgédc industrial. Em 1941, foi
construida uma planta pilotoc em Harvard para produzir BSA em grande escala
(CREAGER, 1999).

A BSA foi idéntica quimicamente a HSA (soro albumina humana) em termos
de solubilidade, ponto isoelétrico, carga elétrica, mobilidade eletroforética e
sedimentagdo em ultracentrifuga. Apenas técnicas imunolégicas puderam
distingui-las. Infelizmente, as diferencas residuais entre as proteinas do sangue
humano e bovino eram insuperaveis: irritantes antigénicos na albumina de soro
bovino ndo puderam ser purificados bioguimicamente, condenando a utilizagdo
médica da proteina bovina para feridos de guerra. (CREAGER, 1988). O maior
avanco no estudo e fracionamento de proteinas do sangue ocorreu durante fases
dificeis da historia, por necessidade. O objetivo de desenvolver e melhorar tais
tecnicas nao deve se perder, para que outros avang¢os possam ocorrer, afinal o
sangue € o meio de propagac¢ao da vida e de doengas.

2.2 Composigao

O sangue é um tecido de grande compiexidade, formado por elementos,
eritrécitos, linfocitos, granulécitos e plaquetas; de proteinas plasmaticas, soro
albuminas de mais de um tipo, com grupo sulfidril e sem, globulinas diversas,
algumas euglobulinas, algumas pseudogiobulinas, algumas lipoproteinas,
glicoproteinas ou mucoproteinas, proteinas envolvidas com a coagulacao

sangllinea, combinada com metal; os horménios que, por definicdo, sdo os
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mensageiros quimicos mas que t&ém muito raramente, sido separados do sangue e
caracterizados em seu estado natural; diversos anticorpos e componentes
complementos envolvidos corn a imunidade, e apesar de toda esta complexidade
ndo ha obstaculo teérico para isolar os constituintes protéicos de quaiquer tecido
ou para o estudo de suas interagbes com componentes bioldgicos (COHN et al.,
1950).

A manutencio da fluidez do sangue deve-se basicamente a anticoagulantes
naturais (heparina, antitrombina 3) e o processo de formacdo de um coagulo,
compreende em esséncia, em uma série de transformagbes proenzimas em
enzimas ativadas, culminado na formacdo da enzima trombina, que converte o
fibrinogénio soldvel em fibrina (polimero) insolavel.

O plasma é obtido pela adicdo de um agente anticoagulante ao sangue
integral e que através da centrifugacéo retira-se as células vermelhas. O soro
bovino é a parte liquida do sangue quando este, em condi¢des normais, forma a
rede de fibrina (codgulo). Portanto, o soro apresenta a mesma composicéo do
plasma diferindo apenas pelo fato de ndo ter o fibrinogénio e no lugar da
protrombina (inativa) possuir a trombina (ativa).

O plasma possui 92% de agua e 8% de solidos sendo que 6,5% s&@o
proteinas (3,3% albumina, corresponde a 50% da fragdo protéica do plasma) e
1,5% s3o0 sais, agucares, etc. (AVERY, 1972). O concentrado de plasma, com 7%
de umidade possui cerca de 72% de proteina sendo 42,8% albumina, 53%
globulina e 5% fibrinogénio (SGARBIERI, 1996), representando uma fonte
potencial de proteinas dietéticas de alta qualidade.

A BSA é uma proteina globular (66 kDa) com 580 residuos de aminoacidos
e 17 pontes dissulfeto entre as cadeias e 1 grupo livre de tiol no residuo 34, sendo
que constitui mais da metade das proteinas séricas (~60%). Ela € sintetizada no
figado e no corpo humano adultc esta em torno de 350g. O nivel normal de
albumina varia de 3 a 5 g por 100 mL de plasma (TANAKA, 1987). A estrutura
secundaria contém regides helicoidais, 54% de a -hélice e 40% de estrutura

9
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B(BOYE et al., 1996), “B-sheets” e “B-turns” e é responsavel pela conformacéo da

molécula; ja a estrutura terciaria e a quaternaria afetam a atividade bioldgica da
proteina assim como seu valor nutricional e sua funcionalidade como um
componente alimentar (SIKORSKI, 1997).

Os loops helicoidais dobram-se para formar bolsdes hidrofébicos que ligam
e transportam varias substincias importantes como acidos graxos, bilirubina e
muitas outras drogas (ROUHANA et al., 1997), sendo a principal responsavel pela
manutencio da pressao osmdtica do sangue. A complexacéo da-se normalmente
por ligacdes ndo covalentes e frequentemente é reversivel e nao especifica
(SGARBIERI, 1996).

Devido suas pontes dissulfeto, possui diversas propriedades tecnolégicas
como hidrofobicidade que esta ligada diretamente com a propriedade espumante e
boa capacidade de geleificagio, além de se tornar uma moiécula bastante estavel
e soliivel em solugdo aguosa. S30 essas pontes que organizam as moléculas em
seus dominios e é exatamente no terceirc dominio que os acidos graxos se ligam
e com isso estabilizam a molécula de proteina, aumentando a temperatura de
desnaturacio da BSA. No ponto de transicdo térmica de desnaturagdo da BSA
(65°C), a maioria das moléculas de BSA perde seus acidos graxos ligados (que
estabilizam a molécula termicamente) resultando em desnaturagdo. Pequenas
quantidades retém o acido graxo e sdo estruturalmente estaveis a 78°C. O ponto
isoelétrico da BSA de soro sanguineo é 4,9 (RAEKER & JOHNSON, 1985).

Propriedades nutritivas e fisiologicas das proteinas do sangue bovino

Historicamente, o estado nutricional de populagdes vivendo em paises
industriaimente desenvolvidos pode ser mostrado pelo desbalanceamento
alimentar pelo excessivo consumo de gorduras, aclcar e sal ou pela diminuigao
consideravel da ingestso de proteinas de alto valor bioi6gico, vitaminas, minerais e
fibras. Estudos epidemiolégicos tém confirmado que esta deficiéncia nutricional &

a grande causa de doengas cronico-degenerativas, doencas tais responsaveis por

10
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70-80% da mortalidade nos paises desenvolvidos e cerca de 40% naqueles em
desenvolvimento. Sendo assim, novas fronieiras se abrem ligando nutricéo e
medicina com o surgimento do conceito de alimentos funcionais. A nutricdo
continua o seu papel de fornecer nutfrientes, mas a descoberta de que certos
alimentos contém componentes ativos capazes de reduzir o risco de doengas,
inclusive o cancer, altera a visao de alimento comum.

Quando comparado com as necessidades minimas indicadas pela
FAO/WHO (1990), todos os aminodcidos essenciais presentes no soro de sangue
superam o perfil recomendado tanto para criangas (2 - 5 anos) como para adultos.
Além disso, as proteinas de soro sangiiineo possuem altos niveis de aminoacidos
com funcgdes especificas como leucina, valina e fisina, cuja importancia para a
nutricho humana é muito grande. O perfil de aminoacidos & importante na
avaliagdo da qualidade nutritiva da proteina, enquanto que a digestibilidade é um
determinante primario  da biodisponibilidade @ desses  aminoécidos
(FAO/WHO,1990).

PENTEADO et al.(1979) determinaram a composicdo em aminocacidos
essenciais das fracbes protéicas do sangue bovino, que é mostrada na Tabela 1,
comparativamente ao padrac estabelecido pela FAO/WHO.

11
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Tabela 1. Composicao de aminoacidos essenciais para fraciies de proteina do sangue
bovino {g/100gP}.

Aminoacido BSA GB Globina FAO/WHO
Lys 8,80 5,78 7,47 5,80
His 2,26 2,13 533 1,90
Thr 3,98 6,66 3,73 3,40
Val 6,13 8.00 10,10 3,50
¥z Cys + Met 4,42 5,36 1,30 2,50
lleu 2,02 2,62 0,50 2,80
Leu 9,28 6,93 11,18 6,60
Tyr + Phe 8,98 15,89 7,49 6,30

Fonte; Adaptado de Penteado, et .al., 1979.

WISMER-PEDERSEN (1879) concluiu que em virtude de suas limitagOes
em isoleucina e metionina, o sangue deve ser utilizado juntamente com proteinas
que suplementem estes aminoacidos. Segundo o autor, a mistura usada em
emulsdes (47% de sangue e 53% de caseinato) apresenta um indice quimico de
94,0 em relacdo ao padrdao da FAO, sendo a metionina o primeiro aminoacido
limitante.

Uma das vantagens do uso da BSA, além de suas propriedades funcionais
tecnoldgicas e nutritivas, € seu provavel efeito sobre o sistema imunolégico.
Segundo SMITHERS et. al. (1996), o mercado de alimentos funcionais fisiologicos
esta crescendo rapidamente, principaimente em paises da Asia e América do
Norte. Tanto os consumidores quanto a indUstria estao interessados em alimentos
que oferecam beneficios a saldde, pois os custos de cuidados com saude
relacionadas a doencas associadas a dieta, estao crescendo.

PETERS et al. (1977) mediram as propriedades antigénicas de 14
fragmentos de BSA obtidos pela clivagem com pepsina, tripsina e brometo de

cianogénio. Técnicas de precipitina, ligagdo e blocagem foram empregadas

12
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usando antisoro de coelho contra a BSA e dois de seus fragmentos, o terminal —
COOCH e o terminal -NH,. Todos os sete fragmentos maiores que 21000 Da
formaram precipitados imunes, porém estes precipitados n&o foram formados com
fragmentos menores, apesar destes possuirem os sitios antigénicos. O
comportamento antigénico da BSA e seus fragmentos evidenciam uma grande
distribuicdo de multiplos sitios antigénicos. Alguns sitios s&o tipicos em sua
reatividade seletiva com populagbes distintas de anticorpos. Qutros mostram a
propriedade nao-usual de reatividade com populagbes comuns de anticorpos,

refletindo homologia na composigdo estrutural da BSA em localizagbes distantes.

De acordo com BRINK (1996), as proteinas do soro de leite possuem a
capacidade de aumentar a resposta imune, elevar os niveis de glutationa celular e
aumentar a longevidade. Sabe-se que a albumina de soro (BSA) € a mesma para
o sangue e para o leite, e que esta seria uma das maiores responsaveis pelo
aumento nos niveis de glutationa. A glutationa € um tripeptidio composto por
cisteina, acido glutédmico e glicina e atua no organismo como um potente agente
antioxidante e desintoxicante e que evita a formagao de perdxido de hidrogénio,
neutraliza a acdo de metais toxicos como o ferro e aluminio, carcindégenos
quimicos e a peroxidagio de lipidios nas membranas das células. A glutationa
protege contra alteragdes no DNA causadas por raios X e luz ultravioleta,
ajudando ainda a manter a capacidade carreadora de oxigénio das células
vermethas do sangue.

Os cientistas acreditam que esta capacidade em aumentar a resposta
imune e os niveis de glutationa, sugerida para a BSA do soro sangliineo depende
grandemente dos peptidios de glutamilcistina formados no processo de digestao
da BSA. E muito importante preservar esses peptidios para manter a integridade
da proteina e a sua funcionalidade. Se essas ligagbes forem rompidas, as
proteinas ficam mais expostas as enzimas digestivas que poder&o destruir sua
integridade, eliminando suas propriedades fisiolégicas (BRINK, 1996).
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Certamente, apos a descoberta da importdncia de certas proteinas
presentes no soro de sangue, que possuem propriedades fisioldgico/funcionais
especiais, se faz necessaria a expansadc de sua aplicagao dentro da area de
alimentos funcionais fisiolégicos e do desenvoivimento de novas técnicas, para
sua producio, mantendo as caracteristicas estruturais e conformacionais de cada
proteina, por que disto parece depender sua atividade bioldgica.

2.3 Processamento do soro: cuidados adotados

Durante toda seqiiéncia de operagdes do processamento do sangue para
obtencdo de soro e plasma, isto &, desde a coleta até sua utilizagao, torna-se
necessdario a manutencdo da higiene e cuidados sanitarios, que podem ser
encontrados no Reguiamento da Inspegao Industrial @ Sanitaria de Produtos de
Crigem Animal (RISPOA).

O método de coleta € um dos fatores que determinam o grau de
contaminagdo além do rendimento de obtencdo do sangue. A coleta em
recipientes abertos nao deve ser utilizada quando o sangue se destina a uso
humano, pois propicia um alto grau de contaminacdo bacieriana proveniente tanto
da pele do animal durante as convulsGes pos-sangrias como da urina e do
conteido do rumem quando o esbfago € atingido durante a degola. Porém é
possivel a obtengdc do sangue com baixas contagens microbianas se, tanito ©
jocal da sangria na carcaga quanto o equipamento forem desinfetados antes da
coleta.

Segundo AKERS (1973), a coleta higiénica pode ser feita usando-se uma
faca cbncava e oca acoplada a uma mangueira flexivel que transporta o sangue
diretamente para recipienies fechados. A remoc¢do das células vermelhas,
geralmente é feita através de centrifugacéo por fluxo continuo ou pratos. Todas as
superficies que entram em contato com o sangue devem ser lisas, e as valvulas e
bombas devem ser projetadas de modo a minimizarem o problema de ruptura das

células sangliineas, © que provocaria o aparecimento de aroma e sabor
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indesejaveis. Aiém disso a forma e velocidade de rotagdo tem importancia critica
na separacao. O rotor utilizado usualmente é conico e a velocidade varia em torno
de 6000g (ALENCAR, 1983).

As fragbes podem ser desidratadas por varios métodos como a secagem
em rolos (drum dryer}, pulverizadores (spray dryer) ou liofilizadores (freeze dryer).

No spray dryer, o material é introduzido numa camara de secagem atraves
de pulverizadores (orificios com alta presséo) ou disco de rotagéo perfurado e sob
alta velocidade. As goticulas umidas do material aspergido s&o mantidas em
contato com um fluxo de ar aquecido por um periodo curto de tempo que varia de
1 a 10 segundos, por isso as perdas nutricionais do alimento sdo minimas. No
processo de liofilizag8o, ha uma inter-relagéo entre a temperatura do produto e da
prateleira, a pressdao da camara e o tempo. E baseado na sublimagdo do gelo
através da diminuicdo da pressao dentro da camara. Apesar de manter a estrutura
das proteinas intactas, pois se trabalha com baixas temperaturas e pressoes, €
um meétodo muito caro para ser usado na produgdo de plasma para fins
alimenticios sendo mais utilizado para a produgao de produtos farmacéuticos.

ERIKSSON & VON BOCKELMANN (1975), recomendam a uitrafiltragao
para concentrar o plasma de 9 a 20-25% de sélidos totais, a fim de diminuir custos
e danos as proteinas. A ultrafiliracio & possivel, pois 75% das proteinas do
plasma possuem peso molecular acima de 70000Da.

Além das indlstrias alimenticias, as proteinas tém um vasto uso em
industria de tecnologia de materiais, como a caseina, nha fabricagéo de adesivos, a
gelatina tem aplicagdo em colas quentes para encadernacao de livros e como
ligante/estabilizante em emulsdes fotograficas. A proteina de soja € usada como
agente espessante de papel e cola para madeira (DE GRAAF, 2000; SANDER et
al., 1997). Uma recente aplicagcdo € o uso de proteinas como surfactantes e
cosméticos. (DE GRAAF, 2000). A vantagem de aplicagbes técnicas,

diferentemente das alimenticias, € gue a desnaturacéo protéica ndo é reconhecida
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como um problema. Longe disso, € um pré-requisitc para o processamento e
obtencao de boa performance de proteinas em um material.

2.4 Métodos de obtencao das fragbes protéicas

Existem na literatura diversos métodos para separagdc das fracoes
protéicas (AVERY, 1972; HALLIDAY, 1973; LARA et al.,1977; GOMEZ-JUAREZ et
al., 1999; PORCELLI et al., 1982; KUBOTA et al., 1999). Os métodos envolvem a
interagdo de reagentes, organicos ou nao, na solubilidade da proteina. Quando
esta interagao diz respeito a sais-proteinas vale a regra citada abaixo.

2.4.1 Método de precipitacdo com sal

A precipitacdo de proteinas com sal (“salting out”) consiste em encontrar um
ponto de saturacéo da solugio de proteina pelo sal (1TO,2000). Nesta regi&o, o sal
exerce um efeito especifico na proteina que depende da natureza do sal e de sua
concentracao (SHIH ef al, 1992). COHN & EDSALL (1943} encontraram uma
relagdo entre a solubilidade da proteina e a forga idnica da solucgéo:

log S=4-K I
onde:
S é a solubilidade da proteina de interesse (g/kg de agua),
| a forga ibnica (mol/kg de agua),
Ks & a constante especifica de sal e proteina, e

B é a constante que depende da temperatura e da proteina mas néo do sal.
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1065

REGIAD SAETING OUT

REGIAD SALTING I

CONCENTRACRD DE SAL

Figura 1. Comportamento tipico de solubilidade de uma proteina em fungio do grau de
saturacio da solugao com sal.

O processo de precipitaggo € muito utilizado tanto nos passos de
recuperacio quanto de purificagio de proteinas. Ele pode ser induzido pela adicao
de uma variedade de agentes precipitantes, como sais inorgénicos, solventes
organicos, polieletrélitos ou polimeros néo idnicos (SHIAU & CHEN, 1967). Este
processo tem ampla aplicagdo como procedimento de isolamento na recuperagao
de proteinas tanto em escala industrial como no laboratério (SHIH et. al., 1992).
Pela equacéo anterior percebe-se que o tipo de sal tem uma enorme influéncia no
processo de separagdo. Resultados experimentais mostraram que anions
polivalentes em sais como sulfato de sédio e fosfato de sédio tém maiores valores
de K, mas que cations divalentes como magnésio ou calcio diminuem o valor
desta constante. No entanto, sais com cations univaientes e anions polivalentes
como o sulfato de aménio e sodio sdo os mais utilizados como precipitantes (SHiH
et. al., 1992).

Além disso a efetividade relativa do sal em precipitagdo de proteinas
obedece a série de Hofmeister que relata a interagdo entre os ions e os grupos
hidrofébicos da proteina. E a parte hidrofébica da proteina que governa o salting-
out da proteina na solugéo salina. O sal que possui grande efeito na série tende a

ter alta constante especifica (Ks) e com isso um maior efeito de diminuir a
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solubilidade. A tendéncia de o sal causar desnaturacdc da proteina €
inversamente relacionado com sua posicdo na série de Hofmeister (SHIH ef. al,,
1992), como segue:

Citrato> Sulfato> Fosfato> Cloreto> Nitrato> Tiocianato

Isto se deve ao fato da série relacionar as interagbes entre os ions e 0s
grupos hidrofobicos da proteina. Geralmente proteinas dobram-se em solugdes
aquosas € © nimero de residuos de aminoacidos hidrofébicos expostos é
minimizado. No entanto, uma analise tridimensional da estrutura da proteina
mostra que uma fragdo substancial desses residuos permanece na superficie, ndo
podendo, portanto se ignorar sua influéncia sobre as interagdes proteina-proteina
(SHIH et. al., 1992).

Precipitagao com suifato de amonio

Este procedimento para o fracionamento das proteinas consiste na adigéo
sucessiva de sulfato de amdnio a solugdo protéica e na remogao do precipitado
em cada passo. A quantidade de sulfato de aménio a ser adicionada para obter a
saturacéo desejada pode ser encontrada na literatura sob a forma de tabelas. Em
uma delas encontra-se a massa de sal a ser adicionada por litro de solugao (em

determinada condicdo de temperatura) para atingir uma determinada saturagao
salina.

As maiores vantagens do uso do sulfato de aménio (ENGLARD &
SEIFTER, 1990) s3o0:

1. Na saturacido, ele possui uma molaridade suficientemente alta que causa a
precipitagcdo da maioria das proteinas

2. Nao possui alto calor de dissolucéo e o calor gerado, é rapidamente dissipado

3. Esta solucao saturada {4,04M a 20°C) tem uma densidade (1,235g/cm’) que
ndo interfere na sedimentacao da maioria das proteinas por centrifugacao
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4. Esta solucdo concentrada previne ou limita o crescimento bacteriano
5. Protege a maioria das proteinas da desnaturacao.

Tem como desvantagem a necessidade do uso de técnicas de dialise ou
ultrafiltragio para a retirada do sal e que, apesar de seletiva, precipita outras
fragdes protéicas, prejudicando a pureza da amostra.

Método utilizando Polietilenoglicol (PEG) (POLSON & RUIZ-BRAVO, 1972)

Este método & utilizado para isolar alguns componentes do plasma humano
em escala industrial. Ele possui curvas de solubilidades das proteinas plasmaticas
sob diversas condigdes de pH com concentragdes de PEG variando de 0 a 20
g/100mL. Por n@o envolver reagdo quimica é um método menos danoso as
proteinas, porém o polimero também deveria ser eliminado apos a separacao da
proteina desejada. A remogéo ¢ feita pela precipitagao de sulfato de amdnio ou
alternativamente por métodos cromatograficos.

Portanto, o esforco com a dialise nao seria eliminado e o polietilenoglicol €
mais caro que o sulfato de aménio. Além disso, dependendo da fragéo precipitada,
na eliminagao do PEG {por exempio, de peso molecular 6000Da), utiliza-se sulfato
de amdnio saturado a 33% e com esta concentragdo de sal ocorre também a
precipitacdo de outras proteinas, o que néo auxiliaria em termos de pureza de
amostra.

Método de Cohn (COHN et al, 1946)

Conhecido como método 6 de Cohn, é o principal método de fracionamento
de plasma nos Estados Unidos, sendo usado em escala industrial para a produgio
de albumina humana para uso clinico. Ele exige a variagdo da forga iénica do
solvente, pH, temperatura, conceniracio de etanol e de proteina plasmatica. 0
processo € trabalhoso e criterioso, além disso, para a obtengio da fracao V

(albumina) é necessario fazer uma previa separagéo de outras quatro fracbes. As
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fracbes saem com mais componentes, sendo que para obtencéo da proteina com
aito grau de pureza & imprescindivel um processo de purificagao.

Método de Schneider (SCHNEIDER et al., 1975)

A albumina neste método pode ser isolada pelo aquecimento da solugao na
presenca de caprilato de sédio (0,004M) e depois concentrada pela precipitacéo
com Polietilenoglicol (PEG) ou por ultrafiliragao. A solugao final pode ser ajustada
para a concentracéo de proteina desejada (SCHNEIDER et ai., 1976).

Tem como vantagem apenas dois passos para isolar a albumina, o baixo
custo e a viabilidade de producdo em grande escala, porém faz-se uso de uma
temperatura alta (68°C) a qual desnatura outras proteinas sendo a albumina.
Seria interessante seu uso, caso a proteina desejada fosse apenas a albumina e
globulinas desnaturadas.

2.5 Eletroforese

A caracterizacdo das proteinas fracionadas pode ser feita determinando-se
a pureza, 0 peso molecular, o tamanho e a presen¢a de subunidades e pela
anélise de aminoacidos.

Métodos eletroforéticos dao algumas das mais simples e freglientemente,
mais sensiveis aproximacbes para determinar o numero de componentes
protéicos em uma amostra. Sao usados de acordo com a natureza e
caracteristicas da proteina a ser testada, seja para o fracionamento ou apenas
para a caracterizacao da amostra (GARFIN, 1990).

As eletroforeses podem ser realizadas em sistema continuo, pela aplicacao
direta da amostra no gel de separagdo, ou por sistema descontinuo, onde a
amostra é aplicada num gel de concentracao antes de ser separada em seus
componentes. O gel de concentragso difere do gel de separag¢do pelo tamanho de
poros e pH além de ter a fungdo de concentrar as proteinas de forma que a
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resolugdo nao dependa do volume inicial da amostra. Os sistemas descontinuos
mais amplamente usados sd@o o de Ornstein-Davis (condigbes néo dissociantes) e
Laemmli (condigbes dissociantes) (GARFIN, 1990).

Sistema descontinuo de Laemmli (SDS-PAGE)}

O método consiste em solubilizar microgramas da proteina em
dodecilsulfato de sodio (SDS) a quente. O detergente anidnico em excesso se liga
fortemente, com a maioria das proteinas, numa propor¢do de aproximadamente
1,4 mg de SDS/mg de proteina, resultande num complexo com carga negativa. As
interacdes com SDS clivam todas as ligagGes nao-covalentes da proteina,
causando um desdobramento das macromoléculas. Tratamento concomitante com
um agente redutor de dissulfeto (como o 2-mercaptoetanol) desnaturam a
proteina, clivando-a em suas subunidades. As mobilidades eletroforéticas do
compiexo polipeptidio-detergente assumem a mesma relagdo com seus pesos
moleculares, pois neste tratamento a separagéo depende apenas do tamanho dos
polipeptidios, ja que o SDS Ihes confere carga uniforme. A faxa de migragao dos
derivados SDS para o anodo é inversamente proporcional ao logaritmo de seus
pesos moleculares.

Na eletroforese parte-se do principio de que qualquer grupo carregado
migra, quando em um campo eiétrico. Como as proteinas possuem carga quando
em qualquer outro pH que n3o o seu pH isoelétrico, elas também migram para o
eletrodo com cargas opostas e suas velocidades de migragéo séo influenciadas
por interagbes com o gel, que age como uma peneira molecular. As interagbes
opostas de forga elétrica e peneira molecular resultam numa taxa de migracao
diferencial para as proteinas que constituem a amostra.

O SDS - PAGE supera as limitagbes da PAGE nativa pela imponente forga
hidrodinamica uniforme e caracteristicas da carga em todas as proteinas da
amostra. A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio

(SDS) & muito utilizada para identificar e monitorar as proteinas durante o
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processo de purificagdo, também para estimar os pesos moleculares e o tamanho
das subunidades das proteinas presentes na amostra (GARFIN, 1990).

2.6 Propriedades funcionais

Além das propriedades nutricionais, as proteinas de plasma possuem
propriedades funcionais que fazem delas um ingrediente amplamente utilizado em
produtos alimenticios. A propriedade funcional depende das caracteristicas fisicas
e quimicas das proteinas e que afetam o processamento e o seu comportamento
em um sistema alimentar, julgada pelos atributos de qualidade do produto final.
Portanto, sdo as varias caracteristicas que a proteina hidratada transmite ou com
a qual contribui em um produto alimenticio, e sdo entre outras: solubilidade,
hidrofobicidade, capacidade de absorcdo e retencdo de agua e de oleo,
viscosidade, capacidade emulsificante, e formacéo de géis e espumas (HARPER,
1992 citado por ROSEMBERG, 1995).

As propriedades funcionais podem ser divididas, para methor entendimento,
em fisiologicas e tecnologicas.

2.6.1 Propriedades funcionais tecnologicas

A funcionalidade de uma proteina reflete as complexas interagbes entre a
composicdo de aminoacidos, a conformagao estrutural e propriedades da proteina
em si, bem como sua interagédo com outros componentes alimentares e a natureza
do meio no qual ela esta inserida (KILARA & SHARKASI, 1986). Elas afetam a
aparéncia, a cor, a textura e a viscosidade de uma grande variedade de alimentos
(SIKORSKI1,1997).

Diversos fatores como concentracdo protéica, pH, temperatura, tempo,
forca idnica e presenca de outros componentes, afetam as forgas que intervém
entre as interagdes proteina-proteina e proteina-agua. A maioria das propriedades
funcionais € determinada pelo equilibrio entre essas forgas.
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Solubilidade

A solubilidade protéica é dificil de ser definida ja que as proteinas em meio aquoso
podem formar uma solugdo, uma dispersao coloidal ou uma suspensao estavel de
particulas insoliveis (BORDERIAS & MONTERO, 1988). A solubilidade da
proteina é uma propriedade importante para a utilizagdo de suas fungbes em
sistema alimentar, sendo extremamente crucial quando expressa em fungaoc do
pH, que afeta a natureza e distribuicdo de cargas da proteina em cada alimento,
em diferentes valores de pHs. Essa propriedade depende grandemente do nimero
e arranjo de cargas nas moléculas, que por sua vez dependerd da composigao
dos aminoacidos, particularmente do namero de residuos acidos (aspartil e
glutamil) e basicos (histidil, arginil e lisil) (SGARBIERI, 1998).

As variagdes de pH modificam a carga liquida da molécula de proteina,
alterando as forgas atrativas e repulsivas entre as proteinas e sua capacidade de
interagir com a agua. No ponto isoelétrico, onde a carga liquida da proteina &
quase nula, as interagdes agua-proteina sdo minimas e as interagbes proteina-
proteina s&0 maximas, levando a formacéo de agregados e precipitados protéicos
(BORDERIAS & MONTERO, 1988). O'RIORDAN et al. (1989) trabalhando com
plasma bovino, encontraram que as profeinas do plasma ndo aquecido sdo
amplamente solGveis em toda a faixa de pH, apresentando um minimo de
solubilidade a pH 5, onde 80% das proteinas permaneceram em solugdo. Porém
com aquecimento (60-90°C) a solubilidade das proteinas cairam para 50% no pH
5. A solubilidade da maioria das proteinas se reduz com o aquecimento.

ETHERIDGE et al. (1981) obtiveram para o isolado de proteinas
plasmaticas tratadas com hexametafosfato de sodio, um aumento na solubilidade
em valores acima do pl (4,8-5,3). Abaixo dessa faixa de pH, as proteinas se
apresentaram praticamente insoliveis. Isso mostra que a presenga de fosfato
interfere com a ionizagdo dos aminoacidos a baixos pHs efou produz uma
agregacgao isoelétrica irreversivel.
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Um outro fator que influencia a solubilidade & a hidrofobicidade na presenca
de ions e sais neutros (KUNTZ & BRASSFIELD, 1971). Geralmente, proteinas
ricas em residuos ionizaveis e com baixa hidrofobicidade de superficie, sao
solliveis em agua e em solugdes salinas. A hidrofobicidade representa o carater
néo polar de um aminodacido, isto €, a energia livre que acompanha a transferéncia
de aminoacidos da agua para um solvente menos polar. (SIKORSKI, 1997).

Capacidade de Emulsificacao

Emulsdes sao dispersbes homogéneas de dois liquidos ndo misciveis,
quando um se encontra na forma de goticulas dispersas e o outro em fase
continua dispersante. E um sistema termodinamicamente instavel, pois a
diminuicdo do diametro das gotas devido a emulsificagdo aumenta
exponencialmente a area interfacial e, com isso, aumenta a energia livre no
sistema. Para prevenir a floculagdo, que sdo cremeadas com a ajuda da forga
gravitacional, um filme protéico ao redor dos gldbulos de gordura & formado
(SIKORSKI, 1997).

Proteinas atuam como agentes emulsificantes por possuirem a capacidade
de reduzir a tensdo interfacial entre dois liquidos imisciveis, permitindo a mistura
dos dois, e estabilizando as gotas de 6leo dispersas. Isso ocorre em fungéo da
natureza anfétera e flexivel das proteinas, apresentando regides hidrofébicas e
hidrofilicas com localizagdes distintas em sua estrutura (HIROTSUKA ef al.,1984)
que permitem a formacdo de uma camada entre as duas fases, separando-as e
impedindo que os globulos da fase interna coalescam, o que resultaria numa
quebra de emuisao.

Os critérios freqUentemente usados para descrever as propriedades
emulsificantes sdo atividade emulsificante (AE), capacidade emuisificante (CE) e
estabilidade da emulsdo (EE). A habilidade da proteina em ajudar a formacao e
estabilidade da emulsdo é a AE, o volume de éleoc emuisificado por peso de
proteina é definido como CE e a capacidade das gotas de emulsao permanecerem
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dispersadas sem cremeamento, floculacdo ou coalescéncia € definido como EE
(WANISKA et al., 1981).

A emulsdo passa pelo processo de formacao e desestabilizagéo, quase que
simultaneamente. Os mecanismos que contribuem com isso estio representados
na Figura 3 e sd@o: a desproporgdo, que representa o crescimento de gotas
maiores pela jungdo com as menores, a floculacdo, que como o préprio nome diz,
¢é a formacdo de agregados e depende apenas da natureza dos grupos (residuos
polares provenientes das cadeias polipeptidicas, dos fosfolipidio, sais efc)., o
cremeamento, que é a separacdo da dispersdo em uma emulsdo concentrada
superior e uma emulséo diluida inferior devido a diferenca de densidade da fase
continua com a dispersa. Este processo & muito influenciado pela fase de
floculagdo, j@ que os agregados ‘cremam” mais rapidamente que as gotas
isoladas, e pelo maior tamanho da gota (WAGNER,2000).

A coalescéncia € irreversivel, ao contrario da floculagédo e do cremeamento,
pois resulta da ruptura do filme interfacial, fusdo das gotas e separacéo final das
fases. A resisténcia a coalescéncia depende de inameros parametros como as
propriedades reolégicas do filme protéico interfacial, a viscosidade da fase
continua, a distribuigdo do tamanho das gotas, a temperatura e a relacéo entre as
fases. A inversao de fase é a transformagio de uma emuisdo A/O em O/A. Isto
ocorre geralmente em emuisdes com grande quantidade de fase dispersa
submetidas a um trabalho mecanico enérgico (WAGNER, 2000).

25



REVISAQ BIBLIOGRAFICA

a2) cremeamento

c) ﬁmu!&qﬁ:}
»>
RN

YR
.Qﬂ L B
‘0 .““'*G:g{;
0200,
*0 o G Y]
L & !
RN
b} desproporgio
0."' "o o
’nﬂ' O 0"
*
+ #n ? G*oi'—'—'—t:ﬂ
o' 0 o'
* g'
c? 0O, 0
1)

a+b+c ——*

trabalho mec&nico
a+b+eo

Fr s o

Figura 3. Representacdo dos processos basicos de desestabilizagdo de emulsbes.

As proteinas do plasma e as proteinas com hidrofobicidade de superficie e

solubilidade mais alta tem um maior poder emulsificante que as proteinas do ovo
(RAEKER & JOHNSON,1995).

RAEKER & JOHNSON (1995) mostraram que o plasma comercial seco em
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spray emulsificou menos éleo que as amostras de laboratorio secas em spray e
liofilizadas, isto se deve & menor solubilidade do plasma comercial seco em spray.
A estabilidade da emuls@o também é afetada pela viscosidade. H4 uma relacgao
direta e linear entre essas propriedades, sendo que o aumento da viscosidade
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gera um aumento na estabilidade da emulsdo. Com isso, fatores que afetam a
viscosidade, estardo afetando a estabilidade da emulsdo. Por exemplo, a
temperatura muito alta deixa o 6leo menos viscoso, facilitando a coalescéncia das
particulas de lipidio.

Capacidade de Formagdo de Espuma

Na inddstria de alimentos e bebidas, a espuma pode ser um elemento
desejavel no produto final (CLARKSON et al.,2000). Geralmente espumas sao
dispersdes de gotas de gas em uma fase continua liquida ou semi-sélida que
contémn um surfactante solGvel. A capacidade de formag&o de espuma refere-se a
expansdo de volume da dispersdo protéica com a incorporacdo de ar por
batimento, agitagdo ou aeragido. A capacidade de formacgdo de espuma & muito
importante mas, deve-se também levar em conta a estabilidade da espuma, que
diz respeito a retengdo de volume maximo de espuma formada em fungdo do
tempo de repouso.

Proteinas sdo moléculas de superficie ativa que estabilizam as espumas
através da adsorgdo na interface gas/liquido. Esta adsor¢&o diminui a tensao
superficial local, causando gradientes de tensdo superficial que estabiliza a
estrutura da espuma (efeito Marangoni) (CLARKSON et al.,2000).

As proteinas que adsorvem passam por uma mudanca na conformacéoc
conhecida como desnaturacio de superficie, um processo de desdobramento
dirigido pela reorientagdo das regibes hidrofébicas da molécula de proteina em
direcdo a fase gasosa (CLARKSON et al.,2000).

Alguns estudos (CLARKSON et al.,1998:1 e 1999:l) mostram que a
desnaturacdo da BSA é devido a desnaturacédo de superficie e que a taxa de dano
pode ser relacionada com a taxa em que a éarea interfacial & criada na espuma. A
area interfacial é criada durante a formacao inicial de bolhas e durante a

drenagem de liquido da lamela da bolha. A quantidade da area interfacial criada
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pela drenagem é dependente da mobilidade da molécula da proteina na interface
(CLARKSON et al.,2000).

No experimento com proteinas plasmaticas, ETHERIDGE ef al. (1981)
observaram que as proteinas fosforiladas com hexametafosfato de soédio
apresentou melhores resultados que as naoc fosforiladas e a ovalbumina na
concentracéo de 1%. Uma provavel explicacéo seria a presenga de ions de sodio
e fosfato que aumentam a viscosidade da dispersdo protéica e a estabilidade da
espuma.

O plasma tem uma capacidade de formacdo de espuma similar a clara do
ovo mas a estabilidade da espuma é menor. Outros componentes do soro como a
soroalbumina e a « globuiina t8m boa capacidade de formagao de espuma e
estabilidade.

O processamento nao interfere na capacidade de formagao de espuma mas
afeta a estabilidade da espuma. Amostras liofilizadas produziram espumas
instaveis com bolhas grandes, enquanto que as amostras secas em spray
produziram bolhas finas e mais estaveis (RAEKER & JOHNSON,1995).

De acordo com HOWELL e TAYLOR (1995) a expanséo e a estabilidade da
espuma de proteinas do plasma foram aumentadas com o aumento de
concentragbes de acido ascorbico (0,1-1%). BSA mostrou uma grande melhora
nas propriedades espumantes ap6s o fratamento com acido ascorbico. A
expansdo da espuma de BSA (0,5% piv) tratada com 0,1; 0,5 e 1% de acido
ascorbico e batido a pH 7 aumentou consideravelmente em fungo do aumento de
concentracdo de acido ascorbico e foi de respectivamente 10, 220 e 340% na
expansido da espuma (CESP) da BSA. A presenca de acido ascorbico durante o
processo de batimento foi necessaria para que ele pudesse fer efeito nas
propriedades espumantes da BSA. BSA nativa, BSA dialisada e BSA tratada com
1% de acido ascorbico e entdo dialisada tiveram CESP de 300, 300 e 400%,
enquanto que a CESP da BSA apenas tratada com &cido ascorbico foi de 1300%.
A espuma da BSA nativa, BSA dialisada e BSA tratada com 1% de acido
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ascorbico e entio dialisada apresentaram estabilidades similares, sendo que a
BSA tratada com 1% de acido ascorbico mostrou uma estabilidade bem superior.

DAMODARAM & YU (1991) estudaram a cinética de desestabilizacdo da
espuma de BSA. Relataram que a conformagdo da BSA é significativamente
alterada pelas condigbes ambientes ou pela atividade de agentes desnaturantes,
redutores, etc. As mudancas nas propriedades e conformacao da BSA refletem-se
dramaticamente na formacao de espuma.

2.7 Planejamento experimental e Metodologia de superficie de

resposta (MSR)

O método de planejamento experimental por andlise de superficie de
resposta tem como principio a programagao dos experimentos pelo planejamento
fatorial (BOX et al., 1978), sendo possivel a realizagdo de um nimeroc de
experimentos que abranja uma faixa suficiente para anélise segura dos dados pelo
ajuste dos resultados por modelos matematicos. A modelagem normalmente €
feita ajustando-se os modelos mais simples, como o linear e o quadratico.

Para a utilizagdo desse tipo de planejamento representado de um modo
geral por o°, onde "o" € o numero de fatores "b" &€ o nimero de niveis escolhidos,
& necessario definir qual o objetivo dos experimentos (BARROS NETO et al,
1995). As varidveis devem ser escolhidas de forma que suas grandezas nao
interfiram no desenvolvimento do processo de otimizagdo e os cuidados na

realizacdo dos experimentos e de suas replicatas devem ser observados.

Tendo o objetivo de realizar o minimo de experimentos e determinar os
fatores que tenham ou ndo influéncia significativa sobre a resposta, faz-se um
planejamento fatorial, na forma de matriz, com dois niveis para cada fator, sendo
comum codifica-los usando os sinais (+) e (-). Se n fatores estdo contidos no
estudo, o planejamento fatorial necessitara da realizagéo de 2" ensaios diferentes,
cobrindo todas as combinagdes possiveis. Para a obtengaoe do erro experimental é
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necessario a realizacdo de pelo menos dois ensaios no pento central (nivel 0),
correspondendo a média aritmética dos niveis —1 e +1 (SILVA, 1998).

Para obter um modelo de 2° ordem e percorrer outros niveis ou condiges
experimentais ndo pressupostas pelo planejamento fatorial inicial, que apenas
oferece modelo de 1* ordem, pode-se ampliar o planejamento realizando
experimentos nos pontos axiais, ou seja, completar o planejamento fatorial inicial
com mais 2n experimentos (SILVA, 1998).

Sendo o planejamento experimental um método baseado em n observagdes
e executado com técnicas estatisticas é de fundamental importancia a avaliagcdo
dos modelos empiricos obtidos através da regresséo dos dados experimentais. O
exame dos residuos é ferramenta importante na avaliagdo da qualidade do ajuste
de qualquer modelo. A Tabela 2, conhecida como tabela de analise de variéncia
(ANOVA), resume toda a analise estatistica que avalia a qualidade do ajuste do
modelo (BARROS NETO et al, 1995).

Tabela 2.Anélise de variancia

FONTE DE SOMA MEDIA GRAUDE  TESTEF
VARIACAO QUADRATICA  QUADRATICA  LIBERDADE

(SQ) MQ) (GL)

REGRESSAO ~ SQr MQr L-1 MQg /MQ
RESIDUO SQ MQ; N-L
F AJUSTE SQgy MQs; M-L
ERRO PURO SQep MQe, N-M
TOTAL SQr N-1

R & relativo a regressdc (modelo ajustado), r devido ao residual (desvio), faj a faita de
ajuste e ep ao erro puro; L. é o nimero de termos do modelo completo, M, o nimero de
niveis distintos, N o nimero total de experimentos.

O valor de SQt = SQr +5Q,, significa que uma parte da variacéo total das
observagbes em torno da média é descrita pela equagéo ajustada e a outra parte
devido aos residuos. O valor da qualidade do ajuste & dado por SQr/SQy e
extraindo-se a raiz quadrada desse valor obtém-se o coeficiente de correlagac

(Ra). O coeficiente de correlagdo representa a comparagdo da variancia dos
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pontos experimentais em relagdo ao modelo ajustado. Quanto mais préximo o
valor de Ra estiver de 1, os valores previstos pelo modelo estdo em concordancia
com os valores observados experimentalmente.

O teste F & outro pardmetro importante na verificagdo da validade
estatistica do modelo ajustado. Ele & utilizado para investigar se o modelo explica
uma quantidade significativa da variagéo nos valores experimentais. Comparando-
se o valor de F calculado pela regressido dos dados experimentais com o vaior de
F tabelado para uma distribuicio de referéncia e encontrando valores de F acima
de 3 vezes o valor de F tabelado, a regress&o € Util para fins preditivos, ou seja, a
equacdo ajustada é estatisticamente significativa e os valores experimentais sao
bem representados pelo modeio proposto pelo ajuste.

Os efeitos sdo definidos como resultados que descrevem a mudanca na
resposta frente a mudangas nas variaveis independentes, e podem ser
classificados em efeitos principais e efeitos de interagdo. Deste modo supGe-se
que a variavel resposta y depende das varidveis explicativas X1, Xz, X3,..., X, € que
portanto, y poderia ser representado como uma funcao de tais variaveis : y = f(x4,
X2, Xa,..., Xx). Portanto, cada resposta podera ser escrita da seguinte forma:

Y = Byt By xy+ Bz Xo+B3 Xs+B11 x1°+ Bz %2°+Bss Xa>+B12 X1 Xo+ Beg X1 X3+Bas

X2X3

Onde B é a constante, By B, Bz correspondem aos coeficientes dos efeitos
lineares, Bi1, BxBa3Bi2 Bi3Bas, aos coeficientes dos efeitos de 27 ordem
(interativos) e Xy, Xz, X3 representam o valor das variaveis independentes. O
coeficiente B & a mudanca que ocorre na resposta quando X, é mudado de uma
unidade. O efeito principal linear num planejamento fatorial com variaveis
codificadas € a mudanca na resposta quando X, & variado de -1 para +1.
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Capitulo3. Obtencao e caracterizagdo quimica das fra¢des albumina
(BSA) e globulina (GB)

RESUMO

O sangue retirado de animais sadios e recém abatidos foi mantido em repouso
para extracé@o do soro, o qual foi usado como matéria-prima. Adicdes de sulfato de
aménio em condicdes adequadas de temperatura, a concentragdes de 50% e 80%
foram efetuadas para recuperacéo respectiva de giobulinas (GB) e albuminas
(BSA). As fragbes BSA e GB foram analisadas quanto sua composi¢ao
centesimal, em aminoacidos e minerais. O valor nutritivo foi avaliado através da
digestibilidade in vitro, sendo representado pelo PDCAAS, indice que corrige a
digestibilidade pelo aminoacido mais limitante da proteina, dando uma estimativa
da absorgao e utilizagio deste produto pelo organismo humano. A BSA possui alto
teor de lisina, histidina e aminoacidos sulfurados, valores que superam em dobro o
padrdo utilizado. A GB, apesar de fornecer os aminoacidos essenciais acima da
quantidade exigida, possui quase todos em valores inferiores ao do soro integral.
A BSA possui calcio, zinco, manganés e ferro em quantidades superiores a GB e
ao soro integral. A presenga do ferro em concentragdo relativamente elevada
indica que houve hemdlise no processo de obtengdo do soro e que a maior parte
da hemogiobina foi precipitada com 80% de concentragéo salina. A secagem em
spray dryer ndo alterou a composicdo em proteinas das fragdes protéicas quando
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comparadas as fragGes liofilizadas mas aumentou o teor de umidade (p<0,05).
Houve também uma redugdo na quantidade de lipidios da BSA devido a
temperatura utilizada.

3.1 Introducéo

Produtos naturais raramente existem em um estado de maxima pureza ou
alta concentragdo em plantas ou fluidos animais, estando fregiientemente em
pequenas quantidades ou em estado fisico inativo sendo estocados como
reservas biolégicas (COHN et al., 1946).

O isolamento das fragdes protéicas do sangue bovino permite que se
agregue valor ao produto, pois facilita sua aplicagdo em sistemas especificos.

Sao varias as vantagens de ter o sangue bovino como provedor de
proteinas: o baixo custo do sangue, a solugio de um problema ambiental que
prejudica além do meio ambiente, os abatedouros, a excelente qualidade
nutricional dessas proteinas, semelhantes a da carne, e a alta compatibilidade
€om © organismo.

Este capitulo detém-se em verificar as caracteristicas quimicas das
proteinas do soro de sangue bovino isoladas, utilizando o método de precipitacéo
seletiva com sulfatc de amonio. Neste método, & necessario fazer-se uma prévia
safuragac para isolar as globuiinas antes que se obtenha a proteina principal, a
BSA.

A BSA possui uma estrutura muito complexa e interessante do ponto de
vista fisico-quimico-biologico devido suas pontes dissulfeto e a quantidade de
residuos sulfurados, e por isso & muitc empregada como ingrediente nobre em
laboratorios farmacéuticos e vem servindo como base de estudo nas demais
areas.
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3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Obtencdo e Preparo da Matéria-Prima

O soro de sangue com o qual foram realizados os testes, foi proveniente do
frigorifico GJota situado em Promissdo - SP e processado pela TECSORO
Comercial Lida, instalada dentro do frigorifico para processar o sangue recém
extraido do animal.

O sangue foi coletado de maneira higiénica, imediatamente apés o abate
através do uso da “faca vampiro” por punc¢io direta da veia jugular (Arcus aortae)
em recipientes de inox previamente escaldados com vapor. Foi mantido em uma
sala climatizada a 20 °C por aproximadamente 1 hora, tempo necessario para que
ocorresse a coaguiagdo. Os coagulos foram retalhados e passados em filtros de
tela grossa. A purificacao do liquido filtrado foi feita com o auxilio de uma
cenfrifuga a disco (WESTFALIA, MTA-9), numa velocidade de 9000 g em
temperatura mantida em 20 °C.

Apéds a separacdo, o soro foi embalado em sacos de polietileno de 5kg,
submetido a um tinel de resfriamento rapido a -30°C e armazenado em camaras
em temperatura constante de -25°C.

3.2.2 Curva de Salting out

Sulfato de aménio foi acrescentado ao soro de sangue bovinoc em diversas
condicoes de saturacdo (DAWSON et al, 1969) e a solugdo foi mantida em
agitacdo constante e em banho de gelo, de forma que a temperatura
permanecesse proxima a 0°C. O sal foi adicionado aos poucos e somente depois
que toda a quantidade anterior estivesse completamente dissolvida. O vaso
contendo o material inicial foi equipado com um eletrodo para monitoramento de
pH e um agitador magnético. Com o término da adicdo de sal, a mistura

permaneceu em agitagdo por aproximadamente trinta minutos para equilibrar o
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solvente e a proteina e posteriormente foi mantida em repouso por 8 horas a 5°C.
Fez-se entdo a centrifugacdo da solucdo que apresentou separacdo visual de
fases, a 7600 g por 10 minutos, numa centrifuga (SORVALL, RC26plus) pré-
resfriada a 0-4°C. Ao sobrenadante foi adicionada a quantidade de sal necessaria
para obter a proxima saturagéo desejada.

A dialise foi realizada em membrana D-9527 (Sigma), obtida em rolos e
cortada em sacos de 40cm, num volume de agua (5°C) dez vezes superior a
fracéo precipitada durante trés dias, sendo que as trocas de dgua eram feitas duas
vezes ao dia. As fragbes dialisadas foram liofilizadas (FTS SYSTEM, condi¢oes
citadas adiante) e analisadas, determinando-se a quantidade de proteina presente
e colocando-se em um gréfico em funcio da saturacéo de sal.

As fragbes protéicas foram identificadas por eletroforese e densitometria,
indicando as bandas de proteinas presentes. A eletroforese foi realizada em gel de
policrilamida em presenca de SDS, em equipamento Phastsystem-Pharmacia. O
densitdmetro usado foi Pharmacia Image Master 1D Primer.

3.2.3 Isolamento das Fragdes Protéicas

As fracGes protéicas do soro foram obtidas pela precipitacdo seletiva com
sal sulfato de aménio até os pontos de saturagdo de cada fracdo, 50 e 80%,
respectivamente para GB e BSA (DAWSON et al,, 1969).

Apos a centrifugagio, os precipitados foram ressuspendidos em agua e
dialisados, para a eliminacéo do sal usado. A Figura 4 mostra esquematicamente
o método de obtengio das fragbes protéicas a partir do soro de sangue bovino.
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Sangue

Retirada dos coagulos

Soro

Saturagéio 50% (NH,),S0,

Centrifugacdo
Precipitado Sobrenadante
o Saturacdo 80% (NH,),S0,
Dialise
Centrifugacéo
Globulina Precipitado
Dialise
Albumina

Figura 4.Fluxograma do processo de separacioc das fracbes protéicas do soro sangiineo.

As fracbes protéicas separadas do soro sanglineo foram confirmadas

através do método de eletroforese em presenca de SDS.

3.2.4 Método de Secagem

As caracteristicas da BSA e da GB quanto a sua composicio quimica e
propriedades funcionais foram comparadas apods dois métodos de secagem: a
liofilizacé@o e a secagem por atomizagéo em spray dryer.

Os métodos foram comparados, para observar a viabilidade de produgéo

das fragbes protéicas em uma industria, ja@ que o processo de liofilizacdo, apesar
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de mais brando e por isso ndo alterar muito as caracteristicas estruturais do
produto, & muito mais caro que a secagem em spray.

Condigdes de Liofilizagao:

O processo de liofilizagao foi feito em liofilizador STOKES com capacidade
de condensac¢ao de 30 kg, instalado na planta de operaces unitarias do Grupo de
Engenharia/ital. No processo de congelamento inicial (T=-25°C), finas camadas de
0,5cm do material foram distribuidas em bandejas de inox retangulares sendo a
maior de 60x100cm e o processo de liofilizagao pdde ser monitorado com a
colocag&o de um termopar no material da bandeja.

Condi¢des de Spray Drying:

A etapa de secagem da BSA e GB em spray dryer foi realizada em
equipamento de laboratério A/S NIRO ATOMIZER COPENHAGEN DENMARK,
N.1199, sendo a temperatura de entrada controlada a 250°C e a de saida mantida
a 80°C.

Figura 5. Fragdes protéicas obtidas a partir do soro de sangue bovino. Da esq para dir: Soro
integral bovino liofilizado, GB liofilizada ¢ BSA liofilizada ¢ desidratada em spray dryer.
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3.2.5 Caracterizagéo quimica

Composigédo centesimal

Carboidratos Tofais: Determinados por diferenca centesimal da somatéria dos
demais constituintes da amostra .

Lipidios Totais: Foram determinados pelo método descrito por BLIGH & DYER
(1959}, empregando-se os solventes cloroférmio, metanol e agua para extragio
dos lipidios.

Proteina: A proteina da amostra foi analisada pelo método de Kjeldahl que
consiste em trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacao. A digestdo foi feita a
partir de 10 a 50 mg da proteina, com 5 mL de acido sulftirico concentradoe 1 g
de catalisador (TiO;, CuSQ4, K;S0s (0,3;0,3;10)), em bloco digestor Tecator,
aumentando-se a temperatura lentamente, 50°C a cada 20 min, até 400°C e entdo
permanecendo nesta temperatura por 30 min.

A destilacdo feita em destilador Tecator, que coleta num erlenmeyer de 250
mL a solucdo de proteina a ser titulada. A titulacdo é feita com acido cloridrico
variando de 0,05 a 0,2N dependendo da quantidade de proteina presente.

O calculo permite conhecer a quantidade de nitrogénio total (protéico e néo
protéico) presente na amostra e através de um fator de converséo, obtém-se a
quantidade de proteina bruta por 100g de amostra.

(mL HCI amostra — mL HCI branco N HCI.0,014
peso amostra(g) ]

%N = 100

% de Proteina Bruta = %N x 6,25

Cinzas: E um termo analitico equivalente ao residuo inorgénico que fica depois de
calcinar a matéria organica de uma amostra. Sua determinacdo fornece uma
indicacdo da rigueza da amostra em elementos minerais. A anélise foi feita
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incinerando-se com o uso do bico de bunsen, aproximadamente 3 g de material
em cadinhos de porcelana tarados. O término do processo de incineragéo ocorreu
com o desaparecimento de uma fumaca branca e o material entéio, passou por um
processo de calcinagdo em mufla a 500°C por 4 horas. Depois de frio, os cadinhos
contendo as cinzas da amostra foram pesados e comparados com o peso inicial,
como segue:

(peso cadinho + cinzas)— peso cadinho

%cinzas = 100

peso amostra (g)

Umidade: O teor de umidade é definido pela mudanga no peso da amostra,
determinada sob certas condicdes de temperatura e press@c e o tempo de
secagem varia de acordo com o tipo de amostra. A amostra foi colocada em estufa
a 100°C durante 12 horas, para que houvesse a certeza de que toda a &gua ndo
ligada tivesse sido evaporada e depois mantida em dessecador com silica até
temperatura ambiente (AOAC, 1990). O calculo é feito como segue:

Y% umidade =100 _[ peso da amostra seca (g) 100)

peso da amostra zimz'da(g).

Composigcdo em aminoacidos

As amostras foram hidrolisadas com HCI 6N em tubos de hidrélise, selados
a vacuo e mantidos a 110°C por 22 horas. Apds a incubacéo, ¢ acido cloridrico foi
evaporado e fez-se a recuperacdo da amostra em tampao citrato pH 2,2. Uma
aliquota de 25yl foi injetada no analisador (Dionex Dx-300), para separagéo dos
aminoacidos em coluna de troca catidnica e reagédo pés-coluna com ninidrina
(SPACKMAN et al.,1958). Solugdo padrao de aminoacidos Pierce foi utilizada
como referéncia.

O ftriptofano foi determinado segundo SPIES (1957), onde 25 mg de
amostra foram adicionados 0,4 mL de solugao da enzima pronase (Merck)
(100mg/10 mL de tamp&o) e 3,6 mlL de tampéo (fosfato de sédic 0,1M, pH 7,5) e
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deixados em banho-maria a 40°C por 22 horas. Apds a centrifugagéo a 3000g
(Centrifuga IEC, modelo UV, 115V, 60 ciclos; rotor 267 com copos de 5 posicoes
para tubos de vidro {Ref. 989)), o precipitado foi lavado com 4 mL de tampéo e
centrifugado novamente. Os sobrenadantes das duas centrifugacbes foram
colocados em um baldo volumétrico de 10 mL e completado o volume com
tampdo. A 1mL desta solugdc foram adicionados 9 mL de DAB
(diaminobenzaldeido) e deixados no escuro por 6 horas. No final deste periodo foi
adicionado 0,1 mL de NaNO; (0,0045%) e apés trinta minutos fez-se a leitura em
Espectrofotdmetro HITACHI U-2000 a 590 nm. O valor de absorbancia obtido foi
comparado com uma curva padrao feita para o friptofano, determinando-se
quantitativamente o valor deste, presente na amostra.

Escore de aminoacidos essenciais (EAE) e digestibilidade in vitro corrigida pelo

EAE (PDCAAS)

Com a analise de aminoacidos das fragdes do soro sanguineo, pdde-se a
determinar o EAE. Ele indica qual o aminoacido essencial da amostra é o mais
limitante, em comparacido com um padrao. Neste caso, foi calculado tomando-se
como referéncia os aminoacidos do padrdo da FAO/WHO/UNU (1985) de acordo
com HENLEY & KUSTER (1994). Os quocientes obtidos indicam a ordem dos
aminoacidos limitantes, e o valor encontrado para o mais limitante ¢ uma
estimativa do valor nutritivo da proteina em relacdo a referéncia (SGARBIERI,
1996). A formula para determinar o escore de aminoacidos essenciais é dada pela
relacéo abaixo:

mg de aminpdcido /
EAE = /g de proteina teste
o mg de aminedcido /
g de profeina referéncia

A digestibilidade da proteina in vitro foi realizada conforme AKESON &
STAHMANN (1964). As amostras contendo cerca de 250mg de proteinas foram
feitas em duplicatas e hidrolisadas por digestdo enzimatica com pepsina (3 horas)

47



CARACTERIZACAO QUIMICA

e pancreatina (24 horas) a 37°C em agitagdo continua. A seguir, fez-se a
precipitacdo da proteina n&o-hidrolisada com é&cido tricioroacético (TCA) e na
frago solubilizada filtrada determinou-se o nitrogénio contido nos aminoacidos e
peptidios de baixo peso molecular. A caseina foi empregada como padrio de
referéncia. A digestibilidade foi calculada como:

(Nd - Nb— Ne)

Digestibilidade corrigida (%) =
g gida (%) N — B

60

em que:

Nd = mg de N digerido; Nb = mg de N originalmente soiGvel da amostra:
Ne = mg de N produzido pela autodigestio do sistema enzimatico; Nt = mg de N
{fotal da amostra.

G indice quimico (PDCAAS estimado) foi obtido pela multiplicacao do
escore de aminoacidos essenciais (EAE) pela digestibilidade da amostra em
questao.

Determinagédo de minerais

A maioria dos minerais (célcio, fésforo, potassio, sodio, magnésio, zinco e
cobre) foi determinada de acordo com ANGELUCC! & MANTOVANI (1986) depois
de uma mineralizacio das amostras em mufla a 450°C e diluicdo em acido nitrico
5%.

Para analise de ferro, as amostras foram submetidas a processo de
destruicdo da matéria organica por via Umida com acido nitrico e peréxido de
hidrogénio ateé digestdo completa, sendo entdo diluidas em acido cloridrico 5%
(SLAVIN et al., 1975). A quantificagdo dos minerais foi realizada em espectrémetro
de emissdo de plasma de argbnio (ICP-2000 BAIRD), versac simultinea,
freqiéncia de 40 Mhz, poténcia de 1000 W, nebulizador pneumético concéntrico e
tocha' de baixo fluxo. O fluxo de entrada das amostras foi de 3mL/min e do argénio
de 15 mL/min (IMO INDUSTRIES INC ICP-2000 BAIRD, 1990).
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Eletroforese

Foi realizada em equipamento Phastsystem (Pharmacia), de acordo com as
instrucdes do fabricante, e consistiu na solubilizacdo de uma quantidade pequena
de amostra (100mg) com B-mercaptoetanol e tampao Tris-HCi 6N, pH 6,8. As
amostras foram entdo colocadas numa placa contendo mini-pogos, onde cada
pogo corresponde a uma amostra numa determinada concentragdo. Com um
pente acrilico apropriado fez-se a transferéncia das amostras para o gel na
camara de corrida. A corrida feita em gel tampé&o contendo SDS 8-25%, teve seu
término determinado pela chegada do marcador de frente, azul de bromofenol, ao
final do gel de separacao. Transferiu-se o gel para uma soluc¢éo corante, contendo
Comassie Blue, por duas horas a temperatura ambiente e, apés este periodo, foi
mantido em solugio descorante (acido acético: metanol: agua (1:3:6)), por quatro
horas. Os géis foram guardados entre folhas de papel celofane, previamente
umedecido com uma solugdo acido acético glacial: glicerol: agua (1:1:8) durante
uma semana.

Densitomnetria

A densitometria € uma técnica muito utilizada para identificar e quantificar
os componentes da amostra no gel de eletroforese podendo-se caracteriza-las de
acordo com seus pesos moleculares. Foi feita em densitdmetro Pharmacia image
Master 1D Primer.

3.3 Resultados e Discussio

3.3.1 Recuperagio da proteina

A literatura cita uma variedade de métodos de obtencdo e recuperacao das
fracOes protéicas do sangue bovino (AVERY, 1972; HALLIDAY, 1973; LARA et al.,
1977; PORCELLI et al., 1982; GOMEZ-JUAREZ et al., 1999; RITO-PALOMARES
et al., 2000). O método adotado mostrou uma recuperacgao total de proteinas de
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99% e em albuminas 71%. TANAKA (1987) repreduzindo o método 5 e 6 de Cohn
com sangue bovino, mostrou que este (ltimo apresentou uma recuperagio média
de 76,6% em albuminas, e o método 5 um rendimento menor, poréem nesies
métodos ocorrem um desperdicio das demais proteinas em funcdo da
recuperacéo das albuminas, além do mais, o autor parte do plasma sendo que
uma etapa de fracionamento é realizada para retirar o fibrinogénio da solugéo
plasmatica.

3.3.2 Porcentagem de recuperacgédo das proteinas

Para a escotha da faixa de concentragdo salina a ser utilizada para a
separacao das fragbes protéicas, foi realizada a curva de salting out, mostrada na
Figura 6, sob a forma de proteina recuperada em cada estagio de saturacgéo.

100 -
90 -
80 -
70 4
80
50
40 +
30 -
20 +
10 +

0 , ‘ l [
0 25 50 75 100

concentracio de sal (%)

% da proteina total precipitada

Figura 6. Porcentagem de proteina precipitada em cada saturaciio com (NH,).SO0..

O efeito salfing out depende principalmente da natureza dos ions salinos.
Os sais exercem efeito de desidratagcao das proteinas através da competicéo de
seus fons pelas moléculas de agua. Com a adigao de sal, o pH da solugio muda e
essa acidificagdo provoca uma reducdo da carga positiva da rede protéica pela
ligagao dos anions dc sal as proteinas e, portanto a solubilidade diminui (SHIH et
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al., 1992). A centrifugacdo da solugdo também interfere no processo de
precipitacdo salting out. A duracdo da forga centrifuga aplicada ira depender
principalmente da distribuicdo do tamanho da particula da proteina agregada, da
diferenca de densidade entre a solugdo salina e a proteina, da viscosidade da
solucao salina e da forga gravitacional aplicada (SHIH et al., 1992).

Foram utilizados cinco niveis de saturacdo: 30, 50, 65, 80 e 100% e a
quantidade maxima de proteina recuperada foi de 92%, sendo que o restante
permaneceu em solucdo, mesmo com 100% de saturagdo. As fragbes proteicas
de cada estagio de saturagdo, foram identificadas por eletroforese, indicando as
bandas de proteina presentes (Figura 7).

P GB BSA 100 80 65 50 30

Figura 7.Eletroforese em gel SDS, Tris HCI, pH 6,8. P (padrdo), GB (globulina obtida em
grande escaia na saturagio de 50%), BSA (BSA obtida em grande escaia na saturagdo de
80%), fracbes obtidas da saturacdo do soro com 100%, 80%, 65%, 50%, 30% de sulfato de
amoénio. Os nimeros a esquerda do gel identificam as massas moleculares dos padroes
utilizados. A referéncia utilizada na primeira coluna do gel, identificada como P, sdo
constituidas por proteinas de massas moleculares: 94 000 - fosforilase b; 67 000 ~ BSA; 43
000 - ovalbumina; 30 000 - anidrase carbdnica; 20 000 — inibidor de tripsina; 14 400 -
alactalbumina

Através da analise por densitometria, pdde-se quantificar a porcentagem de
proteinas de massas moleculares diferentes presente em cada fragéo isolada, os
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resultados sdo apresentados na Tabela 3. Na densitometria, faz-se um
escaneamento do gel e pode-se ver com mais clareza as diferentes bandas nas
amostras analisadas.

Tabela 3. Porcentagem de proteinas precipitadas com diferentes saturagoes de {NH,),S0, e
seus massas moleculares.

Proporgio das fragdes separadas em cada saturacgio (%)

MM 30 50 65 80 100 BSA GB

30000 17,83 14,83

57000 40,63 37,56 41,78
62000

65000 86,84 95,27 95,39 90,71

67000 41,74 4760 46,81
72000

76000 13,16 4,73 4,61 9,28

81000 11,41

A diferenga no processo de obteng&o da amostra GB e da fracdo 50% de
saturagéo consistiu na utilizagdo de uma quantidade bem maior de material para
retirada de proteinas e de ndo ter havido prévia saturacéo. Foram detectadas,
nestas amostras, duas bandas com altas quantidades de proteina, em 57000 e
67000 Da. As amostras mostraram-se idénticas, porém com contaminantes de

massas moleculares diferentes.

As amostras 80, 100 e BSA possuem a maioria de proteinas com peso
molecular de 65000 Da, porém a BSA, cobtida em grande escaia, tem uma
porcentagem de contaminantes 50% maior que as demais amostras. Observa-se
gque o processo para obtengdc de quantidades mencres de proteina, com
saturagGes preévias menos distantes, come no caso da amostra 80%, aumenta a

pureza da amostra, provavelmente por remover proteinas contaminantes nas
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saturacbes anteriores. A faixa para obtencdo das fracdes protéicas do soro
sanglineo mostrou estender-se até a saturagdc maxima, sendo que o produto
obtido nesta saturacdo possui um grau de pureza de 95,39%, porém sem
vantagens em utiliza-las, j& que a quantidade de sal aplicada sera maior e com
isso aumenta o custo e o esforgo para elimina-lo.

A amostra com 65% saturagdo apresentou além da banda mais forte
(65000Da), uma mais fraca em 76000Da, correspondendo a 13% do fotal de
proteina que equivale a fracdo de y globulina (73000Da). A saturagio de 30%
mostrou duas bandas claras com 67000 e 57000 Da correspondente a 40%,
aproximadamente cada uma e uma faixa contaminante numa massa molecular
menor, equivalente a 17% do total protéico.

Apesar do método conseguir isolar as fragdes protéicas com sucesso, seria
necessario um processo posterior a obtencao, para purificar as fracdes para fins
farmacéuticos. Todos os métodos revisados na literatura também necessitam
deste passo para garantir a pureza de 99%.

O escalonamento do método de fracionamento por precipitagio com sulfato
de amdnio nio seria viavel pela guantidade de sal utilizada, pelas condigtes
controladas de temperatura durante todo o processo e pelas diferencas na
composigao das fragbes precipitadas, dificultando a reprodutibilidade.

3.3.3 Caracterizagao quimica

Composi¢ao centesimal

Na Tabela 4 estido apresentados os resultados da caracterizacéo quimica
das fragOes protéicas do soro do sangue bovino e do soro integral desidratadas
por liofilizagdo. A composicio em carboidratos pode ser feita pela diferenca
centesimal com a somatéria dos componentes.

53



CARACTERIZACAO QUIMICA

Tabela 4.Composicdo centesimal das fracdes e do soro de sangue liofilizadas.

Componentes{%) BSA* GB* Soro integral*
Proteina 83,33 + 0,03° 85,36+0,04° 83,50+ 0,32°
Cinzas 0,42 +0,01° 0,2610,05° 0,35z 0,02°
Umidade 7,46 +0,13° 6,36+0,21° 6,712 0,04°
Lipidios 542 +0,05° 1,7+0,05° 1,50+ 0,32 °
Total determinado 96,6 93,68 92,06

*Média de trés repeti¢bes analiticas + desvio padréo. P< 0,05.

A fragdo GB n&o apresentou diferenga estatisticamente significativa
(p>0,05) da BSA em relagdo a quantidade de proteina presente, porém a
composicao das amostras difere muito na quantidade de lipidios e isto se deve ao
fato da estrutura da BSA ligar 4cidos graxos e outros lipidios. O soro foi liofilizado
integraimente sem passar por processo de dialise podendo apresentar
composi¢ao centesimal diferente apos esse processo.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados da caracterizagio quimica
das fragbes protéicas do soro do sangue bovino obtidas a partir da desidratacdo
por spray dryer, comparadas as fragbes liofilizadas. A amostra denominada “BSA
retida no spray” refere-se 4 mesma BSA obtidas pela desidratagio por atomizagédo
em spray dryer, porém esta nao foi recolhida na saida do spray, permanecendo
dentro da camara de secagem como residuo para descarte.

Tabela 5. Composi¢ao das fragGes do soro de sangue liofilizadas e secas em spray.

Composigao *BSA *BSA * BSA retida *GB *GB

(%) spray liofilizada no spray spray liofilizada

Proteina 83,35+ 0,03* 83,33+0,03® 81,62+0,07° 84,3010,09° 85,36+0,04°
Cinzas 0,64+ 0,03 042+0,01° 0,77¢0,03°  0,39+0,01°  0,26+0,05"

Umidade  9,81+0,11° 7,46+0,13° 8,16:0,10° 6,14+0,08° 6,36+0,21°
Lipidios  475:040° 542+0,05° 446+0,10° 169%0,04° 1,7+0,05°
Total 98,55 96,6 95,01 92,52 93,68

* Média de trés determinagies analiticas + desvio padréo. P< 0,05.
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O processo de secagem por spray dryer, nas condigbes utilizadas, nao
alterou a composicdo das amostras quanto a quantidade de proteina presente,
mas houve uma reducdo na composicao em proteina do residuo, provavelmente
devido alguma porgéo de sulfato de aménio residual da dialise ter volatilizado pelo
excesso de temperatura. Este processo acarretou uma diminui¢do da quantidade
de lipidios da BSA, e a fragdo que permaneceu mais tempo na camara de
secagem a alta temperatura, também teve uma reducéo significativa em relagéo a
amostra original.

As amostras liofilizadas apresentaram um teor de umidade mais elevado,
comparado com as amostras secas em spray, devido as condigbes de embalagem
e armazenamento do produto.

A BSA retida no spray apresentou maior concentra¢do de cinzas que a
amostra original e, nitidamente, uma consisténcia diferente. A quantidade de
cinzas das demais amostras podem ter diferido em fungao da eficacia no processo
de dialise das fragGes, pois foram obtidas em diferentes processamentos.

Composi¢do em aminoacidos

Os valores encontrados para a composicdo aminoacidica da BSA, GB e
soro de sangue bovino integral liofilizados estao apresentados na Tabela 6, o perfil
de amincéacidos essenciais é comparado com o padrdo da Food and Agriculture
Organization (FAO/WHO/UNU, 1990) e ao plasma da literatura (DUARTE, 1997).

A Tabela 6 e Tabela 7 foram organizadas em aminoéacidos essenciais, ou
seja, 0s que devem ser fornecidos, pela dieta, pois sua sintese € inadequada para
satisfazer as necessidades metabodlicas, e em nao essenciais. Os ndo essenciais
sao iguaimente importantes na estrutura protéica, porém na falta deles, podem ser
sintetizados a partir dos essenciais ou de precursores contendo carbono e
nitrogénio (LAJOLO & TIRAPEGUI, 1998). O padréo foi escolhido para criangas de

2 a 5 anos, pois a auséncia ou a ingestdo inadequada desses amincacidos nesta
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fase, afeta o desenvolvimento mental e fisico, e também pelo fato delas terem
maior necessidade nutricional destes aminoacidos que aduitos de 25-45 anos.

Tahela 6. Composicio de aminoacidos das fragbes protéicas do soro de sangue bovino e do
soro integral liofilizadas.

Aminoéacidos
) BSA GB Soro Plasma’® FAOQ'
{g /100g de proteina)
Essenciais
Lisina 12,40 7,21 9,13 7,47 58
Traoning 5,80 6.71 6,56 6,60 3.4
Valina 5,86 6,47 6,40 6,73 35
Leucina 11,68 7.46 9,562 9,34 6,6
Iscleucina 2.45 2.46* 2,55* 3,35 2,8
Triptofano 0,77 1,89 1,40 1,18 1.1
Histidina 428 2,71 3,49 418 1.9
Y2 Cistina 5,06 2,56 3,64 1,68
Metionina 1,02 1,01 1,19 0,86
Sulf. totais 6,08 3,57 4,83 2,54 25
Tirosina 5,05 4,54 4,95 478
Fenilalanina 6,70 4,24 5,39 5,16
Arpm. totais 11,75 8,78 10,34 6,3
Nio essenciais
Ac. Aspartico 11,60 8,42 10,05 9,80
Serina 4,98 7.88 7.14 6,67
Ac. glutamico 17,65 11,38 14,54 14,08
Prolina 4,74 4,99 5,04 474
Glicina 2,36 3,47 3,22 3,39
Alanina 6,54 4,07 522 5,00
Arginina 5,95 4,69 5,46 3,30
EAE (%) 70(Try) 87.8 (lleuy 91,1 (lleu)

! Padrao tedrico da FAOMWHO/UNU, 1990 {aminoacidos indispensaveis para criangas de 2
a 5 anos de idade). * DUARTE, 1997 * aminoacido mais limitante.

As duas fragdes e o soro integral possuem a maioria dos aminoacidos

essenciais em quantidades superiores ao recomendado pela FAO/MWHO {1990),
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sendo que o0 aminoacido mais limitante é a isoleucina na GB e no soro integral e o
triptofano na BSA. O escore de aminoécidos essenciais foi calculado com base no
aminoacido mais limitante. E interessante observar que a BSA possui uma
guantidade de cistina muito superior a8 recomendada e em relagdo as outras
amostras. Isto era de se esperar j& que € uma caracteristica da BSA, a grande
quantidade de ligagdes dissulfeto, ao que pode ser atribuido seu possivel efeito
imunoloégico.

E comum citacdes de que a proteina do sangue seja limitante em isoleucina
j& que as proteinas que estdo em maior quantidade, cerca de 60%, séo
hemoglobinas e essas tém uma quantidade muito baixa de isoleucina. O soro,
apesar de ser destituido de células vermelhas, visualmente & notavel que houve
hemolise de células e a composicdo de microelementos, através do ferro, confirma
que ha hemoglobina presente. GIANCOLA ef al. (1997) também afirma que a BSA

possui menos isoleucina e glicina que a média das proteinas.

A BSA e as globulinas sao caracterizadas por possuirem baixo contetdo de
triptofano e metionina e alto de cistina & aminoacidos com cargas nas cadeias
laterais como acido aspartico, glutdmico, lisina e arginina (GIANCOLA ef al,
1997). A BSA possui alto teor de lisina, histidina e aminoacidos sulfurados, valores
que superam em dobro o padrac utilizado. A GB, apesar de fornecer os
aminoacidos essenciais acima da quantidade exigida, possui guase todos em

valores inferiores ac do soro integral.

As diferencas na composicdo de aminoéacidos podem ser explicadas pela
presenga no plasma de hemogiobina, fibrinogénio e outras proteinas envolvidas
no processo de coagulagdo. O soro analisado, assim como o plasma, nao sofreu
dialise antes da analise de aminoacidos.

Os valores encontrados para a composigdo aminoacidica da BSA liofilizada
e desidratada por spray dryer estdo apresentados na Tabela 7, em comparagéao
com o padrao da Food and Agriculture Organization (FAC/WHO/UNU, 1990).
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Tabela 7. Composicdo de aminodcidos da fragcdo BSA do soro de sangue bovino
desidratadas por dois métodos diferentes.

Aminoacidos
) Liofilizada Spray FAQ!
(g /100g de proteina)
Essenciais
Lisina 12,40 12,72 58
Treonina 5,80 578 3.4
Valina 5,86 5,82 35
Leucina 11,68 12,12 6,6
fsofeucing 2,45 2,59 2.8
Triptofano 0,77 0,63 1,1
Histiding 4.28 3,86 1.9
1/2 Cistina 5,06 4,79
Metionina 1,02 0,79
Suff. fotais 6,08 5,58 2,5
Tirosina 505 4,98
Fenilalanina 6,70 6,86
Arom. tolais 11,75 11,84 6.3
Nao essenciais
Ac. Aspartico 11,60 11,80
Serina 4.98 4.60
Ac. glutémico 17,65 17.86
Prolina 474 4,91
Glicina 2,36 2,26
Alanina 6,54 6,21
Arginina 5,85 5,561
EAE (%) 70 (Try) 57 (Try)

' Padrao tedrico da FAO/WHO/UNU, 1990 (aminoacidos indispensaveis para criancas de 2 a 5
anos de idade). * aminoacido mais limitante.

Pela comparagdo dos aminogramas da BSA (Tabela 7}, foi possivel
observar que o processamento interferiu na composicdo de aminoacidos da
amostra, fendo havido perda significativa de parte de alguns aminoacidos
essenciais nas amostras desidratadas no spray dryer. Ambas as amosiras,
liofilizadas e secas em spray, foram limitantes em triptofano, em 30% e 43%
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respectivamente, em relacdo ao padrao da FAO, 1990. As fragdes protéicas e
mesmo © soro integral, por possuirem alto teor de lisina, solubilidade em agua e

contetido moderadamente alto em arginina s&o susceptiveis a rapida degradagao
enzimatica (CHEFTEL, 1989).

3.3.4 Analise de minerais

Na Tabela 8 encontram-se os teores de minerais (macro e microelementos)
das fracbes e do soro de sangue integral.

Tabela 8. Composicio em minerais das fragdes protéicas do soro de sangue bovino e do
soro integral.

Minerais* (mg/100g) Soro do Sangue BSA GB RDA™
{mg/dia)
Célcio 87,69 £ 0,66 132,80+ 1,04 10,22 £0,35 800
Magnésio 22,04+ 0,22 8,52 +0,30 1,94 +0,06 350
Sédio 3681+ 64 44,86+ 1,62  88,60+4,27 400
Fosforo 94,50 £1,13 73,43+ 069 24,33+ 0,32 800
Potassio 222,47 +2,22 11,45+ 0,63 6,08 +0,83 1600
Zinco 2,73+ 0,06 5,13+ 0,06 1,53+ 0,14 15
Manganés 0,01+ 0,00 0,10 0,00 0,01+ 0,00 2-5
Ferro 4,99+ 0,06 10,46+ 0,09 5,04 +0,05 10-15
Cobre 0,81+ 0,02 0,39 20,01 1,29 0,04 1,5-3,0

*Média de trés repeficdes analiticas + esfimativa de desvio padrdo; ™ Recommended Dietary
Allowances - RDA, 1989. Homens, 25-50 anos.

Cada mineral possui funcbes especificas no corpo. Sdc constituintes de
ossos e dentes; no estado i6nico em fluidos corpdreos séo indispensaveis para a
manutencao do equilibrio acido-base, atividades de integragéo do sistema nervoso
e enddcrino, etc. S0 essenciais em processos metabdiicos vitais envolvendo
troca gasosa e de energia e participam como componenie de pigmentos do
sangue, enzimas e compostos orgénicos em tecidos e 6rgaos. Os minerais
reconhecidos como essenciais para as fun¢gbes corporeas sdo: calcio, sédio,
fosforo, magnésio, selénio, ferro, iodo, cobre, cobalto, zinco, fliior e cromo.
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A BSA possui célcio, zinco, manganés e ferro em quantidades superiores a
GB e ao soro integral. A presenca do ferro em concentracao relativamente elevada
indica que houve hemélise no processo de obtencao do soro e que a maior parte
da hemoglobina foi precipitada com 80% de concentragéo salina. A concentragio
mais elevada de calcio, zinco e ferro na BSA reflete uma maior capacidade dessa
proteina de ligar ions divalentes. O soro tem um bom potencial como fonte de
s6dio, fosforo e potassio, sendo que o valor do sodio excede o recomendado em
quase 10 vezes.

Digestibilidade “in vitro”

O resultado da digestibilidade para a BSA seca em spray e liofilizada e a

GB liofilizada estdo apresentadas na Tabela 9, em comparacdo com a caseina
comercial.

Tabela 9. Digestibilidade in vitro das fragdes protéicas (BSA e GB) em comparagio com a
caseina comercial.

Proteina Digestibilidade PDCAAS (%)
BSA iiofilizada 91,28 + 8,997 80,0
BSA spray 91,79 + 4,81° 89,0
GB liofilizada 97,83 + 3,52° 90,0
GB spray 97,42 + 1,887 91,0
Caseina* 99,00 = 1,71° 86,0

*Composigdo de aminoacidos retirados de BORGES, 2000.

O calor aplicado para secar o sangue para propositos alimentares pode
reduzir a proteina digestiva disponivel principalmente através de modificactes
fisico-quimicas (desnaturacdo) e ligacoes com outras substancias (reagio de
Maillard). O grau de dano dependera da quantidade de calor aplicada e da
extensao do aquecimento. Por isso diferengas entre processos industriais poderio
influenciar a qualidade nutricional de alimento com sangue e explicar contradicdes
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no desempenho de animais quando este subproduto é inciuido em dietas de
ruminantes (MARICHAL et al., 2000).

Todas as proteinas apresentaram boa digestibilidade in vifro e ndo
mostraram diferenca estatistica (p>0,05) com a caseina, proteina de referéncia. O
PDCAAS foi calculado em relagéo ao aminoacido mais limitante das proteinas, a
isoleucina, para a GB e o friptofano, para a BSA. Portanto, as condigbes de
secagem tanto em spray quanto em liofilizador nao prejudicaram a digestibilidade
destas proteinas.

3.4 Conclusbes

As proteinas isoladas a partir do soro sangiineo de bovinos com saturagéo
para a GB de 50% de suifato de amobnio e para a BSA de 80%, apresentaram
algumas diferencas na caracteriza¢@o quanto ao processo de secagem, porém as
duas fragcdes mantiveram a concentracdo em proteinas. A BSA desidratada em
spray dryer sofreu uma redugdc significativa na quantidade de lipidios,
provaveimente porque o processo de secagem em spray envolve alta temperatura
de entrada, diferentemente da liofilizacao.

As duas fragcbes possuem quase todos os aminoacidos essenciais em
quantidade superior a recomendada pela FAO/WHO (1990), sendo a BSA
limitante em 13% de isoleucina e 27% em triptofano e a GB em 12% em
isoleucina. A BSA possui alto teor de lisina, histidina e aminoacidos sulfurados,
valores que superam em dobro o padrao utilizado. A GB, apesar de fornecer os
aminoacidos essenciais acima da quantidade exigida, possui quase todos em
valores inferiores ao do soro integral. Todas as proteinas apresentaram boa
digestibilidade in vitro e ndao mostraram diferenca estatistica (p>0,05) com a
caseina. O PDCAAS foi calculado em relacdo ao aminoacido mais limitante das
proteinas, a isoleucina nas duas fragdes.
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A BSA possui cdicio, zinco, manganés e ferro em quantidades superiores a
GB e ao soro integral. A presenca do ferro em concentracao relativamente elevada
indica que houve hemolise no processo de obtencao do soro e que a maior parte
da hemoglobina foi precipitada com 80% de concentragio salina.
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Capitulo4. Propriedade hidrofilica- solubilidade das fracbes protéicas
albumina (BSA) e globulina (GB)

Resumo

As propriedades hidrofilicas das fragGes protéicas isoladas a partir do soro
de sangue bovino foram analisadas através da solubilidade em diversas condi¢tes
de pH, temperatura e concentragéo salina. A GB apresentou-se, em fungao do pH,
com alta solubilidade nos extremos da faixa estudada (pH 3 e 8), sendo que a
regiao isoelétrica (pHs 5 a 6) foi bem marcada pela reducdo de solubilidade a
60%. O sal monovalente, cloreto de sédio, ndo teve seu efeito predominante sobre
o pH com baixa concentracdo (0,1M). Induziu a melhora da solubilidade,
principaimente na regido isoelétrica, com concentragao de 0,15M e a partir de
entao, o efeito do sal superou a forga eletrostatica exercida pelo pH mantendo a
solubilidade da GB constante em 82%. A BSA mostrou alta solubilidade (90%) em
todas as concentragdes salinas analisadas (0, 0,1; 0,15; 0,2 M) e o pH nao teve
influéncia em seu comportamento. O aquecimento brando (35°C) da solugao
protéica de BSA e GB causou um aumento na solubilidade. O método de secagem

por spray dryer interferiu pouco nos resultados de solubilidade.

67



SOLUBILIDADE

41 Introdugao

As proteinas tém sido usadas na industria alimenticia, pelo fato de
apresentarem excelentes propriedades funcionais como agentes emulsificantes,
de ligar e reter agua, formar espuma e de geleificagao. O estudo da funcionalidade
nao é simples pois freqiientemente a estrutura nativa da proteina € modificada ao
transformar-se no produto final.

A solubilidade da proteina & uma propriedade importante para a utilizacao
de suas fungbes em sistema alimentar, sendo extremamente crucial guando
expressa em fungdo do pH, que afeta a natureza e distribuicdo de cargas da
proteina e cada alimento apresenta diferentes valores de pH. Essa propriedade
depende grandemente do nimero e arranjo de cargas nas moléculas, que por sua
vez dependerd da composi¢ao dos aminoacidos, particularmente do nimero de
residuos acidos (aspartil e giutamif) e basicos (histidil, arginil e lisil) (SGARBIERI,
1998).

A solubilidade protéica também influencia outras propriedades funcionais,
porque devem estar solQveis para que possam interagir com outros componentes
do sistema, como no caso da capacidade de formagdo de espuma de interagir
com o ar, ou com o Oleo, no caso da formagcdo de emuisdo. RAEKER &
JOHNSON (1995) observaram que as proteinas do plasma e as proteinas com
hidrofobicidade de superficie e solubilidade mais alta tém um maior poder
emulsificante comparado as proteinas do ovo.

Um dos fatores mais influentes sobre a solubilidade é o pH. As variagdes de
pH ao modificar a ionizacdo da molécula protéica, aiteram as forgas atrativas e
repulsivas entre as proteinas e a capacidade destas tltimas em associar-se com a
agua. Em geral, no ponto isoelétrico as interagbes proteina-proteina sdo maximas
e as proteinas associadas repelem-se entre si, manifestando uma hidratagao
minima.
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4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Materiais

Foram utilizadas como amostras para realizagido dos ensaios de
propriedades funcionais, albumina (BSA) e globulina (GB) obtidas por precipitacao
seletiva, liofilizadas e desidratadas em spray dryer. Os processos de obtencao e
secagem foram descritos anteriormente, no capitulo 3.

4.2.2 Solubilidade

A curva de solubilidade da proteina foi obtida utilizando-se basicamente o
método de MORR et al. (1985). A Gnica modificagdo consistiu na variagio do pH
da solugéo. O ensaio de solubilidade foi feitoc em duplicata e as determinacgdes de
nitrogénio soltuvel em triplicatas.

Suspendeu-se 500mg das amostras em 50 mL de solugdo salina a 0,1M,
ajustando-se os pHs a diferentes valores compreendidos na faixa de 3 a 8, com
NaOH 0,1N ou HCI 0,1N. As suspensdes foram agitadas em agitador magnético
por uma hora a temperatura ambiente, fazendo-se num periodo de 30min o
controle de pH. Apds a centrifugacdo e posterior filtragdo das suspensfes em
papel filtro qualitativo Whatman n°.1, a proteina solivel (%SP) no sobrenadante foi
determinada pelo método de Kjeldhal (AOAC, 1990} e calculada como segue:

concentragdo protéica no sobrenadante ("’g i L)SO
contetido de proteina na amostra (%)
100

% PS = 160

peso amostra {mg).

Com os melhores valores de solubilidade em fungéo do pH foi repetido o
ensaio de solubilidade variando-se a concentracao de sal cloreto de sodio em 0;
0,15 e 0,2 M, e a temperatura do banho em 25° (ambiente controlada); 35°; 45°C.
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4.3 Resultados

As propriedades de hidratacao das fragbes protéicas isoladas do soro de
sangue foram verificadas através da solubilidade e variando-se os fatores de
influéncia principal: temperatura, pH e concentragido salina, usando-se o sal
cloreto de sodio. As proteinas podem ser precipitadas por perturbacdes causadas
na solucao pelo pH, forga ibnica e temperatura (ENGLARD & SEIFTER, 1990).

A solubilidade reflete a organizagao estrutural da molécula, indicando a
extensao de desnaturacéo e permitindo ou néo a utilizacéo das proteinas em um
sistema alimentar, mesmo porque dela dependem as propriedades de superficie
como a capacidade de formagéo de espuma e de emulsdo. As curvas obtidas nas
Figuras 8 e 9 verificam a influéncia do pH desde muito acido (pH 3) até condigdes
ligeiramente alcalinas (pH 8), para a GB e BSA, respectivamente.

A solubilidade tende ser maior, em geral, em regides alcalinas e acidas por
causa da alteracdo das cargas elétricas em fungio do pH. Se o pH altera o
balanco das cargas intra e intermoleculares, acima e abaixo do ponto isoelétrico
as proteinas possuem carga liquida negativa e positiva respectivamente, e com
isso ha um aumento na solubilidade. No pl, a carga liquida & nula, prevalecendo

as forcas de atragdo entre as moléculas protéicas, tendendo a precipitagédo
(LOURENCO, 2000).

A GB em solugao aquosa sem adi¢cdo de sal mostrou um comportamento
frente as mudancas de pH, tipicos de uma curva geral de solubilidade protéica,
isto &, com minimos de solubilidade em regibes que provavelmente possam
indicar o ponto isoelétrico da proteina. Esta diminuicio acentuou-se em pH 5,5.
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% proteina solivel

50

pH

Figura 8. Curva de solubilidade de solugao a 1% de GB com a varia¢éo da concentracéo de
sal, em func¢éo do pH.

% proteina soluvel

pH

Figura 9. Curva de solubilidade de solucdo 1% de BSA com variacdo do pH e da
concentracao de sak.
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Observando-se a Figura 9, nota-se que a BSA possui alta solubilidade, em
todas as concentragdes salinas analisadas (0, 0,1; 0,15; 0,2 M) e que o pH nao
teve tanta influéncia em seu comportamento, como no caso da GB. A principal
razéo pela alta solubilidade da BSA & possuir elevada quantidade de carga total,
aproximadamente 85 grupos ionizaveis por moi de proteina em pH 7 (GIANCOLA
et al.,1997), isto permite que haja uma solvatagdo da agua por meio das pontes de
hidrogénio.

Mas a solubilidade é um balanco global entre a atragdo intermolecular das
proteinas e a relagao proteina-solvente. Por isso, se as condigbes de pH e
concentracio salina adotada nao sio suficientes para atterar significativamente o
comportamento da BSA em solugdo, indica que a solubilidade desta proteina
depende intrinsecamente de sua conformacéo e composi¢ao estrutural. Sabe-se
que a BSA possui uma estrutura compacta e globular além de 17 pontes dissulfeto
que podem estar favorecendo sua estabilidade.

A adigéo de cloreto de sodio a solugédo de GB, numa primeira concentracao
(0,1M) provaocou uma pequena reducgdo de solubilidade em praticamente todos os
pHs, sendo mais acentuada em pH 3. Tal reducéo a pH 3 pode ser explicada pela
capacidade dos ions cloretos ligarem-se as proteinas carregadas positivamente
pelo excesso de ions H' em solugdo e com isso, haver uma tendéncia ao
equilibrio de cargas na molécula, diminuindo a repulséc entre elas e impedindo a
hidratagao.

Aumentando-se a concentragao salina para 0,15 M, notou-se uma melhora
na solubilidade de 60% na regido isoelétrica, comparativamente aos valores
obtidos para a curva com 0,1 M de concentragcéc de cloreto de sédio.A curva de
solubilidade obtida com globulinas em solugdo salina 0,2 M mostrou-se indiferente
a variag@o de pH, mantendo-se em torno de 82% de proteina solivel. Parece que
nesta concentracdo o sal superou o efeito do pH nac permitindo sua agao na
estrutura protéica.
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PENTEADO ef al. (1979) observaram o comportamento das GB liofilizadas,
obtidas de maneira semeihante, em relacdo a variacdo de pH e constataram um
menor indice de solubilidade entre pHs 5 e 6, sendo os valores de minimo e
maximo encontrados como 50 e 98%, aproximadamente.

A curva da BSA com adicao de sal a concentragdo de 0,1 M apresentou-se
um pouco mais distinta em relacdo as demais, pelo fato de aumentar a
soiubilidade em pH & comparando-se com a curva obtida sem a adi¢cdo de sal, e
por apreseniar minimos de solubilidade de pH 3 a 4,5 e 6 a valores mais elevados

no pH 8, onde atingiu 0 maximo de solubilidade em relacao as demais curvas.

Sabe-se, que o balango das interagdes hidrofébicas e eletrostaticas podem
ser manipulados nao somente pelo pH e forga idnica, mas também pela natureza
do sal usado (OSHODI & OJOKAN, 1997). Portanto sais divalentes como o cloreto
de célcio, poderao apresentar resultados bem diferentes quando comparados aos
formados de ions monovalentes.

As Figuras 10 e 11, apresentam a influéncia da temperatura na solubilidade
em solugdes salinas (0,1 M) contendo 1% da proteina na faixa de pH 3 a 8. As
condicoes de temperatura usadas (25, 35 e 45 °C) sdo brandas, com excecio de

45 °C que pode, eventualmente, causar alguma desnaturacio protéica.

Percebe-se que a BSA e a GB possuem comportamentos bem distintos
frente ac pH mas o aumento de temperatura provoca um aumento de soiubilidade
para as duas fracdes. Apesar da BSA possuir alta solubilidade em toda a faixa de
pH, a temperatura ambiente mostrou ser pouco menos sollvel que com
aquecimento de 35°C. Ja a GB em temperatura ambiente possui baixas
solubilidades principalmente na regiao isoelétrica em torno de 60-70%. A elevacgao
de temperatura, neste caso, causou um sensivel aumento na solubilidade em
todos os pHs, exceto em pH 5 onde a melhora foi pequena.

74



SOLUBILIDADE

E35°C
E45°C
225°C

100 -

% proteina soldavel

Figura 10. Solubilidade da GB em solug¢do 0,1M de NaCl, com variacio da temperatura e pH.
Letras miniisculas comparam amostras com temperaturas diferentes e mesmo pH e letras
maidsculas, entre amostra com pHs diferentes e mesma temperatura. P<0,05.

#35°C
H45°C
B|25°C
100
1

% proteina soluvel

Figura 11. Solubilidade da BSA em solugéo 0,1M de NaCl, com a variagdo de temperatura e
pH. Letras mintsculas comparam amostras com temperaturas diferentes e mesmo pH
letras maitsculas, entre amostra com pHs diferentes e mesma temperatura. P<0,05.
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A solubilidade da GB, nas trés temperaturas estudadas, mostrou pontos de
minima solubilidade em pH 5 e maxima em pH 8. O aquecimento a 35°C melhorou
a solubilidade da GB em todos os pHs, inclusive na faixa de pH da regido
isoelétrica (5-6), porém o aumento da temperatura para 45°C, apesar de aumentar
a solubilidade da amostra comparando-se com a temperatura ambiente, provocou
uma reducdo significativa (p<0,05) na solubilidade frente & curva de 35°C. A
reducéo de solubilidade com o aumento da temperatura provavelmente foi devido
a desnaturacao de algum tipo de GB que compde esta fracao.

Em relacdo a BSA (Figura 11), nota-se que o aumento da temperatura
melhorou a solubilidade, principaimente em pH 3 (~20%). Porém, diferentemente
da GB, a temperatura de 45°C n&o reduziu a solubilidade comparando-se & curva
de 35°C, tendo provocado uma redugao significativa (p<0,05) porém pequena, em
pH 8 comparando-se & curva da temperatura ambiente. Em pH 6, a temperatura
nao influenciou a solubilidade.

A estrutura multidominios da BSA é responsavel pelo comportamento
andmalo da proteina sob condigbes desnaturantes. Os dominios da BSA s&o
dissimilados em hidrofobicidade, carga de rede e sitios ligantes e cada um tem
uma funcdo distinta da outra. A BSA liga acidos graxos, outros lipidios e
saborizantes que podem estabilizar a molécula contra a desnaturagéo térmica. O
ponto de transigio térmica da BSA é 65°C, apesar da maioria das moléculas de
BSA romperem suas figagdes com os acidos graxos com aquecimento acima de

60°C em pH 7 resultando em sua desnaturagdo. (AOKI ef al., 1978).

Comparando-se a BSA e a GB (Figura 12) na auséncia de sal, observa-se
que apresentam comportamentos bem diferentes em relacdo a solubilidade
guando em fungéo do pH. A BSA quase n&o sofreu influéncia da variagéo de pH
enquanto que a GB apresentou um minimo de solubilidade entre os pHs 5 e 6. Isto
era esperado ja que suas estruturas moleculares e composigdes séo diferentes.
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Figura 12.Curva de solubilidade do soro sangiiinec e das fragbes BSA e GB com variagao de
pH sem adicdo de NaCl.

O soro integral apresentou um minimo de solubilidade de 90% em pH 4 e
um maximo entre os pHs 5 e 6. A maioria dos trabalhos consultados da literatura,
que caracterizaram as proteinas do sangue bovino, utilizou como matéria-prima o
plasma, e ndo o soro. O plasma exige a adi¢do de um anticoagulante e nao exclui
o fibrinogénio da solugéo, por isso resultados como o de TYBOR et af. (1975) que
mostra um minimo de solubilidade do plasma de 75% em pH 4, ou de PENTEADO
et al. (1979) em pH 5, nao podem ser usados como comparagado com 0O S0ro,
podendo esta diferenca de solubilidade no pH supostamente isoelétrico ser devido
a presenca de proteinas como o fibrinogénio.

O soro apresentou-se mais soltvel na faixa de pH onde a BSA e a GB
tiveram menor solubilidade provavelmente pelo fato de nao ter sido dialisado, e
com isso, a solubilidade mais elevada possivelmente se deva a influéncia dos sais
contido em solugéo na concentragao fisiolégica. A auséncia de dialise, impede que
se analise a influéncia isolada do pH sobre as proteinas.
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A Figura 13 apresenta as curvas de solubilidade da GB desidratada por
spray dryer e liofilizagao, e mostra o efeito do método de secagem na solubilidade
da proteina. As amostras desidratadas em spray tenderam a perder solubilidade
nos pHs acidos (3-4) e alcalinos (7-8).

—&— 0 M spra
100 - ~Pray
- {} M liofilizads
-z 1M liofilizada

& 0,1 M spray

% proteina soldavel

Figura 13.Curva de solubilidade de 1% de GBs liofilizadas e secas em spray dryer com a
variacdo da concentracdo de saf e pH.

Observa-se que amostras com maiores solubilidades foram aquelas cuja
sclucdo foi feila em agua, ou seja, na auséncia de cloreto de sodio. Apesar do
método de secagem néo alterar o efeilo do sal sobre as amostras, na regiao
isoelétrica (4,5 — 6,5), o sal mostrou ter mais influéncia sobre a amosira
desidratada em spray que na liofilizada, provavelmente por alguma alteragado
estrutural que o processo de secagem possa ter causado.

Nos pHs onde a solubilidade foi reduzida em presenca de sal pode ter
ocorrido uma competicdo entre as proteinas do plasma e os ions pela agua
(“salting-out”), promovendo uma agregacdo das proteinas e causando o
decréscimo da solubilidade {(C’RIORDAN et al.,1989).
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4.4 Conclusoes

A solubilidade da GB comportou-se como uma curva tipica de proteina,
possuindo baixas solubilidades em pHs préximos ao pH isoelétrico e maiores em
pHs extremos. A adi¢do de sal (0,1M) provocou diminuicao da solubilidade e, em
pH 3, essa reducao foi mais acentuada. A curva feita com concentracao salina de
0,2 M mostrou pouca influéncia do pH e manteve-se na faixa de 82% de
solubilidade. Nesta concentragio, parece que o sal superou o efeito do pH,
fazendo com que este deixasse de agir na estrutura da proteina.

A BSA mostrou alta solubilidade (80%) em todas as concentracdes salinas
analisadas (0, 0,1, 0,15, 0,2M) e o pH teve menor influéncia em seu
comportamento. Sua estabilidade deve-se a estrutura compacta e globular, e as
pontes dissulfeto. A BSA e a GB possuem comportamenios bem distintos frente
aoc pH mas o aumento de temperatura provoca um aumento de solubilidade para
as duas fragdbes.

O método de secagem interferiu pouco nos resultados de solubilidade. As
amostras com maiores solubilidades, em relagdo ao mesmo método de secagem,
foram aquelas cuja solucéo foi feita em agua, ou seja, na auséncia de cloreto de
sodio. Além disto, a amostra desidratada em spray mostrou ser mais sollvel na
regido isoelétrica que a amostra liofilizada sem a adicéo de sal.
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Capitulo5. Propriedades de superficie: espuma e emuisdo das fracGes
albumina (BSA) e globulina (GB)

Resumo

As fragdes albumina (BSA) e globulina (GB), liofilizadas e desidratadas em
spray, foram avaliadas quanto sua capacidade de formacdo e estabilidade de
espuma e emuisdo. A formacao e estabilidade da espuma foram medidas
variando-se a concentracao de proteina em 1, 3, 5 e 7% e escolheu-se uma
concentracao para o estudo do efeito do pH sobre esta propriedade. As proteinas
do sangue tiveram formac&o de espuma similar a da proteina da clara de ovo. A
BSA, apesar de mesma CFE, forma uma espuma menos estavel que a GB. As
diferencas encontradas nos métodos de secagem sao relevanies, tendo a
secagem em spray, melhorado as propriedades funcionais estudadas (p<0,05),
com excegdo da formagao de espuma da GB. A capacidade de emulsificagdo das
proteinas foi medida variando-se o pH e a forga idnica, mantendo-se fixa a
guantidade de proteina utilizada. Comparou-se os resultados, com o concentrado
protéico de soro de leite. A GB apesar de n&o possuir boa capacidade
emulsificante em relacdo as demais proteinas estudadas, foi a amostra que obteve
melhor estabilidade.
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5.1 Introducgdo

As proteinas s&o muito flexiveis quanto as suas utilizagbes. Na area
medica, utiliza-se uma variedade de proteinas como padrées, antidotos,
antigenos. Na industria de materiais s&o empregadas na formulagao de colas, fitas
adesivas, papéis, emulsées fotograficas, etc. Nos alimentos podem ser usadas
para melhorar as caracteristicas fisicas ou o valor nutricional.

As propriedades funcionais s&o essenciais em qualquer produto alimenticio
por basear-se em principios basicos que alteram suas caracteristicas, como a
solubilidade, a capacidade de formagao de emuiso, espuma e gel.

As proteinas apresentam comportamentos diferentes umas das outras por
razdes fisico-quimicas como composicao, estrutura, carga elétrica e por interacoes
que envolvem os componentes do meio em que estéo.

Neste capitulo verificou-se as propriedades funcionais tecnolégicas, mais
especificamente as propriedades de superficie (capacidade de formagao de
espuma e de emulsdo) das duas fragdes do soro de sangue bovino liofilizadas e
desidratadas em spray dryer, também para se comparar a influéncia dos métodos
de secagem.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Materiais

Foram utilizadas como amostras para realizacdo dos ensaios de
propriedades funcionais, BSA, GB obtidas por precipitacdo seletiva, fiofilizadas e
desidratadas em spray dryer. Os processos de obtencdo e secagem foram
descritos anteriormente. Como padrdo de comparagéo foi usado a proteina da
clara do ovo (PCO), para a formagdo de espuma, e concentrado protéico de soro
de leite (CSD), para a formagéo de emulséo.

86



FORMAGAO DE ESPUMA E EMULSAO

5.2.2 Capacidade de formagéo de espuma e estabilidade da espuma

A capacidade de formacdo de espuma foi determinada de acordo com
MOHANTY et al. (1988) comparando-se com a BSA de ovo comercial desidratada
em spray dryer (SOHOVOS). As dispersoes foram preparadas com 1, 3, 5 e 7%
de amostra protéica completando volume para 50mL de solugdo e agitadas em
batedeira Walita, mod. RI-3164, a 1100 rpm (maxima velocidade) por cinco
minutos. A espuma formada foi rapida e cuidadosamente transferida, com o auxilio
de uma espatula, para proveta de 500 mL. O volume inicial de espuma formada foi
registrado e a porcentagem de espuma e relagio ao volume original da solugao
foi calculada pela formula:

Volume espuma inicial (mL)

% FE = 100

Volume original da solugdo proteica(mL)’

A estabilidade da espuma foi analisada pelo método descrito por PATEL et
al. (1988) e pela cinética de desestabilizagio, usandc o modelo matematico
proposto por ELIZALDE et al. (1991), onde a espuma foi mantida na proveta por
60 minutos e foram medidos simultaneamente, o volume da espuma e do liquido
drenado com o decorrer do tempo. Nos primeiros 10 minutos essas medidas foram
tomadas de minutc em minuto pois a desestabilizagao maior ocorreu
principaimente neste intervalo. Depois tomou-se as medidas de 10 em 10 minutos
até que se completasse uma hora. As formulas utilizadas para determinar a
estabilidade da espuma e a quantidade de liquido drenado estido abaixo
relacionadas.

Volume residual da espuma apds 30 e 60 min (mlL)

YoEEs = 1006

Volume inicial da espuma incluindo o volume do liguido (mL)

Volume de liquido drenado apés 30 e 60 min (mL) 10
Volume original da solu¢do de proteina (mL)

%LD = ¢
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5.2.3 Propriedades de emuisificacdo

A capacidade de emulsificagdo foi determinada pelo métode de DE
KANTEREWICZ et al. (1987), em que dispersdes a 1% de amostra protéica foram
combinadas com 6leo de soja, em diferentes proporgSes, num volume total de 50
mL até que ocorresse a quebra da emulséo ( em 35 agua/15 6leo, para as duas
proteinas). A proporg&c anterior a quebra foi usada, e antes de iniciar a adicio de
incrementos de 0leo através de uma bureta, a mistura foi agitada a 10.000 rpm por
um minuto em um homogeneizador uitra-turrax T-25, IKA® - LABORTHECHNIK e
mantida em banho de gelo.

Com a quebra da emulsdo, visualizada pela mudanga da consisténcia da
mistura, suspendeu-se a incorporagao de éleo e o volume de dleo usado na bureta
mais o volume adicionado inicialmente, foram usados para determinar a
capacidade emulsificante de cada proteina, calculada pela méxima quantidade de
6leo adicionada por grama de proteina, em mililitros, até o ponto de invers&o.

A estabilidade da emulsao foi feita utilizando-se trés métodos que analisam
diferentes mecanismos que agem para desestabiliza-la. O primeiro, de DAGORN-
SCAVINER et al. (1987), estuda a cinética da floculagdo e cremeamento da
emulsao e permite o calculo das constantes de velocidade de desestabilizacao e
parametros vinculados com a hidratagdo da pelicula interfacial. Consistiu na
homogeneizagao de uma mistura composta por 30 mL de solugdo protéica (0,5
mg/mtL) e 10 mL de éleo durante 30 segundos, a 20.000 rpm em homogeneizador
ultra-turrax T-25, IKA® - LABORTHECHNIK.

Antes de completar os 30s de agitagdo, foi adicionado uma solugio
alcodlica corante (sudam) para facifitar a visualizacdo da separagso de fases, e a
emulsao foi imediatamente transferida para uma proveta de 10 mL. A partir deste
momento passou-se a contar o tempo e foi tomada nota do volume de fase

cremeada (superior) e aquosa (inferior) separada. A cinética deste processo foi
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medida pelo volume da fase aquosa formada versus tempo. O volume de
equilibrio, s6 foi contado ao término de 24 horas.

Os parametros usados para quantificar a estabilidade da emulsdo sdo Ve
(volume de equilibric) e ¢=2,5/10-Ve+2,5 (fracdo dleo emulsionado, assumindo
que com t->, todo o dleo inicial estivesse na fase cremada) e as constantes de
velocidade das primeiras etapas de desestabilizacio. Uma emulsdo instavel
possui caracteristicas de altas constantes cinéticas e ¢ tendendo a 1.

Em outro método, a coalescéncia da emulséo foi avaliada em um intervalo
de tempo determinado (PEARCE e KINSELLA, 1978). A emuiséo feita a partir de
10 mL de dleo com 30 mL de solugdo contendo 10 mg de amostra /mL de tampéao
fosfato 0,1M, pH7, foi diluida 250 vezes em solucao estabilizadora. Tal solugéo &
composta de tampéo fosfato de sddio 0,1M pH 7, 0,1% SDS e 0,1M de NaCl. As
dilui¢bes foram feitas em duas etapas (1/10 e 1/25), e foi tomado o cuidado para
que o tempo necessario para cada etapa do processo (formacéo, diluigio e leitura)
fosse o mesmo em todas as amostras. A leitura da absorbancia em
Espectrofotdmetro HITACHI U-2000, a 500nm, foi feita imediatamente apés a
diluicao e comparou-se com a da amosira em repouso por 4 horas.

O indice de estabilidade da emulsdo (IEE) foi a medida adotada para
qualificar a estabilidade da emulsao formada, quanto a coalescéncia. Ele € uma
diferenca entre a turbidez inicial (apds atingir o estado estacionario, ou seja,
quando comecar a ficar estavel, desprezando os primeiros minutos) e a turbidez

depois de um intervalo de tempo determinado. Observe a equag&o abaixo:

IEE = T.A

AT
onde T é a turbidez inicial (2,303.Absorbéancia /1,05), e repare que o valor
de IEE para que possa ser comparado com outros autores, deve apresentar o
mesmo intervalo de tempo, e que a variacdo deste indice depende somente da

diferenga de turbidez AT. Quanto menor essa diferenca, maior o IEE, indicando
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que a emuls&o € mais estave! pois ndo houve diferenca entre as fases lidas,
naguele intervalo de tempo.

O cremeamento e a floculagdo, ambos processos de desestabilizacdo da
emulsdo foram medidos utilizando-se o método descrito por ACTON & SAFLE
(1970). Consistiu na homogeneizacdo de uma mistura composta por 25 mL de
solugio protéica (1 mg/mL) e 25 mL de dleo durante 3 minutos, a 10.000 rpm/min
em homogeneizador ultra-turrax T-25, IKA® - LABORTHECHNIK.

Assim que a emulsdo ficou pronta, colocou-se 10 mL em dois tubos de
ensaio que foram mantidos em repouso a temperatura ambiente por 24 horas. A
umidade foi determinada em aliquotas de 5mL da emulsao inicial e das extraidas
do fundo do tubo de ensaio, seguindo AOAC (1990). A estabilidade da emulsao foi
calculada como segue:

__ppidhora
%EE =90 " 100
100 - Uomme
U?* M = porcentagem de umidade da emulséo apos 24 horas de repouso
uena = porcentagem de umidade da emulsdo imediatamente apés o
preparo

5.3 Resultados

As propriedades funcionais foram feitas primeiramente nas amostras
liofilizadas, estudando-se um namero maior de varidveis e variagbes, de modo a
conhecer o comportamento da proteina. Depois os métodos de determinacéo de
solubilidade, capacidade de formagdo de emulsdo e espuma foram refeitos em
aiguns pontos, principalmente em funcéo do pH, para comparar o efeito do método
de secagem na propriedade funcional em questio.
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5.3.1 Propriedades espumantes

As propriedades espumantes das fragbes protéicas obtidas, em
comparacao com a proteina da clara de ovo (PCO), foram analisadas através do
overrun e da estabilidade do volume de espuma (%EEs) apos os periodos de 30 e
60 minutos.

A capacidade de formacao de espuma da BSA e GB comparada a PCO, em
varias concentracbes de amostra, esta apresentada na Figura 14 em volume de
espuma formada por volume de solugdo inicial, ou seja, qual o aumento (em %) do
volume de material em relacdo a quantidade de soluggo que se possuia
inictalmente. As duas amostras do sangue apresentam muito boa capacidade
espumante, idénticas a da proteina da clara de ovo, exceto com concentracéo de
1% de amostra protéica, onde se mostraram superiores.
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Figura 14 Formacdo de espuma das fragdes protéicas de sangue bovino e da BSA da clara
de ovo (PCO) com variaciio da concentracdo de proteina. Letras mintusculas comparam
amostras diferentes com mesma concentragio e letras maitGsculas, entre a mesma amostra
com concentragoes diferentes. Diferenga estatistica ao nivel de 5% de probabilidade
{P<0,05).

A capacidade de formacgdo de espuma da BSA foi crescente com a
quantidade de proteina presente, porém a concentragdo de GB apresentou-se
indiferente na formagdo da espuma, nio resultando melhora com o aumento da

concentracao de proteina na faixa estudada.

A Figura 15 mostra a estabilidade da espuma obtida pelas fragGes protéicas
ap6s 30 minutos de formada e indica que apenas a BSA mostrou aumento de
estabilidade (p<0,05) em relag&o & concentracdo. A BSA revelou uma estabilidade
muito alta sendo que em concentragdes acima de 3%, ficou em torno de 95%, ou
seja, nao houve alteracdo do volume da espuma inicial. Apés uma hora de

repouso (Figura 18), a reducao do volume residual apresentou-se maior para
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concentracio de 1%, cerca de 22%, e essa diferenca diminuiu para 10%

nas demais concentracoes.
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Figura 15. Estabilidade da espuma formada pela BSA, GB e PCO apés 30 minutos, variando-
se a concentracdo de proteina. Letras mindsculas comparam amostras diferentes com
mesma concentragdo e letras mailsculas, entre a mesma amostra com concentragdes
diferentes. Diferenga estatistica ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).

As proteinas estabilizam as espumas através da adsorgdo na interface
gasfiiquido, o que diminui a tens&o interfacial provocando gradientes de tensao e
resultando na estabilizagéo da espuma (CLARKSON et al., 2000). A formagao de
espumas estaveis ndo se deve a formacgéo de ligacdes dissulfeto intermolecular
mas a formacdo de uma rede por outras interagdes n&o-covaientes como as

hidrofébicas (DOI! et al., 1988).

A espuma formada pela GB mostrou boa estabilidade a 30 minutos
permanecendo na faixa de 98% e ndo demonstrou diferenca estatistica (p>0,05)
entre as concentracées para um mesmo tempo. A reducéo da estabilidade da

espuma apés 60 minutos de repouso foi muito pequena, mostrando que a GB
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apesar de néo possuir capacidade de formacédo de espuma melhor que a
BSA, apresenta 6tima estabilidade mesmo apés 1 hora de preparacéo.
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Figura 16. Estabilidade da espuma formada pela BSA, GB e PCO apds 60 minutos, variando-
se a conceniracdo de proteina. Letras minasculas comparam amostras diferentes com
mesma concentracio e lefras mailisculas, entre a mesma amostra com concentragdes
diferentes. Diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).

Todas as espumas com 1% de concentragcac apresentaram diferenga
significativa {p<0,05) na estabilidade apds 60 minutos em relacdo as demais
concentracdes. E importante ressaltar que em todos os ensaios de propriedades
espumantes as concentra¢des foram expressas em quantidade de amostra, e ndo
de proteina.

PENTEADOQ ef al.(1979) fizeram a estabilidade da espuma pela diferenga
de pesos do liquido drenado depois de 5, 10 e 20 minutos e comparado com o
peso da espuma original. Foi relatado que a espuma da BSA e GB sdo altamente
estaveis pois ndo houve drenagem nos tempos analisados € que a BSA apesar de

estabilidade similar as demais proteinas estudadas, possui melhor capacidade de
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formacdo de espuma, analisada através do volume especifico de espuma

formada.

Na Figura 17, estdo apresentadas as barras de formagdo de espuma das
duas fragbes do soro sanglineo em diferentes pHs.

ZpH3
fpH 5,5
700 - aA EpH 7
ahA abA EpH 8
i Enao ajustado
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400 -

300

200 -

mL de espurna / mb de solugéo (%)

100

albumina globulina

Figura 17. Formagédo de espuma das fragdes protéicas do soro sangiiineo com variagdo do
pH. O pH nio ajustado é o pH da solugdo que corresponde a 6,5 e 4,8 respectivamente para
BSA e GB. As letras minusculas comparam os resultados entre a mesma amostra com pHs
diferentes e as maitisculas entre amostras diferentes e mesmo pH. Diferenca estatistica ao
nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).

Para a fracdo BSA, apenas o pH 3 afetou a formagdo de espuma
negativamente. Ja a GB, teve sua capacidade de formagao de espuma melhorada

nos pHs 3, 5,5 e 7. No pH 9, essa propriedade n&o foi afetada.

As curvas de cinética de drenagem da espuma (Figura 18) ilustram o
processo de desestabilizagdo da espuma. Observe que as espumas de BSA sao
menos estaveis que as de GB, principaimente a de concentragao mais baixa, que
chega a drenar 90 mL em 25 minutos. Nos primeiros minutos depois que a
espuma foi formada & quando ocorre a maior taxa de desestabilizacdo, e a esses
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pontos pode-se ajustar uma reta, e a tangente desta indica quao estavel é a

espuma.
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Figura 18. Cinética de drenageimn das espumas das fragdes protéicas.

Pensando nesta aproximacao, ELIZALDE et al. (1991) propds um modelo
matematico, para calcular os valores da cinética de drenagem (Tabela 10). Trés
critérios quantitativos sao utilizados para comparar as propriedades estabilizantes
das proteinas: o tempo necessario para drenar metade da quantidade maxima de
liguido (B), que independe do volume inicial de liguido, a constante de velocidade

de drenagem de primeira ordem (k) e a taxa inicial de drenagem (Ro).

Quanto maior ¢ valor de Ry menos estavel é a espuma formada e, se a
espuma apresentar alios valores de B e baixos de k, indica aita estabilidade.
Observando as amostras BSA e GB a partir de 1% de concentragéo, € nitido que a
taxa de drenagem foi reduzida com o aumento da concentracdo. Isto indica um
aumento na estabilidade da espuma, devido a quantidade de proteina presente.
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Tabela 10. Drenagem de liquido das espumas protéicas com variagdo da concentracdo de

amostra.

amostra V (mL) B (min) Ro {mL/min) K {mL/min)
GB 1% 39,17 3 13,06 0,0085
GB3% 34,33 3 11,44 0,0097
GB5% 33,67 9 3,74 0,0033
GB7% 32,33 8 4,04 0,0039

BSA 1% 46,67 1 46,67 0,0214

BSA 3% 44,17 5 8,83 0,0045

BSA 5% 37,67 4 9,42 0,0066

BSA 7% 40,67 6 6,78 0,0041

V (mL)} volume maximo de soro drenado; B {min) tempo meia vida da espuma; Ro
{ml/min) taxa de drenagem inicial, K {mL/min) constante de drenagem
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Figura 19 Capacidade de formacdo de espuma com 1% de proteina liofilizada e
desidratada em spray dryer. lLetras mailsculas comparam mesma amostra de pHs
diferentes ¢ mintisculas entre mesmo pH. Diferenga estatistica ao nivel de 5% de
probabilidade {(P<0,65).
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A Figura 19 ilustra a capacidade de formagao de espuma da BSA e GB
desidratadas por spray dryer em comparagao com as liofilizadas. Em todos os
pHs, a GB desidratada em spray teve menor formac¢édo de espuma em relacao a
amostra liofilizada. A BSA seca em spray, no entanto, formou mais espuma que a
liofilizada. Isto pode ser explicado através da solubilidade. A secagem em spray
melhorou a solubilidade da BSA em praticamente todos os pHs, porém a GB s6
teve sua solubilidade melhorada em pH5,5, mesmo pH onde obteve melhor
formacéao de espuma

A estabilidade da espuma apéds trinta e sessenta minutos, tempo suficiente
para indicar estabilidade da espuma num alimento, em diferentes pHs estéo
apresentados na Figura 20, para as amostras de BSA seca em spray e liofilizada.
As espumas produzidas pelas duas amosiras de BSA n3o tiveram suas
estabilidades apéds trinta minutos alteradas. Porém, apos sessenta minutos a
espuma da amostra desidratada em spray dryer, apresentou-se mais estavel em
pH 7 que a amostra liofilizada.

EIEE30 SPRAY
§ EE30 LIOFILIZADA
120 - 7 EE6D SPRAY

ZEEBO LIOFILIZADA
100 -

80
860
40

20

volume espuma residual/ volume espuma inicia

pH3 pH5,5 pH7 ndo ajustado

Figura 20. Estabilidade das espumas da BSA em diferentes tempos ¢ pHs. O pH ndo
ajustado corresponde ao pH da solugdo inicial, sem o ajuste de pH. As letras maidsculas ¢
mingsculas sdo comparaveis entre si. Diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade
{P<0,05}.
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5.3.2 Propriedades de emulsificacao

A Figura 21 e a Figura 22 apresentam, em fungdo do pH, as curvas de
capacidade de emulsificagio (CE) das proteinas BSA e GB, variando-se a forga
idnica e o pH. A CE da BSA é maior na auséncia de sal, em pH acido (pH 3). Isto
pode ser explicado pelo fato das cargas na superficie das moleculas serem
positivas. A BSA neste pH & uma molécula parcialmente aberta que mantem a
neutralidade elétrica por formar pares de ions com as cadeias protonadas
(PETERS, 1985). Nesta regido a BSA incha e torna-se aberta como resultado da
repulséo de cargas e essa mudancga na conformagéo pode melhorar a CE em pH
acido.
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Figura 21. Capacidade emulsificante da BSA de soro sangiiineo (BSA) em fungdo do pH e da
concentracio de NaCl,

O sal, em 0,15 M de concentragdo, provoca uma redugéo na CE da BSA
nos pHs 3 a 6, desaparecendo essa diferenca nos pHs 6 e 7 e o aumento desta
concentracéo para 0,30M, acentua a redugido da capacidade emulsificante nos
pHs estudados.
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Figura 22.Capacidade emulisificante da GB de soro sangiiineo em fun¢io do pH e da
concentragao de NaCl.

Apesar da GB ter uma capacidade de emulsificagado menor que a BSA e do
sal ter um efeito menos expressivo sobre esta propriedade, nas duas fragdes, BSA
e GB, o aumento da forga ibdnica provoca uma diminuicdo na capacidade
emulsificante. TORNBERG & EDIRIWEERA (1988) atribui este fatc a diminuigéo
da repulsdo elefrostatica, o que promoveria a agregac¢do (floculacéo) das
proteinas em solugéo.

A Figura 23 apresenta irés curvas de capacidade de formagao de emuiséo
nas mesmas condicdes (1% de proteina em agua) para as duas fracdes, BSA e
GB, comparadas ao concentrado protéico de soro de leite liofilizado (CSD), obtido
pelo processamento do leite em queije, e que demonstra boas propriedades

emulsificantes.

O concentrado de sorc doce foi utilizado no lugar da clara de ovo pois
apesar desta proteina ser um ingrediente chave em muitas emuisdes, como a

maionese € molhos, ela possui microorganismos patogénicos, tais comc a
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salmonela. Portanto do ponto de vista tecnologico, ndo haveria vantagens em se
comparar a PCO com nosso produto, ja que se tornaria hecessario um tratamento
térmico para garantir a seguranga do produio e este provocaria danos as suas
propriedades funcionais, além de emulsées com ovo terem vida de prateleira
limitada e precisarem ser mantidas a 4 °C (LE DENMAT, ef al., 1999).
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Figura 23. Capacidade de formacdo de emuisdo das fragbes de proteinas do sangue em
:gmparagéo com o concentrado protéico de soro doce, dissolvidos em agua, em fungiio do

A capacidade emulsionante da BSA é superior as demais e diminui com o
aumento do pH. Esta diminuigdo também ccorre com o CSD, mas o pH neutro {pH
7) provoca uma melhora nesta propriedade. O pH exerceu um efeifo contrario
sobre a GB, que apresentou menor capacidade emulsificante em pH acido e o
aumento do pH melhorou sua capacidade emulsificante.

No processo de formagé@o de espuma e emulsdo, o fator limitante néo € a
fase dispersante, mas o tipo de proteina com que se trabalha. Isto foi mostrado
num estudo feito por GRAHAM & PHILLIPS (1979 | e ll) que encontraram que as
proteinas adsorveram de maneira semelhante em fases agua/ar e agua/dleo,

porém proteinas de configuracéo aleatéria como a f-caseina apresentaram
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isotermas mais condensadas na fase 6leo/agua e que as globulares como a
BSA e a lisozima apresentavam-se mais expandidas quando comparadas com a
interface arfagua.

Apesar disso outros fatores influenciam a capacidade de formacdo de
emulsdo. WANISKA et al. (1981) analisaram os efeitos de uma variedade de
homogeneizadores na alividade emulsionante da proteina de soja, ‘wcaseina,
ovoalbumina e {Jactoglobulina e soroalbumina bovina (BSA). Adotou como
melhor o Janke-Kunkel (modelo A10) de cinco avaliados, por produzir emulsoes
com maiores densidades Opticas e menor distribuigdo de tamanho de particulas.

AL MALAH et al. (2000) investigaram além da formacdo, a estabilidade de
emulsbes de BSA pela técnica de condutividade. Foram analisadas a influéncia do
volume de 6leo e a conceniragdo de BSA em quatro tipos de éleo vegetais (miltho,
soja, girassol e oliva). Verificou-se que o 6leo de milho ndo emulsificou baixas
concentragbes de proteina e que o maior volume incorporado pela proteina foi
obtido com o 6leo de oliva. O dleo de soja e girassol apresentaram bons
resultados de emulsificagdo da BSA. Portanto, o tipo de éleo utilizado para se
fazer a emuisdo, também interfere na capacidade emuisificante da proteina. Além
disso, FENNEMA (1985) verificou que quanto maior o volume de 6leo incorporado
maior a estabilidade da emulsdo devido o aumento da viscosidade. A estabilidade
para 0.5 mg/mL de BSA em dleo de soja foi melhor comparativamente a Oleos
como oliva, girassol e mitho (AL MALAH ef al., 2000).

Na Tabela 11 sdo apresentados os valores da capacidade de emulsificagéo
(C.E.) e das medidas de estabilidade feita pelo méfodo de ACTON & SAFLE
(1970). As dispersbes de amostra a 1% em pH 3 foram utilizadas, pois neste pH
as proteinas apresentaram maior capacidade emulsificante. Os valores indicam
uma sensivel diferenga entre a BSA, o concentrado de soro de leite e a GB, sendo
a BSA a que possui melhor propriedade de emulsificagéo.
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Tabela 11. Propriedades emulsificantes da BSA, GB e concentrado de soro doce.

Amostras CE (mL dleo/g proteina)* % EE
BSA 626.0 £24,7% 71,04°
GB 443.5 +20,08° 89,50°
CSD 513.9 17,35 | 61,51°

*Capacidade de emulsificagdo feita em solugbes a 1% e pH 3. Valores expressos como
média de trés determinagbes X desvio padrdo. As letras ao lado dos valores ddo a ordem de

significdncia estatistica com p<0,05.

A estabilidade da emulsdo (%EE) foi feita em solugdo contendo 1% de
proteina. A GB apresentou melhor estabilidade, cerca de 90%, sequida da BSA
com 71% e, por dltimo o CSD, com, aproximadamente 60%. Este valor indica que
apos 24 horas, a emulsdo desestabilizou-se e a aliquota tomada para se
determinar a umidade possuia mais dgua que gordura em relagdo a amostra
original.

As proteinas que agem pelo mecanismo de formacéo de filmes coesivos ao
redor das gotas de 6leo sdo melhores emulsificantes em termos de estabilidade
para emulsGes do que surfactantes que funcionam primariamente por reduzir a
tens@o superficial, isto porque elas promovem uma barreira estérica sem uma
significativa diminui¢cdo da tensdo superficial (FRIBERG, 1997).

A GB apesar de ndo possuir boa capacidade emuisificante em relagdo as
demais proteinas estudadas foi a amostra de melhor estabilidade. Este fato foi
confirmado visualmente e na execugdo do método. PHILLIPS et al. (1987) mostrou
que as proteinas com estrutura nativa altamente ordenada, como é o caso das
proteinas globulares, formam filmes interfaciais fortemente coesivos e portanto
séo eficientes na estabilizagdo de emulsées.

Quando uma solugdo aquosa que contém proteina é exposta a outra fase,
seja ela liquida, sdlida ou gasosa ocorre a adsorgdo da proteina na interface das
duas fases. O processo de adsorgdo envolve varios estagios: o transporte da
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proteina através da solugao até a regido interfacial, a liga¢éo desta proteina com o
solvente e a abertura (relaxamento) da molécula, isto é otimizacédo da interagéo
proteina-superficie. Dependendo da extensao da abertura, a molécula pode soltar-
se mais ou menos e diminuir esta interacdo (NORDE & GIACOMELLI, 2000). Isto
pode explicar a baixa estabilidade da emulsaoc de BSA em relagéo a de GB. Por
possuir uma estrutura compacta e com muitas pontes dissulfeto, para formar a
emulsao ela se desdobra, mas ndc permanece com a mesma configuragéo a fim

de conseguir reter totalmente as gotas de gordura que foram emulsionadas.

A Figura 24 mostra a capacidade de emulsificagdo da BSA desidratada
pelos processos de liofilizacdo e spray dryer em trés diferentes pHs, um acido, um
neutro e um na regiao isoelétrica (pH 5 a 6).

] ~J

o (-]

o o
I J

500 -

400 -

300 -

200 -

Volume de 6leo (mL)/g de proteina

100 -

pH 3 pH 5,5 pH 7

Figura 24.Capacidade de emulsificacdo da BSA seca por liofilizacdc e por spray dryer, em
diferentes pHs. Letras mintisculas comparam amostras diferentes entre mesmo pH e letras
maiisculas, entre a mesma amostra com pHs diferentes. Diferenca estatistica 2o nivel de
5% de probabilidade (P<0,05).

Apenas houve diferenga estatistica enire as amostras em pH 7, onde a

capacidade de formacao de emulsdo da amostra liofilizada apresentou-se mais
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elevada que da amostra desidratada em spray dryer. Nos demais pHs, as
amostras mostraram-se similares quanto a capacidade de formagao de emulsao.

A capacidade de formagéo de emuisdo da GB desidrata por spray e
liofilizada & mostrada na Figura 25. Apresentou o mesmo comportamento que a
BSA exceto em pH 7, onde a CE da amostra desidratada em spray apreseniou-se
melhor gue a amostra liofilizada. A incorporagdo de sal na solugdo a ser feita a
emulsao diminuiu significativamente (p<0,05) a formacao de emulsdo da GB em
pH55e7.
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Figura 25.Capacidade de formacéo de emulsio da GB seca em spray e liofilizada em funcao
do pH e com ajuste da solucio salina em 0,1M. As letras mindisculas comparam resposta de
amostras diferentes enire mesmo pH e as mailisculas, entre mesma amostra e pHs
diferentes. Diferenca estatistica ao nive! de 5% de probabilidade (P<0,05).

5.3.3 Estudo comparativo da estabilidade da emulsao

Foi feita uma comparagdo dos métodos de estabilidade de emulséo
propostos por DAGORN-SCAVINER ef al. (1987), ACTON & SAFLE {1970) e
PEARCE & KINSELLA (1978). Tais métodos foram comparados pela dificuldade
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de se estabelecer uma metodologia padronizada de frabalho, além do que,
o método utilizado por PEARCE & KINSELLA (1978) parece ndo corresponder
com a prética, ja que ele faz uso de tampbes e detergente.

Pelo primeiro método citado, ndo foi possivel chegar a um resultado
imediato, pois houve muita dificuldade de visualizagdo da separagido das fases.
Mesmo com a adi¢cdo de um corante para facilitar esse processo, a proveta
utilizada (10 mL) prejudicou a leitura dos primeiros minutos de desestabilizacéo da
emulsdo, podendo o processo apenas ser chservado ao final do tempo proposto.
O metodo se propbe a medir o cremeamento e a floculagdo da emulséo e diante
de tais dificuldades, desistiu-se do intento de compara-lo com as demais
metodologias. Os resultados da estabilidade da emuls&o por ACTON & SAFLE
(1970) (Estabilidade da emuisdo (%)) e PEARCE & KINSELLA (1978) (Indice de
estabilidade da emulsdo IEE(h)) estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12.Estabilidade das emulstes das proteinas liofilizadas.

Amostra protéica EE(%)* IEE(h)*
Albumnina de soro bovino (BSA) 60,42%¢1,72° 3,67%0,36°
Globulina de soro bovino (GB) 90,94 13,67° 5,26+0,50°
Concentrado de soro doce (CSD) 62,47%2,04 3,99%0,25°

*Valores expressos como média de trés determinagbes ¥ desvio padrdo. As letras diferentes
{colunas) indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05).

Os valores obtidos em cada método representam parametros diferentes. No
primeiro EE% (estabilidade da emulsdo), a estabilidade ¢ calculada com base na
diferenga de umidade tomada do fundo da proveta com 0 e 24 horas apos
emuisificagdo. O indice IEE (h) da Tabela 12 diz respeito a diferenga de opacidade
da amostra, observada pela leitura em espectrofotémetro, assim que foi feita e
depois de um periodo de tempo.
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Apesar das diferencas de méfodos, os dois indicaram que a GB é a
proteina que forma a emulséo mais estavel e que o CSD e a BSA produzem
emuisGes com estabilidades semelhantes.

5.4 Conclusbes

As proteinas do sangue mostraram formagdo de espuma similar 4 da
proteina da clara de ovo sendo melhor em baixa concentragdo (1%). O pH,
melhorou a capacidade de formagdo de espuma da fracdo GB, e apenas o pH 3
afetou a formagdo de espuma da BSA, negativamente. As amostras BSA e GB
(1%) tiveram a taxa de drenagem reduzida com o aumento da concentragéo,
indicando aumento da estabilidade da espuma, devido a presenga da proteina. A
BSA forma espuma menos estavel que a GB, principalmente em baixa
concentragao.

GB desidratada em spray apresentou menor formagdo de espuma em
relagdo a amostra liofilizada e o conirario aconteceu com a BSA. As diferengas de
comportamento entre as amostras liofilizadas e desidratadas em spray, podem ser
explicadas atraves da solubilidade. A secagem em spray melhorou a solubilidade
da BSA em pralicamente todos os pHs, porém a GB so6 teve sua solubilidade
melhorada em pH5,5, mesmo pH onde obteve melhor formagédo de espuma.

A GB apesar de ndo possuir boa capacidade emulsificante em relacgo as
demais proteinas estudadas foi a amostra que apresentou melhor estabilidade. A
estabilidade da emulsdo de BSA em relagdo a de GB é menor provavelmente
devido sua esfrutura que ndo permite a permanéncia na configuragdo apropriada
para reter totaimente as gotas de gordura que foram emuisionadas.
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Capitulo6. Anélise comparativa da solubilidade e capacidade
emuisificante entre BSA e residuo da secagem em spray alravés

superficie de resposta.

Resumo

Sabe-se que o método de secagem pode interferir na estrutura de uma
proteina por causar desnatura¢do ou alguma rea¢do quimica. Durante o processo
de secagem em spray dryer a amostra fica por um tempo muito pequeno em
contato com alta temperatura, ndo sofrendo muitas alteragbes. O residuo do
material seco, no entanto, permanece durante todo o processo dentro da camara
de secagem aderido as paredes do equipamento. As propriedades quimicas e
fisicas deste material certamente diferirdo da amostra original. A anélise desta
diferenca fisica foi realizada através da solubilidade, principal indicador de
desnaturagéo protéica, e da capacidade de emulsificagdo das duas amostras, BSA
e GB.

Fez-se uso de um planejamento experimental e da andlise de superficie de
resposta, para realizar um ensaio em diversas condi¢bes de variaveis. Alraves
deste estudo péde-se determinar a faixa de operacdo para obtengdo de respostas
maximizadas de solubilidade e emulsificagéo, e verificar as diferencas provocadas
nas propriedades da BSA causada pelo fratamenio térmico. O planejamento
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experimental € uma ferramenta que permite o estudo da interagdo das varidveis
numa propriedade, podendo através de reduzido nimero de ensaios obter uma
tendéncia de comportamento. Pode ser validado pela analise de varidncia, pelo
grau de confianga ulilizado e pelo coeficiente de regressdo. Caso os testes de
validagdo ndo sefam adequados, pode-se detectar erro de planejamento ou erro
experimental, dependendo do valor dos residucs, e isto certamente inviabiliza a
aceitacdo dos dados.

As amostras, como esperado, mostraram diferencas nas caracteristicas
funcionais, sendo mais acentuadas na solubilidade. A solubilidade da amostra e
do residuo apresentou uma diferenga de 6,35% e as variaveis influenciaram em
intensidades e maneiras opostas. Mesmo assim, a BSA na forma de residuo,
apresenfou boa solubilidade e propriedade emulsificante, mas certamente isto se

deve a sua estrutura compacta e com muitas pontes dissulfeto.

6.1 Materiais e Métodos

6.1.1 Materiais utilizados

Foram verificadas duas propriedades funcionais (solubilidade e capacidade
de formagdo de emuls@o) na BSA desidratada em spray dryer (A/S Niro Atomizer,
temperatura de entrada Te=250C e temperatura de saida Ts=80°C) e seu residuc
que permaneceu na camara de secagem até o final do processo,
aproximadamente 3 horas.

6.1.2 Métodos

Foi delineado estalisticamente um experimento fatorial complefo para
examinar o efeito da interacdo da temperatura de solubilizacdo (€}, da
concentragdo de NaCl (M) e do pH na solubilidade e as duas dltimas variaveis na
capacidade de formacdo de emuisdo da BSA e de seu residuo, e analisado em
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Statistic for Windows, versdo 5,0, Starsoft. Cada variavel foi analisada em trés
niveis (-1, 0 e 1) e em dois axiais (+a, -a) compondo um fotal de 16 e 11 ensaios
respectivamente para a solubilidade e a capacidade de emulsificagao.

Nas Tabelas 13 e 14 estdo apresentados valores reais e os niveis dos
fatores estudados no ensaio de solubilidade e capacidade de emulsificagéo,
respectivamente.

Tabela 13. Planejamento fatorial completo (2°) para solubilidade com trés variaveis e cinco
niveis.

Niveis
Variaveis
<3 -1 0 1 +08
pH 2,58 3 5 7 7,42
NaCl (M) 0 0,05 0,1 0,15 0,16
) 229 25 35 45 47,10

A solubilidade foi determinada com base no método de MORR et al. (1985),
com a modificacdo das condi¢bes de pH, concentracdo de sal e temperatura da
solucédo ditada pelo planejamento experimental.e a capacidade de emulsificagdo
foi determinada pelo método de DE KANTEREWICZ et al. (1987).

Tabela 14. Planejamento fatorial completo (2°) para a capacidade de formagao de emulsio
com duas variaveis e cinco niveis.

Niveis
Variaveis
] -1 0 1 +B
pH 2,54 3,5 5 6,5 7,46
NaCl (M) 0 0,05 0,10 0,15 0,20

125



PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

6.2 Resultados e Discussdes

6.2.1 Interacao dos parametros na solubilidade

Na Figura 26 estdo apresentados os valores dos ensaios de solubilidade
para as amostras de BSA desidratada em spray e seu residuo realizados nas
combinacées ditadas pelo planejamento experimental. De uma maneira geral, a

solubilidade da BSA foi maior que a de seu residuo.

102 !

Solubilidade (%)

resiDUO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 156 16 17 BSA
Nimmerc de experimentos

Figura 26. Valores experimentais obtidos para a solubilidade do residuo e da BSA seca em
spray.

A Tabela 15 e a Tabela 16 mostram os efeitos estatisticamente
significativos das varidveis e suas interagées sobre a solubilidade das amostras
estudadas. A primeira coluna representa qual a grandeza da influéncia da variavel
sobre a propriedade estudada. Na Tabela 15, todos os efeitos principais foram
negativos, o que corresponde a dizer que ao aumentar o pH, a concentragéo de
NaCl ou a temperatura, reduziu-se a solubilidade e a variavel que mais exerce
influéncia na solubilidade da BSA seca em spray & o pH, reduzindo-a em 1,4 %,
ao se alcalinizar o meio. Essa mesma variavel foi a que exerceu maior influéncia

sobre a solubilidade do residuo (Tabela 16), porém a variavel é responsavel por
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uma diminuicdo de 8,24% na solubilidade do residuo contra 1,4% da BSA.
Através de uma regressdo multilinear dos ensaios, determinou-se o modelo
matematico correspondente a curva de superficie de resposta da solubilidade, e
que de acordo com os métodos de validagdo (em anexo) representam bem a

curva gerada pelo planejamento.

Tabela 15. Efeitos significativos das variaveis sobre a solubilidade da BSA.

Coeficiente de regressao  Desvio padrao #2) p
Média 98,61 0,08 1282,08  0,000C
pH (L) -0,69 0,10 14,45  0,0048
pH {Q) 0,32 0,14 4,47 0,0488
NACL (L) -(3,48 0,10 9,55 0,0108
NACL (Q) 0,04 0,14 0,51 0,6597
T (L) -0,02 0,10 -0,46 0,6916
T -0,40 0,14 -5,54 0,0310
pH x NaCl -0,02 0,11 -0,35 0,7622
pHxT 0,04 0,11 0,74 0,5360
NaCix T -0,04 0,11 -0,71 0,5494

*am vermelho: p<0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga). Solubilidade
BSA = 98,61-0,69.pH+0,32.pH? -0,46 NaCI-0,40.T*

Tabela 16. Efeitos significativos das varidveis sobre a solubilidade do residuo da BSA.

Coeficiente de regressac  Desvio padrdo {2} P
Média 82,35 0,51 179,59 0,0000
pH (L) -4,12 0,85 -12,72 {,0081
pH (Q) 1,97 0,96 4,09 0,0549
NACL (L) -0,12 0,65 -0,38 0,7403
NACL (Q) 0,23 0,96 0,48 0,6765
T 2,87 4,85 2,17 0.6117
T 2,55 0,96 -5,31 0,0337
pH x NaCi -1,08 0,76 -2,86 0,1035
pHxT 3,84 0,76 10,14 0,00886
NaCixT 0,41 0,76 1,08 0,3919

* Em vermelho:p<0,05 (estatisticamente significativo a 95% de confianga). Solubilidade
residuo = 92,35 - 4,12.pH + 2,97.T - 2,55 T- 384 pH T
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A temperatura, no caso da BSA, nZo alterou a solubilidade de forma
significativa (p>0,05). O mesmo ocorreu em relagédo ao residuo, que apesar de
estar no limite estatistico revelando um possivel dano a estrutura da amosira,
apresentou alta solubilidade (93%). Portanto, mesmo apés fodo o tempo de
exposicdo (3 horas) sob condicbes de alta temperatura, a BSA néo teve sua
estrutura nmuito alterada, indicando alta estabilidade frente a condigéo
desnaturante de temperatura.

As Figuras 27 a 32, delineiam as curvas de solubilidade. A superficie de
resposta representa graficamente a tendéncia da solubilidade sob influéncia das
variaveis utilizadas e por isso a escala mostrando o valor acima de 100% é
apenas uma tendéncia estatistica e ndo tem significado fisico. As curvas de
contorno mostradas abaixo da superficie de resposta correspondente, facilitam a
visualizagéo da interacdo dos parametros sobre as propriedades estudadas.
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A Figura 27 e a Figura 28 representam as interagbes dos mesmos
parametros, pH e concentragéo salina, na solubilidade da BSA desidratada em
spray e da BSA residual, respectivamente. Dentro da faixa de valores estudados
para tais pardmetros, a solubilidade da BSA ndo mostrou muita variagéo,
mantendo-se em torno de 98%. O aumento de solubilidade em relagéo a amostra
liofilizada (95%, em média) poderia ser esperado porque o atomizador forma
particulas menores e estas s&o mais faceis de se dissolverem. As variaveis
influenciaram de maneira e intensidade diferentes as duas amostras sendo que o

residuo ficou susceptivel a variagdode pHe T.

SACLM}

58 g

Figura 27. Superficie de resposta e cufva de contorno da solubilidade da BSA
seca em spray em fungao da concentracao de sal (0 a 0,16M) e do pH (2,58 a
7.42).
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Figura 28. Superficie de resposta e curva de contorno da solubilidade do residuo
da BSA seca em spray em funcdo da concentracdo de sai (0 a 0,16M) e do pH
(2,58 a 7,42).

Apesar do residuo sofrer maior variagao de solubilidade que a BSA seca
em spray, como mostra a Figura 28, ele se manteve altamente solGvel em toda a
faixa de pH estudada, variando a solubilidade de 82 a 100%. A concentragio
salina ndo interferiu significativamente (p>0,05) na solubiiidade do residuo que

tende melhorar mantendo-se o pH em regido &cida com qualquer concentragéo de
sal.

Nas Figura 29 e Figura 30 estdo apresentadas as curvas de solubilidade
sob influéncia da temperatura e do pH para BSA. Existe um 6timo de solubilidade

na faixa de 23 a 40°C e em pH extremamente &cido, a solubilidade diminui
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independente da temperatura, quando vai se alcalinizando o meio. O residuo
apresentou uma faixa maior de solubilidade 6tima, sendo que a solubilidade s6

passou a reduzir a partir do pH 5.

PH

Figura 29. Superficie de resposta e curva de contorno da solubilidade da BSA
seca em spray em fungéo da temperatura (23 a 45°C ) e do pH (2,58 a 7,42).
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Figura 30. Superficie de resposta e curva de contorno da solubilidade do residuo
da BSA seca em spray em fungdo da temperatura (23 a 45°C ) e do pH (2,58 a
7,42).

As Figura 31 e Figura 32, mostram a influéncia da interagao da temperatura
e da concentracao de cloreto de sodic. Os extremos de temperatura provocaram
diminuicao de solubilidade, nado significativa, diferentemente do residuo, gue
apresentou melhora significativa (p<0,05) de solubilidade com o aumento de
temperatura. A temperatura mostrou maior influéncia sobre esta amostra, que a
concentragdo salina. Isto pode ser devido a alguma alteracdo na estrutura da

proteina devido a temperatura do processo de secagem, que a manteve por um
tempo prolongado numa alta temperatura.
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Figura 31. Superficie de resposta e curva de contorno da solubilidade da BSA
seca em spray em fungéo da concentragdo de sal (0 a 0,16M) e da temperatura

(232 45°C).
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Figura 32. Superficie de resposta e curva de contorno da solubilidade do residuo
da BSA seca em spray em fungéo da concentraggo de sal (0 a 0,16M) e da

temperatura (23 a 45°C ).
6.2.2 Interacdo dos parametros na capacidade de formagao de emuiséo

A Figura 33 apresenta os resultados experimentais obtidos para o ensaio de

capacidade de formagéo de emulséo.
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Figura 33. Valores experimentais dos ensaios de capacidade emulsificante da BSA (CE) e

seu residuo (RES).

Como ocorreu com a solubilidade, a BSA apresentou maior capacidade de

emulsificacdo na maioria dos ensaios, € como € sabido, a solubilidade € uma

propriedade que interfere na formagéo de emulsdo da amostra. Os efeitos das

variaveis e suas interacdes séo mostrados nas Tabela 17 e Tabela 18 .

Tabela 17. Efeitos significativos das variaveis sobre a emuisificagio da BSA.

Efeito Desvio padréo t(2) p*
Meédia 555,55 1,865 297,882 0,000
1! -3,55 1,885 -10,438 0,010
oH (@) 42,85 4,712 48,187 0,003
NaCl -2,91 1,885 -3,089 0,091
NalCli) 35,46 4,712 15049 0,004
pH x NaCl 0.88 0.826 2,133 0,167

*Em vermeiho; p<0,05 (estatisticamente significative a 95% de confiancga)

CFE BSA =555,55-9,55 pH-42,85.pH"+35 46 NaCP
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Os valores de formacéo de emulsdo nao diferiram para as duas amostras,

em média.

Tabela 18. Efeitos significativos das variaveis sobre a emulsificagdo do residuo da BSA.

Coeficiente  Desvio padrao t(2) p*
Média 543,20 1,878 289,256 0,000
pH -2,33 1,898 -2,457 0,133
pH (Q) -11,66 4745 -4.915 0,038
NaCl 488 1,888 5127 0,036
NaCi{Q) 2,09 4,745 0,882 0,471
pH x NaCl 0,79 0,831 1,805 0,197

*Em vermelho: p<0,05 (estatisticamente significativo 2 95% de confianca)

CFE RES =543,20 - 11,66.pH’ + 4,86 NaCl

As variaveis afetaram bastante a capacidade emuisificante das amostras,
sendo que o aumento do pH provocou uma reducdo de 18 e 22%,
aproximadamente, da BSA e do residuo.

As superficies de resposta para ¢ planejamento experimental realizado para
o ensaio de capacidade de formacgao de emulsdo estdo apresentadas na Figura 34
e Figura 35. Observa-se que as duas curvas possuem a mesma tendéncia, porém
a BSA seca em spray apresenta uma curvatura em relag&o ao pH e uma variagao

de valores maiores que o residuo.

Esta aparéncia de cela da BSA seca em spray deve-se sobretudo a
influéncia antagénica de pH e concentracao salina. Enquanto o aumento de pH
exerce um efeito negativo sobre a CFE da BSA, ¢ aumenio da concentragao
salina provoca a reagdo inversa. Por isso uma maior curvatura em relacdo a curva

do residuo, que sofre maior influéncia do pH que da concentracéo salina.
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Figura 34. Superficie de resposta e curva de contorno da capacidade de
emulsificagdo da BSA seca em spray.
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Figura 35. Superficie de resposta e éurva de contorno da capacidade de
emulsificacio do residuo da BSA seca em spray.

6.3 Conclusdes

O planejamento experimental dos ensaios de solubilidade e capacidade de
emulsificacdo foi muito Otil para observar a interagdo das variveis antes
estudadas individuaimente. Tanto para a solubilidade quanto para a capacidade

de emulsificacdo, esta interagio de varidveis ndo interferiu significativamente,
sendo que nao se cometem erros ac analisa-las individuaimente.

As amostras desidratadas em spray e o residuo da camara de secagem
possuem caracieristicas funcionais um pouco diferentes, sendo mais acentuada

na solubilidade. A solubilidade da amostra e do residuo apresentou uma diferenca
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de 6,35% e as variaveis influenciaram em intensidades e maneiras opostas,
sendo que a temperatura demonstrou um efeito maior sobre ¢ residuo e o pH
sobre a amostra original. A capacidade de emulsificacdo do residuo também foi
um poucc menor mas esta diferenga manteve-se em 2%, em média.

As equacgbes usadas para predizer as curvas obtidas para o planejamento
dos ensaios de solubilidade e de capacidade de emulsificacdo foram bem
ajustadas de acordo com os métodos de validacdo usados (Teste F e coeficiente
de regressao).
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7.1 Conclusdes

Os resultados obtidos neste trabatho sobre a recuperagao de proteinas a
partir do soro de sangue bovino e a caracterizagao voltada para a aplicacio desta
proteina em uma indistria alimenticia, permite tirar as seguintes conclusdes:

1. As frages obtidas, BSA e GB, apesar de apresentarem mesma quantidade
de proteinas, suas proteinas possuem estruturas diferentes e isto interfere
em suas propriedades funcionais.

2. A BSA apresentou excelente solubilidade em todas as variaveis estudadas
indicando estabilidade estrutural, provaveimente devido sua conformacio
globutar serem mantidas pelas 17 pontes dissuifeto que a compde.

3. A GB, pode ser usada para a elaboragdo de produtos alimenticios sob
certas restricbes de pH, pois como a maioria das proteinas exibe uma faixa
de baixa solubilidade na faixa isoelétrica que corresponde apH de 5a 6.

4. As duas fragbes mostraram capacidade de formagao de espuma igual e, em

algumas condi¢cbes, superiores a da proteina da clara de ovo, mostrando
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CONSIDERAGOES FINAIS

5. serem potenciais substitutos para esta proteina cara e com muitos riscos de
contaminacao por salmonelfa.

7.2 Sugestbes para trabalhos futuros

Este trabalho focalizou a precipitacao bruta da proteina do sangue bovino
(albuminas e globulinas) para verificar seu potencial quanto as suas propriedades
funcionais e nutricionais. Como sugestdo para um posterior trabalho fica explorar
técnicas de purificagdo deste produto e medidas de sua atividade biologica, ja que

a BSA possui muitas pontes dissulfeto, responsaveis pela formacéo da glutationa.

O trabalho cobriu muito bem as propriedades funcionais das proteinas
porém nédo houve uma aplicacdo destas fracbes na formulagdo de um produto.
Seria interessante um frabalho que abrangesse desde a formulagéo até as
avaliacbes sensoriais dos produtos para verificar mudancas de sabor e cor nos
produtos. Lembrando-se que a BSA €& uma proteina que dependendo do
tratamento dispensado, vale $955,00 o quilo.
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ANEXO

Anexo

7.2.1 Planejamento fatorial completo para a solubilidade

A Tabela 19 mostra a matriz de planejamento com as respostas de
solubilidade para a amostra seca em spray e seu residuoc. Os pontos centrais
representam a triplicata do ensaio, e geralmente predizem o erro experimental.

Tabela 19. Planejamento fatorial completo para a solubilidade da BSA em fungio do pH, da
concentragio salina e da temperatura.

pH NaCi(M) T(°C) Residuo Spray
1 3 0,05 25 95,00 99,84
2 7 0,05 25 83,98 98,37
3 3 0,15 25 98,00 98,82
4 7 0,15 25 76,32 97,28
5 3 0,05 45 97,00 99,72
8 7 0,05 45 95,00 98,42
7 3 0,15 45 95,31 98,65
8 7 0,15 45 9531 97,16
9 2,58 0,1 35 99,53 99,38
10 7,42 0.1 35 91,00 9843
11 5 ¢ 35 90,78 98,00
12 5 0,16 35 9467 98,61
13 5 0,1 229 87,35 98,07
14 5 0,1 471 89,94 98,27
15 5 0,1 35 92,26 98,46
16 5 0,1 35 91,28 98,32
17 5 0,1 35 93,42 98,64
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ANEXO

A andlise da variancia para os ensaios de solubilidade realizados esta
representada na Tabela 20 e Tabela 21. Nota-se que para o modelo adotado, o
coeficiente de correlacdo das duas amostras nao foram bons, apesar de ter sido
um pouco melhor para a BSA (0,93) que para seu residuo (0,90). Este coeficiente
indica que 83 e 90% dos dados obtidos ajustaram-se aos valores previstos peio
modelo. Isto pode ser melhor visualizado na Figura 36 e Figura 37.
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Figura 36. Valores observados e previstos para a BSA.
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Figura 37. Valores observados e previstos para o residuo.
Outro teste de validagao do modelo é o teste F que equivaleu a um fator
cinco e dez em relagdo ao tabelado para o residuo e para a BSA,
respectivamente, a um nivel de confianga de 95%, mostrando que a equagio
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ajustada é estatisticamente significativa. Isto indica que a quantidade de variagao
devido ao modelo ajustado é superior a variagdo ndo explicada, mostrando que 0s
valores experimentais podem ser representados pelo modelo.

Tabela 20. Anova para o planejamento fatorial completo da solubilidade da BSA.

SOMA GRAU DE MEDIA
QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA  TESTEF
REGRESSAO 8,69 4 2,1725 38,33824
RESIDUO 0,68 12 0,056667
F AJUSTE 0,63 10
ERRO PURO 0,05 2
TOTAL 9,37 16

Coeficiente de regressao: 0,93
F tabelado (95%, 9,7). 3,26

Tabela 21. Anova para o planejamento fatorial completo da solubilidade do residuo da BSA.

SOMA GRAU DE MEDIA
QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA  TESTEF
REGRESSAO 423,9426 4 105,9856 15,57086
RESIDUO 81,68 12 6,806667
F AJUSTE 79,39 10
ERRC PURO 2,29 2
TOTAL 505,6226 16

Coeficiente de regressao: 0,90
F tabelado (95%, 9,7). 3,26

A média quadratica € uma medida aproximada do erro médio cometido ao
utilizar-se uma equagio de regressdo para prever a resposta. Portanto, a divisao
da média quadratica da regresséo pela do residuo (teste F), indica quéo préxima
do ideal esta o experimento. Quanto maior o F calculado estiver em relagao ao
tabelado, mais préximo os resultados observados estardo do previsto.
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7.2.2 Planejamento fatorial completo para a capacidade de formacgdo de emulséo

O planejamento fatorial completo 2° com trés pontos centrais e dois axiais
foi realizado para a capacidade de formacao de emulsao da BSA e do residuo em
spray € estd apresentado na Tabela 22. Nas colunas spray e residuo estdo os
resultados obtidos experimentaimente peia combinagdo de pH e concentragao
salina, aqui sob forma codificada e cujos valores reais estdo apresentados na
Tabela 19. Foram escolhidas as variaveis pH e concentragao de NaCl pois
mostraram ter influéncia.na CE da proteina liofilizada

Tabela 22. Planejamento fatorial completo para a capacidade de formacdo de emulsdo da
BSA em fungdo do pH e concentragéio salina.

pH NaCl spray residuo
1 -1 -1 551,23 489,84
2 1 -1 499,30 465,34
3 -1 1 487,32 503,71
4 1 1 519,27 497,18
5 0 0 567,21 546,98
6 0 0 568,00 546,08
7 0 0 559,22 538,82
8 -1,21 0 566,41 522,49
9 1,21 0 487,32 538,82
10 0 -1,21 567,21 538,82
11 0 1,21 600,00 550,00
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Este ensaio apresentou excelentes resultados de validagao, pois quanto
maior a fracdo descrita pela regresséo, melhor o ajuste do modelo e a anova para
o residuo apresentou um coeficiente de regressao de 96% e o da BSA de 89%.

Tabela 23. Anova para o planejamento fatorial completo da Capacidade de emulsificagdo da
BSA.

SOMA QUADRATICA GRAU DE LIBERDADE MEDIA QUADRATICA TESTE F

REGRESSAO 12440,18 3 414873 16,29
RESIDUO 1781.,82 7 254,65
F AJUSTE 1738,00 5
ERRO PURO 43,82 2
TOTAL 14222,00 10

Coeficiente de regressao: 0,87; F tabelado (95%, 3,7): 4,35

Tabela 24. Anova para o planejamento fatorial completo da capacidade de emulsificacao do
residuo da BSA.

SOMA QUADRATICA GRAU DE LIBERDADE MEDIA QUADRATICA TESTE F

REGRESSAO 7551,15 2 3775,58 57.65
RESIDUO 523,93 8 65,49
F AJUSTE 479,50 6
ERRO PURO 44,43 2
TOTAL 8075,09 10

Coeficiente de regresso: 0,94; F tabelado (95%, 3,7): 4,35
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As Figuras 38 e 39 mostram os valores experimentais em relagdo ao
modelo previsto pelo planejamento.
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Figura 38. Valores previstos e observados para a capacidade de emulsificagio da BSA.
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Figura 39. Valores previstos e observados para a capacidade de emulsificacdo do residuo da
BSA.
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