ANA CAROLINA TRINDADE

PROPRIEDADES TECNICO-FUNCIONAIS DE DIFERENTES MISTURAS DE
PROTEINAS CARNEAS E CONCENTRADO PROTEICO DE SORO DE LEITE

Dissertacdo apresentada a Universidade Fec
de Vicosa, como parte das exigéncias
Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncie
Tecnologia de Alimentos, para obtencao
titulo deMagister Scientiae.

VICOSA

MINAS GERAIS—- BRASIL
2015



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T

Trindade, Ana Carolina, 1991-
T833p Propriedades técnico-funcionais de diferentes misturas de
2015 proteinas carneas e concentrado proteico de soro de leite / Ana

Carolina Trindade. — Vicosa, MG, 2015.
xi, 92f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Inclui anexo.

Inclui apéndice.

Orientador: Edimar Aparecida Filomeno Fontes.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f.71-88.

1. Alimentos - Anélise. 2. Carne - Proteinas. 3. Soro de leite
- Proteinas. 4. Lactoglobulina. 5. Proteinas - Solubilidade.
I. Universidade Federal de Vicosa. Departamento de Tecnologia
de Alimentos. Programa de P6s-graduacao em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. II. Titulo.

CDD 22. ed. 664.07




ANA CAROLINA TRINDADE

PROPRIEDADES TECNICO-FUNCIONAIS DE DIFERENTES MISTURAS DE
PROTEINAS CARNEAS E CONCENTRADO PROTEICO DE SORO DE LEITE

Dissertacdo apresentada a Universidade Fec
de Vicosa, como parte das exigéncias
Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncie
Tecnologia de Alimentos, para obtencao
titulo deMagister Scientiae.

APROVADA: 24 DE NOVEMBRO DE 2015

Eduardo Basilio de Oliveira Lucio Alberto de Miranda Gomide
(Coorientador) (Coorientador)

Eduardo Mendes Ramos

Edimar Aparecida Filomeno Fontes
(Orientadora)



A todos que me apoiaram, ajudaram e acreditaram que
conquista seria possivel: meus pais Aparecida e Seba
A minha irm&@ Marianne e minha madrinha La

Ao meu namorado Josemari

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela sua presenca constante na minha vida, pelo auxilio nas minhas
escolhas e me confortando nas horas dificeis, fazendo com que mais esse sonho se
realizasse.

Aos meus pais Aparecida e Sebastido, pelo amor, apoio e incentivo, que nao
mediram esforcos para que eu pudesse atingir meus objetivos.

A minha irma Marianne e minha madrinha Lair, por todo amor, carinho e
compreensao nesta fase tao dificil.

Ao meu namorado Josemario, ndo tenho palavras para expressar minha enorme
gratiddo. Além de todo amor, carinho, paciéncia e compreensao que tem me dedicado,
esteve presente no laboratério me auxiliando e incentivando em todas as etapas e
mesmo nos piores momentos nunca deixou que eu desistisse. Sem ele, com certeza, eu
nao chegaria até aqui.

As minhas amigas Janaina e Ménica, que estdo presentes na minha vida desde a
graduacdo e sempre estavam dispostas a me ajudar. Janaina, eu jamais esquecerei de
todo o apoio que recebi de vocé e da sua familia, das caronas até a Zootecnia, das
risadas e dos choros no “Lab”, foram momentos muito especiais e que vou guardar para
sempre. Monica, sempre de bom humor alegrava o meu dia, com as suas brincadeiras e
seus conselhos que foram valiosos. A Ana Paula, com que Vigosa me presenteou,
chegou no “finalzinho”, porém se tornou uma amiga muito especial, era para ser apenas
uma ajuda com o texturémetro, mas ela, sem me conhecer direito, estava ali 0 tempo
todo para me auxiliar em qualquer dificuldade, que me acalmava nos momentos de
desesperos e me ensinou muito, tanto para a vida pessoal quanto profissional. Meninas,
momentos com VOCEs jamais seréo esquecidos.

A minha querida professora de Quimica e agora amiga, Marcia, que além das
diversas caronas de Rio Pomba a Vicosa, sempre me incentivou e foi fundamental para
gue eu iniciasse essa caminhada.

A professora Edimar Aparecida Filomeno Fontes, pela valiosa orientagio e
apoio em todas as etapas deste trabalho.

Ao meu coorientador Professor Lucio Gomide, que depositou sua confiangca em
mim para a realizacdo deste estudo.

Ao meu coorientador Eduardo Basilio, pelas sugestdes, contribuicbes e

conselhos valiosissimos, que levarei para minha vida pessoal e profissional.



As “meninas do lab”, Gabriela e Fernanda, pelo apoio e colaboragio para que
este trabalho fosse concluido.

Ao IF Sudeste MG- Campus Rio Pomba responsavel pela minha formacao, a
Universidade Federal de Vicosa e ao programa de pés-graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos pela oportunidade da realizacéo deste curso.

A Capes pela concesséao da bolsa de estudo.

Aos professores e funciondrios responsaveis pelos laboratérios de Embalagens
Panificacdo e Frutas e Hortalicas pela disponibilidade dos equipamentos utilizados para
a realizacao deste trabalho.

Ao professor Antdnio Fernandes pela doagao do Concentrado Proteico do Soro.

Ao Monteiro e Valério pela disponibilidade do uso dos liofilizadores que foram
cruciais para o desenvolvimento desta pesquisa.

A Cristiane Cesério, funcionaria do laboratdrio de Anélise de Alimentos, por sua
amizade, dedicacao, e por sempre estar disposta a ajudar.

Ao Vandick, pela ajuda constante.

A todos os professores e funcionarios do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vicosa, pelos ensinamentos e momentos
compartilhados durante o mestrado.

A todos aqueles que de alguma forma contribuiram para minha formacéo e me

auxiliaram na realizacéo deste trabalho, meus mais sinceros agradecimentos.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ..ottt ettt st na e nnens Vi......
LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt ettt sttt st st eneane e e Vil
RESUMO ...ttt ettt ettt e st e et seeaeete st e ete s et eneatestestetansereerearenes Vil
ABSTRACT ..ottt ettt ettt ettt et e et et e e ettt e et et e et et eae et e eteete et et aneeteareetens X
1 INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt ettt ettt sttt e st e eeesreane e e, 1
2 ASPECTOS TEORICOS ......ocue ettt ettt ete e eae e e anens 3
2.1 PROPRIEDADESECNICO-FUNCIONAISDAS PROTEINAS
ALIMENTARES ....ooovovveviecieeeeeeeen SR OSSOSO 3
2.1.1 CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA ......ccoveveeeeeeceeeeeeeeee e, 4
2.1.2 PROPRIEDADES EMULSIFICANTES .....ccceiiiiieite e 5
2.1.3 PROPRIEDADES GELIFICANTES.......c.coeoieeeteeteeteeieeeeeee e st 6
2.2 PROTEINASCARNEAS ................. s 9
2.2.1 PROTEINAS SARCOPLASMATICAS.......cceoeeeeeteeteeeeeee e 9
2.2.2 PROTEINAS MIOFIBRILARES .........ccoooviimiininisninicinin s 12
2.2.3 PROTEINAS ESTROMAIS ....oooviieeeeeceeeeeeee et 15
2.2.4 PROTEINAS DO SORO DE LEITE ....ciivioiiiiece e 19
3 MATERIAL E METODOS ....ooviieeeeece ettt eneave st 28
3.1 INSTALACOES ...t 28
7 7Ny =1 Y 28
3.2.1 CONCENTRADO PROTEICO DE SORO .......cceoiiieieieree e 28
A 07 Y = 1| = SRR 28
3.3 PROTEINASCARNEAS ........ccccooviiiiiicicinis s USSR 29
3.3.1 EXTRACAO DAS PROTEINAS DA CARNE E OBTENCAO DOS
CONCENTRADOS PROTEICOS ......coiiviieeeeeet et 29
3.3.2 SOLUBILIDADE ............... S OSSR 31
3.3.3 CAPACIDADE DE LIGACAO DE AGUA (CLA) .....oceoveveeireeeeeeeenns 31
3.3.4 PROPRIEDADES EMULSIFICANTES .....coviiieciecieeeeee et 32
3.3.5 PROPRIEDADES GELIFICANTES .....cocoviiiiieite e, 34
ANALISES ESTATISTICAS ..ottt ans 38
RESULTADOS E DISCUSSOES........oooiieiieeeeeeeee ettt 39
5.1 DETERMINACAODE PROTEINASNOSCONCENTRADOSPROTEICOS39
5.2 SOLUBILIDADEDAS PROTEINASCARNEAS .........ccccoovimiicicieisiae, 41
5.3 CAPACIDADEDE LIGACAO DEAGUA..........coooieiricieieccicn s 46
5.4 ESTABILIDADEDASEMULSOES ......coooiiiieieeetee e, 47
5.5 CAPACIDADEDE FORMARGEL.......c.coviiiieiieeeeeeceeeeeeeeee e 54
5.6 ANALISEINSTRUMENTAL DE TEXTURADOSGEIS.........cccoovvvricinnane. 59
5.7 RELAXAMENTODE TENSAO.......coiiiieeeeeeteeeeeiee ettt 64
B CONCLUSOES ...... .ottt ettt ettt 70
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oooiiiieeeeeeee et 71
APENDICE ...ttt ettt et e ettt et et et e et e et et e et e e teene e e e steereere e e 89
F N =@ T 92



LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Principais proteinas sarcoplasmaticas encontradas no masculo. ................... 10

Tabela 2 - Composi¢do (nimero de aminoacidos a cada 100 residuos de aminoacidos)
de aminoéacidos da cadeia pesada de miosina do musculo de rato. ..........cccceeeeeeeeeeeeeenn.. 14

Tabela 3 - Composicéao de aminoacidos (g/100g de proteina) da fibra de colageno. ..... 17
Tabela 4 - Composicao proteica do soro de leite boVino. ............evvvciiiiiiiiieeeeceeeeeeeeeiiin, 20
Tabela 5 - Teor de proteinas, umidade e residuo mineral fixo nos concentrados proteicos
da carne bovina (Vastus intermedius, Vastus lateralis, Vastus medialis e Rectus femoris)

e no concentrado proteiCo dO SOr0 (CPS)......cccoeiiiiiieeeeee e 39

Tabela 6 - Capacidade de ligacdo de agua, em tampao fosfato (pH 6,5), dos extratos
proteicos carneos isolados, de suas misturas e do concentrado proteico do soro (CPS).46

Tabela 7 - ndice de Cremeacéo da suspensao (0,25% m/v) das proteinas carneas isoladas
e da sua mistura em diferentes valores de pH e condi¢des salinas. .............cccceevvvvvvvnnnns 50

Tabela 8 - Valores médios (desvio-padréo) das variaveis de textura dos géis de proteinas
carneas e suas misturas a 4% (m/v) em solucéo de tampao fosfato a-fih6ay0ol.L-
1 NaCl. O gel formado pelo concentrado proteico do soro contém 8% (m/V)................ 61

Tabela 9 - Estimativa dos coeficientes do modelo de Maxwell e Peleg & Normand da

tensdo de relaxamento de géis formados de proteinas de origem animal e suas misturas.
......................................................................................................................................... 66

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacdo esqueméatica da molécula de miosina. Meromiosina leve
(MML), Meromiosina pesada (MMP), S-1 e S-2 (subfragmentos de HMM). Fonte:
RAWN (1989 apud GUIMARAES & ADELL, 1995). ......uuuiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeiviiis 13

Figura 2 - Figura 2.1. Estrutura quimica do colageno tipo I. (&) Sequéncia primaria de
aminoacidos, (b) estrutura secundaria e terciaria e (c) estrutura quaternaria (Fonte:
Friess, 199&pud Santana, 2010). .......ceeeeuririiiiiiiiiae e ee e e e e eeeeeeeereiae e e e e e e e e e e e eeeeareee 16

Figura 3 - Curva tipica de deformacgéo obtida da analise por TPA em alimentos sélidos
ou semissolidos. Fonte: Ramos & Gomide (2007). ...cceeeeiieeeeeeiieeeeeeeeiee e 22

Figura 4 - Curvas de relaxamento de tensao para um sélido elastico, um liquido viscoso,
um liquido viscoelastico e um solido viscoelastico. Fonte: Adaptada de Steffe (1996). 26

Figura 5 - Representacdo esquematica da extracdo de proteina. Fonte: NOLLET &
TOLDRA (2009), cOmM MOIfICACER......ccceeeeeeeeeieieeeeeiieee e 30

Figura 6 - Variacdo das solubilidades das proteinas estromais (A) e sarcoplasmaticas
(B) em diferentes valores de pH em MEei0 aQUOSO. .......ccoeeieeeeeriiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 41

Figura 7 - Variagdo da solubilidade das proteinas miofibrilares em diferentes valores de
pH nos meios aquoso e salinos (NaCl 0,6-bi@ NaCl 1,1 moL™). ...c.coovvvevevenne. 43

Figura 8 - Fotos ilustrativas demonstrando as emulsdes estabilizadas de proteinas
Estromais (A) e Sarcoplasméticas (B) durante 30 MiNULOS. ........cccceeeeeeeeeiieecicccciiiinee, 48

Figura 9 - Foto ilustrativa das emulsdes estabilizadas pelas misturas das proteinas
carneas (Estromais + sarcoplasmaticas + miofibrilares) em pH 4,0 (sem adi¢do de sal)
AUIANTE 30 MUNULOS. ..uueiiiiiee et s e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeaea s e e e s eeeeeeeeaeeeeeennnnnnnnnns 48

Figura 10 - Fotos ilustrativas demonstrando as emulsfes estabilizadas de proteinas
miofibrilares em meios salinos e meio aquoso. NaCl 0,6 M@A); NaCl 1,1 mol.L*
(B); meio aquoso (C), em diferentes valores de pH, durante 30 minutos. ...................... 49

Figura 11 - Fotos ilustrativas de géis formados e ndo-formados. Sarcoplasmaticas (A);
Miofibrilar (B); Estromais (C); Sarcoplasmaticas (40 %) + Estromais (5 %) +
Miofibrilar (55 %) (D); CPS sob aquecimento a 90 °C/30 °C minutos (E); CPS sob
aqguecimento a 75 °C/15 minutos (F); Miofibrilar (80 %) + CPS (G); Proteinas da carne
(80 %) + CPS (20 %) (H) Condi¢cbes de formacgédo do gel: solugdo a 4 % (m/v) de
tampé&o fosfato em pH 6,5 e 0,6 mot de NaCl para (A); (B); (C); (D); (G) e (H).
Solucédo a 8 % (m/v) em tampao fosfato pH 6,5 para (E) € (F)......oevvvvvviiiiiiiiiiieeeeeeeee, 56

Figura 12 - Curvas de relaxamento de tensao de géis formados de proteinas de origem

animal e suas misturas, submetidos a uma deformacédo axia: @ig durante 50
minutos. As condi¢Bes de formagéo dos géis foram as mesmas para a andlise de TPA. 64

vii



RESUMO

TRINDADE, Ana Carolina, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2015.Propriedades técnico-funcionais de diferentes misturas de proteinas carneas

e concentrado proteico de soro de leiteOrientador: Edimar Aparecida Filomeno
Fontes. Coorientadores: Eduardo Basilio de Oliveiraicio Alberto de Miranda
Gomide.

De acordo com a sua solubilidade, as proteinas da carne se dividem em trés classes:
sarcoplasmaéticas, miofibrilares e estromais. Elas exercem papel importante na textura
de produtos cérneos emulsionados, devido as suas propriedades fisico-quimicas.
Proteinas ndo carneas, como o concentrado proteico do soro de leite (CPS), podem ser
adicionadas a produtos carneos a fim de diminuir custos e para contribuir para as
caracteristicas especificas desses produtos. Com o intuito de entender a influéncia de
proteinas ndo carneas, propriedades técnico-funcionais das proteinas da carne
juntamente com o concentrado proteico do soro foram avaliadas. Foram realizadas as
analises de solubilidade, capacidade de ligacdo de agua e estabilidade da emulsdo dos
concentrados proteicos. Nos géis autossustentaveis, aqueles que mantiveram sua
estrutura em condi¢cdes de concentracéo, pH, temperatura e tempo estabelecidos, foram
realizadas as andlises de perfil de textura e relaxamento de tensdo. As maiores
concentracdes de proteinas sollveis foram encontradas em valores extremos de pH (2,
3, 8 e 9) para todos os tratamentos, exceto para os tratamentos formados por proteinas
miofibrilares em meio salino (0,6 mol‘le 1,1 mol.['), cuja méxima solubilidade foi
encontrada em pH 6,5; 7; 8 e 9. Em relacdo a estabilidade da emulsdo, as proteinas
estromais ndo apresentaram diferenca (p>0,05) entre os valores de pH (3, 4 e 9). As
proteinas miofibrilares com adicao de sal, em valores de pH de 8 e 9, propiciaram maior
estabilidade da emulsdo em comparacdo com as proteinas miofibrilares sem adicao de
sal. A dispersdo da mistura das proteinas carneas formou emulsdo mais estavel que a
suspensao das proteinas estromais e sarcoplasmaticas. O parametro “dureza”, em andlise

do perfil de textura, foi maior em géis formados pelas misturas das trés proteinas
extraidas da carne. O gel formado a 75 °C por 4 % de proteinas miofibrilares nao
diferiram (p > 0,05) do gel formado por 4 % da mistura de proteinas miofibrilares (80
%) e CPS (20 %) a mesma temperatura. O gel composto apenas por CPS necessitou de
maior temperatura (90 °C) e concentracao (8%) para formar um gel autossustentavel.
Em relaxamento de tensdo, os geéis das proteinas miofibrilares apresentaram o
comportamento mais elastico do que o gel composto pela mistura das proteinas

miofibrilares + CPS. O gel formado pela mistura das trés proteinas da carne (miofibrilar
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+ sarcoplasmatica + estromais) apresentou maior moédulo elastico entre os géis
formados por proteinas, miofibrilares e CPS e sua mistura (Miofibrilar + CPS), porém,
apresentou menor valor de taxa de recuperacdo, ou seja, apresentaram uma estrutura
seca e quebradica. Conclui-se que a substituicdo de 20 % de proteinas miofibrilares por
CPS néo altera o perfil de textura dos géis de proteinas miofibrilares e que as proteinas
sarcoplasmaéticas contribuem para as propriedades técnico-funcionais dos géis formados
pelas proteinas carneas, aumentando a forca do gel e relativa propriedade emulsificante.



ABSTRACT

TRINDADE, Ana Carolina, M. Sc., Universidade Federal de Vi¢cosa, November, 2015.
Technical and functional properties of different mixtures of meat and whey
protein concentrated. Adviser. Edimar Aparecida Filomeno Fontes. Co-Advisers:
Eduardo Basilio de Oliveira and Lucio Alberto Miranda Gomide.

According to its solubility, meat proteins fall into three classes: sarcoplasmic,
myofibrillar and stroma. They play an important role in texture emulsified meat
products, due to their physico-chemical properties. The Non-meat proteins, such as
whey protein concentrate (WPC), can be added to meat products in order to reduce costs
and contribute to the specific characteristics of these products. In order to understand
the influence of non-meat proteins, technical and functional properties of meat proteins
together with whey protein concentrate was evaluated. The Solubility tests were carried
out, water binding capacity and emulsion stability of protein concentrates. In the self-
supported gels, those which maintained their structure conditions of concentration, pH,
temperature and time set, the texture profile analysis and stress relaxation were
performed. The higher soluble protein concentrations were found at pH extremes (2, 3,
8 and 9) for all treatments except for treatments consisting of myofibrillar proteins in
saline (0.6 mol.L* and 1.1 mol.L}), the maximum solubility was found at pH 6.5; 7; 8

and 9. For the stability of the emulsion, stromal proteins showed no difference (p
0.05) between pH values (3, 4 and 9). The myofibrillar proteins with added salt at pH
values 8 and 9, showed higher emulsion stability compared with the myofibrillar
proteins without added salt. The dispersion of the mixture of meat proteins formed
stable emulsion suspension of stromal and sarcoplasmic proteins. The parameter
"hardness" in texture profile analysis, was greater in the gels formed by the mixture of
the three extracted meat proteins. The gel formed at 75 ° C for 4% of myofibrillar
proteins did not differg > 0.05) 4% gel formed by the mixture of myofibrillar proteins
(80%) and WPC (20%) at same temperature. The gel contains only WPC required
higher temperature (90 ° C) and concentration (8%) to form a self-supported gel. In
relaxation of tension, the gels of myofibrillar proteins showed a more elastic behavior of
the gel formed by the mixture of myofibrillar proteins WPC +. The gel formed by
mixing the three meat proteins (myofibrillar + sarcoplasmic + stromal) showed higher
elastic modulus of the gels formed by proteins, myofibrillar and WPC and its mixture
(Myofibrillar + WPC), however, showed the lowest recovery rate, that is had a dry and

brittle structure. It is concluded that the replacement of 20% of myofibrillar proteins by

X



WPC does not alter the texture profile of the gels of myofibrillar proteins and the
sacoplasmic proteins contribute to the technical and functional properties of the gels
formed by the meat proteins, increasing the gel strength and relative emulsifying
property.
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1 INTRODUCAO

As proteinas da carne, principalmente as proteinas miofibrilares, sao
responsaveis pelas caracteristicas dos produtos carneos emulsionados devido a sua
elevada capacidade de formacgéo de gel, boas propriedades emulsificantes e capacidade
de retencdo de agua. Com relacéo as propriedades técnico-funcionais, diversas proteinas
tém sido estudadas para atuar como coadjuvantes do processo de formulacdo de
alimentos, diminuindo custos e desenvolvendo caracteristicas especificas. Com isso,
muitas destas proteinas tém sido caracterizadas isoladamente quanto as suas
propriedades funcionais, incluindo propriedades interfaciais e reolégicas.

O gel é formado por polimeros em ligacdo cruzada por meio de ligacdes
covalentes e interacBes nao covalentes, que é formado por uma rede capaz de aprisionar
a agua, ou outras substancias de baixa massa molar (DAMODARAN et al., 2010). Em
produtos carneos, o processo de formacdo do gel € importante, pois, aumenta a
estabilidade da emulsdo e a capacidade de retencdo de agua, gerando produtos de
qualidade e de melhor aparéncia. A gelificacdo é uma das mais importantes
propriedades técnico-funcionais, que sao definidas pelas propriedades fisico-quimicas
das proteinas, e dependem da constituicdo aminoacidica das mesmas, bem como do pH
e do tipo e da concentracdo de sais presentes no meio.

A textura € um dos atributos mais importantes nos produtos carneos e influencia
diretamente a aceitabilidade do consumidor. Ela depende da estrutura da matriz proteica
formada, dos solutos ligados a essa matriz e sendo especialmente, afetada pela
gelificacdo das proteinas.

VIDIGAL, (2010) buscou avaliar as propriedades de textura e caracteristicas de
emulsdo de mortadelas, elaboradas com diferentes misturas de ingredientes, como
sangue liquido tratado com monoxido de carbono (SLT) e concentrado proteico do soro
(CPS). Os resultados indicaram que mortadelas adicionadas com CPS nao diferiram
com relacéo aos atributos de textura e de emulséo para todos os tratamentos, inclusive a
mortadela controle (sem adicdo de CPS nem SLT).

Assim, propriedades fisico-quimicas das proteinas da carne e do concentrado
proteico do soro de leite, juntas, devem ser avaliadas em mais profundidade nas
condicOes reais de processamento de produtos emulsionados como pH, concentracdes
diferentes de NaCl e temperatura, a fim de se compreender qual € o papel de cada uma

dessas proteinas nas propriedades de interesse.



Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo estudar as caracteristicas
fisico-quimicas e reoldgicas das proteinas carneas e do concentrado proteico do soro de
leite (CPS), e géis formados a partir do aquecimento de misturas proteicag (CPS

proteinas carneas) em diferentes proporcgoes.



2 ASPECTOS TEORICOS

2.1 PROPRIEDADES TECNICO-FUNCIONAIS DAS PROTEINAS
ALIMENTARES

Sao encontradas diversas definicdes sobre “propriedades funcionais” das
proteinas. Geralmente, essa expressao se refere as propriedades fisico-quimicas das
proteinas, determinadas pelas caracteristicas moleculares e do meio (pH, forca ibnica
etc.), que influenciam as funcdes tecnoldgicas que as mesmas podem desempenhar em
produtos alimenticios. Dentre essas propriedades, as mais comumente estudadas e
exploradas séo as interfaciais (emulsificantes e espumantes) e as reoldgicas (gelificantes
e espessantes) (SCHMIDT, 1981).

As propriedades técnico-funcionais de uma proteina sdo, assim, determinantes
para a sua utilizagdo como ingredientes em diversos produtos alimentares, afetando a
conservacao e a aceitacdo sensorial. As caracteristicas moleculares das proteinas que
determinam essas propriedades incluem tamanho, forma, composi¢cdo/sequéncia de
aminoacidos, carga e sua distribuicao, relacéo hidrofilicidade/hidrofobicidade, contetdo
e tipo de estrutura secundaria (hélices a, folhas ), organiza¢do da estrutura tercidria e
quaternaria dos segmentos polipeptidicos, ligacdes cruzadas inter-intra cadeias
polipeptidicas (por exemplo, liga¢des dissulfidicas), rigidez ou flexibilidade da proteina
em resposta a mudancgas externas, ponto isoelétrico, interagcdo com outros componentes
do alimento (adgua, hidratos de carbono, lipideos e proteinas) (XIONG, 1997;
LAKEMOND et al., 2000.

No tocante as diferencas entre as cadeias laterais dos aminoécidos, podem
ocorrer interacdes mais favoraveis entre essas ou pode haver interacao diferenciada com
a agua (pois existem aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos ha mesma profeina).
proteina se
encontra normalente na forma “dobrada”, com uma estrutura tridimensional definida.

Ndo apenas a sequéncia de aminoacidos, mas também a forma com que a cadeia
polipeptidica se dispbe e se arranja no espaco, afeta a conformacédo da molécula, sua

atividade bioldgica, suas propriedades funcionais e nutricionais (ARAUJO, 2011).

As diversas propriedades técnico-funcionais das proteinas podem ser observadas

como manifestacbes de trés aspectos moleculares das proteinas: propriedades de



hidratacdo; propriedades relacionadas a superficie proteica; e propriedades

hidrodindmicas/reoldgicas. Elas serdo discutidas nas trés subsec¢des a seguir.

2.1.1 CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA

A capacidade de retencdo de agua € a capacidade da proteina de interagir
quimica e fisicamente com moléculas de agua e reté-las em face da acdo de forcas
mecanicas. De acordo com Damodaran et al., (2010) a capacidade de reteag# de
(Eq 1) é definida como:

m
CRA = —2 %100 @)
mp

em que,
m; = massa (g) de agua ligada.

m, = massa (g) de proteina.

A capacidade de retencédo de agua de uma proteina esta relacionada, em parte, a
sua composicdo em aminodcidos, pois quanto maior o numero de residuos polares
(hidrofilicos) maior serd a capacidade de hidratacdo. A densidade de cargas elétricas
presentes na molécula de proteina em solucdo aquosa depende do pH, pois se o valor do
pH estiver proximo ao ponto isoelétrico havera interacdo mais favoravel entre as
moléculas proteicas, reduzindo sua interacdo com a agua, sendo assim, o que diminui
sua capacidade de reter a 4gua. Outros fatores estao relacionados com a capacidade de
retencdo de agua, como forca ibnica, conformacédo proteica e temperatura (KUNTZ &
KAUZMAN, 1974).

As moléculas de agua interagem com varios grupos nas proteinas, como 0S
grupos amina presentes nas cadeias laterais de aminoacidos aspayhgamiea e 0s
grupos hidroxilas dos residuos de serina, treonina e tirosina e mesmo residuos apolares
por meio de interacfes hidrofébicas mais fracas (DAMODARAN et al., 2010). A agua,
sendo uma molécula de dipolo, interage mais facilmente com aminoécidos carregados e
podem permanecer fortemente adsorvida sobre a proteina mesmo apés a aplicacdo de
forca mecanica (PEARCE dt 2011).

Em produtos carneos emulsionados, as proteinas miofibrilares sdo as principais
responsaveis pela capacidade de retencdo de dgua. As proteinas sdo insoltveis em pH
fisiologico (entre 5e 6), encontrando-se associadas ao musculo em uma estrutura

altamente organizada, porém tornam-se solUveis na presenca de sais.



Os sais sdo responsaveis pela maior capacidade de retencdo de agua, em
elevadas concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) (geralmente superior a 07§, mol- L
conferem forgca ibnica elevada, despolarizando filamentos de miosina; enquanto
concentracdes baixas de fosfato (5 aphl-L™Y), nomeadamente pirofosfatos, sdo
capazes de dissociar o complexo actina-miosina (XIONG,)1993

Esse efeito se deve ao ion cloreto)(@b NaCl que causa enfraquecimento da
interagdo entre grupos carregados opostamente em pH > Pl (HAMM, 1960). Outros
fatores devem ser levados em conta tais como: o estado de contracdo do musculo, efeito
da maturacédo, espécie, sexo e idade do animal de onde foram extraidas as proteinas
(HAMM, 1960).

Em valores de pH mais distantes do ponto isoelétrico a absor¢do de agua pelas
proteinas miofibrilares é maior, pois seus filamentos estdo mais espacados e,
conseguentemente, a atracdo e adesdo de moléculas de agua por meio de pontes de
hidrogénio sao favoraveis (WESTPHALEN et al., 2005).

Em relacdo as proteinas sarcoplasméticas, Yongsawatdigul & Hemung. (2010)
afirmaram que a capacidade de retencdo de 4gua aumentou em valores extremos de pH
(3 e 12), pois houve alteracdes conformacionais levando ao aprisionamento das
moléculas de 4gua.

O colageno hidrolisado (tecido conjuntivo) possui excelente capacidade de
retencdo de agua e, portanto, € camanelhorar a maciez de produtos a base de carne
cozida. Esses resultados foram encontrados por Kapitula et al. (2015) que estudaram a
carne armazenada a vacuo a 3 °C até 20 dias e sugeriram a degraddicaadbs
cruzadas intermoleculares entre fibrilas de coladgenos, serem as responsaveis pela maior

capacidade de retencdo de agua.

2.1.2 PROPRIEDADES EMULSIFICANTES

As emulsBes sdo constituidas por dois liquidos imisciveis, sendo um deles
disperso no outro na forma de pequenas goticulas esféricaerhunséo 6leo em agua
(O/A) consiste de gotas de 6leo dispersas em uma fase aquosa continua, que é o caso do
leite e maionese. Ja uma de emulsdo agua em o6leo (A/O) € formada por gotas de agua
dispersas em uma fase oleosa, tendo como exemplos a margarina e a manteiga
(MCCLEMENTS, 2005).

Por possuir uma éarea interfacial muito elevada entre liquidos que ndo séo
soliveis um no outro, o potencial quimico (energia livre de Gibbs molar) desses
sistemas é muito elevado. Por essa razdo, a fim de alcancar um estado mais proximo
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possivel do equilibrio termodinamico, eles tendem naturalmente a separacao de fases.
De um ponto de vista tecnoldgico, isso significa que produtos emulsionados sao
caracterizados por uma elevada instabilidade fisica.

As emulsdes O/A sdo formadas pela agitacdo da mistura usando um
homogeneizador, uma valvula (alta pressao) ou através de homogeneizador de asperséo,
de modo a criar pequenas goticulas de 6leo (SCHULTZ et al. 2004). A formacgéo de
uma emulsédo também requer a utilizacdo de um emulsionante, que compreende grupos
hidrofilicos e hidrofébicos e, assim, posicionaema interface 6leo-agua ou agua-oleo
para diminuir a tenséo interfacial (BOS & VAN VLIET, 2001).

A formacgdo de uma camada interfacial de proteina na superficie dos glébulos de
gordura ocorre em etapas. Em primeiro lugar, as moléculas de proteina difundem-se na
interface e superam a barreira de pressao interfacial. Em seguida, a molécula de proteina
€ submetida a mudancas conformacionais, isto é, desdobrando-se, de modo que os seus
grupos hidrofébicos orientados para o interior da macromolécula sdo expostos e se
orientam em direcdo ao 6leo, enquanto os residuos hidrofilicos se orientam para a fase
aquosa. Com isso, a proteina perde a sua estrutura terciaria e, parte de sua estrutura
secundaria, embora alguns segmentos helicoidais possam persistir (BARBUT, 1995).

Uma vez que o filme viscoelastico é formado, as goticulas recobertas por
proteinas podem adquirir uma carga negativa ou positiva dependendo se o pH da
emulsdo estd acima ou abaixo, respectivamente, do ponto isoelétrico das proteinas que
envolvem o globulo (forca ibnica baixa). Quando o pH esta proxinm dia proteina,
que recobre o glébulo de gordura, alta repulsédo eletrostatica entre as moléculas tende a
conduzir a uma melhor estabilidade cinética de emulsdo, enquanto que sob condic¢des de
valores préximos do ponto isoelétrico da proteina a repulséo eletrostatica € minimizada,
favorecendo a atracdo entre as goticulas e, consequentemente, a coalescéncia
(agregacao) das mesmas (DALGLEISH et al. 1995).

Lopez-Enriquez et al. (2015) avaliaram as caracteristicas quimicas das proteinas
sarcoplasmaticas com concentracdo de 0,05% (m/v) em diferentes niveis de pH, e
constataram que a estabilidade da emulsdo foi menor em pH 5 (préximo ao ponto

isoelétrico) e maior em pH 11.

2.1.3 PROPRIEDADES GELIFICANTES

A gelificacdo, propriedade funcional importante de algumas proteinas, € o
processo que ocorre com o aumento da temperatura onde sdo formadas “redes” por

meio de pontes de hidrogénio, interacbes eletrostaticas e hidrofobicas, formando
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materiais visco-elasticos. Essa formacdo de gel é importante em produtos carneos
emulsionados, pois as proteinas exercem uma forca de coeséo para ligar particulas a
base de carne e para estabilizar as goticulas de gordura na matriz do gel (XIONG,

1993).

A gelificacdo proteica termo-induzida é uma das propriedades funcionais mais
estudadas na ciéncia dos alimentos, pois permite compreender as interagcdes proteicas
nos alimentos que ocorrem durante o seu processamento, além de se fazer uma
simulacdo com etapas de preparo desse alimento na induastria (MOTOKI &
KUMAZAWA, 2000). O aumento da temperatura contribui ndo somente para a
elasticidade da textura, como a formacgdo da estrutura proteica tridimensional, mas
também para outras propriedades funcionais de produtos carneos (VISESSANGUAN et
al. 2000.

Pode-se considerar que a gelificacdo ocorre em trés etapas: desdobramento
inicial das moléculas individuais de proteina (desnaturagéo), seguido por sua agregacao,
principalmente por meio de ligagBes hidrofébicas e, por fim, a agregagcdo de moléculas
proteicas, de menor tamanho, para formar fitas que formam uma rede viscoelastica
(XIONG, 2004).

A exposicao de grupos sulfidrilicos internos e a posterior formacgao de ligacdes
dissulfidicas conduzem a formacg&o de géis termicamente irreversiveis, consideradas
vitais para a manutencao da estrutura. Essas ligacdes também podem controlar o grau de
flexibilidade da cadeia polipeptidica, inclusive in vivo (HAMSAKUTTY, 2003
VISESSANGUAN et al. 2000).

Dentre as proteinas carneas, as proteinas miofibrilares, em especial a miosina,
desempenham um papel fundamental na formacdo de géis. As propriedades de
gelificacdo dessas proteinas sao influenciadas pela estrutura e pelo tamanho da proteina,
por sua concentracao, por sua fonte de carne e por véarias condicfes de processamento,
como pH, forca ibnica e quantidade de calor. Por isso a miosina, que possui uma
proporcdo comprimento-diametro grande, pode formar um gel mais visco-elastico,
enguanto a actina, uma proteina globular que apresenta um décimo do tamanho da
miosina, ndo é indicada para o processo de gelificacdo (MORITA & OGATA, 1991).

A cauda da miosina é um espiral formado por a-hélice e sua gelificacdo é
acompanhada por altera¢cfes das estruturas secundarias com o desdobramento, induzido
a 40 °C, da o-hélice em b-folhas (HARRINGTON & RODGERS, 1984).



Liu et al. (2008) avaliaram a relacao da estrutura secundaria e as propriedades de
gelificacdo de miosina de porcino a diferentes valores de pH e afirmaram que entre os
valores de pH de 6,5 a 9, ap0s 0 aquecimento, a estrutura secundéria formada por
hélice se convertia parcialmente prAplhas.

Durante o aquecimento, o efeito da temperatura sobre as estruturas secundarias
de miosina, a pH 7,0 também foi avaliado. A fragdo a-hélice diminuiu
consideravelmente (87,7% para 36,0%) com o aumento da temperatura de 5 °C a 90 °C.
Ja a fragdo B-folha foi mais elevada na faixa de temperatura entre 55 °C a 90 °C do que
na gama de ®C a 50 °C, confirmando que a presen¢a da B-folha na estrutura
secundéria, influencia na formacdo do gel, e consequentemente, ocasionando um
aumento no parametro “dureza” do gel (LIU et al., 2008).

A gelificacdo inicia-se quando a suspensao proteica sofre um aquecimento de
35 °C, acarretando no desdobramento da regiada Sneromiosina pesada (MMP)
permitindo associacdo hidrofébica ao longo das interacbes cabeca-cabeca. Os
oligbmeros entdo coalescem a cerca de 48 °C, formando ligagbes dissulfeto
intermoleculares, produzindo sua caracteristica elastica (STRASBURG et al. 2010).

Quando a temperatura se aproxima de 50-60 °C, ocorrem mudancas
conformacionais na meromiosina leve (MML) que compde a cauda da proteina, criando
uma estrutura aberta e expondo as regides hidrofébicas e os grupos especificos de
cadeias laterais. A associacdo da MML via interacdes cauda-cauda em aquecimento por
ligacdes dissulfeto, leva a formacéo de uma rede de gel filamentosa e fitas permanentes
com alta elasticidade e capacidade de retencdo de dgua (STRASBURG et)al. 2010

A formacdo do gel € um processo fisico-quimico complexo que envolve
alteracdes estruturais e funcionais das proteinas mioféwilar formacdo da cadeia
proteica pode ser representada por trés estagios, que sdo a dissociacao, desnaturacac
térmica e agregacdo. Na presenca de sais, as fibras musculares e proteinas sofrem a
principal alteragcdo estrutural, levando a solubilizacdo da miosina, actina e um namero
de outros constituintes miofibrilares (ROUSSEL @HEFTEL, 1990). Segundo
Promeyrat et al. (2010), as ligacdes dissulfidicas estdo envolvidas no processo de
agregacao que conduz a “rede” de gel induzido pelo calor.

A capacidade de gelificacdo de proteinas miofibrilares tem sido bem
documentada em termos de fatores que influenciam as propriedades de gelificacdo
induzida pelo calor, bem como propriedades reoldgicas dessas proteinas. O foco maior é
sobre a forma como a miosina e actina em diferentes espécies animais reagem, como as

propriedades fisico-quimicas, as interacdes das proteinas miofibrilares com outros
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aditivos, a influéncia do gel na textura e propriedades reolégicas de proteina em si
(SUN & HOLLEY, 2011).

O regulamento de propriedades do gel das proteinas miofibrilares €, portanto,
vital para o desenvolvimento de novos produtos carneos que sofrem aquecimento

durante seu processamento.

2.2 PROTEINAS CARNEAS

As proteinas da carne se dividem em trés classes de acordo com a sua

solubilidade: sarcoplasmaéticas, miofibrilares e estromais.

2.2.1 PROTEINAS SARCOPLASMATICAS

As proteinas sarcoplasmaticas sdo solUveis em agua ou em solucdes salinas de
baixa concentracdo (menor que 0,06 md); lconstituem de 30 % a 3% do total de
proteinas da musculatura esquelética e, dentre elas, estdo a mioglobina e todas as
enzimas glicoliticas (XIONG, 1997).

Pesquisas demonstraram que, no processo de extragcdo, as proteinas
sarcoplasmaticas podem ser separadas em quatro componentes estruturais diferentes
com base na sua velocidade de sedimentacdo em centrifugacdo diferencial: nuclear,
mitocondrial, microssomal e fragcfes citoplasmicas. Eles podem ser obtidos na forma de
peletes apos centrifugacdo a 1.0a(xuclear), 10.000 g (mitocondrial), 100.00@ g
(microssomal), e a partir do sobrenadante (citoplasmatica). Essas fracdes proteicas
compB8em mais de 100 proteinas sarcoplasmaticas diferentes, incluindo a maioria das
enzimas envolvidas no metabolismo de energia, como a glicélise (XIONG, 1997).

Apesar da sua diversidade, as proteinas sarcoplasmaticas compartilham muitas
propriedades fisico-quimicas. Por exemplo, a maioria sdo de massa molecular
relativamente baixa, que varia de 17 kDa (mioglobina) até 92,5 kDa (Fosforilase B),e
com estruturas globulares ou em forma de bastonete. Estas caracteristicas estruturais
podem ser parcialmente responsaveis pela elevada solubilidade dessas proteinas em
agua ou solucgdes salinas diluidas (TORNBERG, 2005).

A Tabela 1 apresenta algumas dessas proteinas presentes na fracéo

sarcoplasmaticas.



Tabela 1 - Principais proteinas sarcoplasmaticas encontradas no musculo.

Proteina mg/g
Fosforilase3 2,5
Fosfoglicomutase 1,5
Fosfoglicomutase isomerase 1,0
Fosfofrutoquinase 1,0
Aldose 6,0
Triose fosfato isomerase 2,0
a-glicerofosfato desidrogenase 0,5
Gliceraldeido fosfato desidrogenase 12
Fosfoglicerato quinase 1,2
Fosfoglicerato mutase 1,0
Enolase 5
Piruvato quinase 3
Lactato desidrogenase 4
Creatina quinase 5
Adenilato quinase 0,5
AMP deaminase 0,2
Mioglobina 0,5-2,0

Fonte: Scopes, (1970).

A principal funcao tecnoldgica das proteinas sarcoplasmaticas é na formacao da
cor da carne, devido as suas hemoproteinas: mioglobina, e de menor importancia a
hemoglobina e citocromo. Outra participacdo tecnoldgica, ndo menos importante, € na
maturacao da carne e consequente favorecimento de sua maciez, por meio da acao do
complexo enzimatico de calpainas presente no sarcoplasma (GOMIDE et al., 2013).

A propriedade de gelificacdo das proteinas sarcoplasmaéticas ainda nao foi muito
bem elucidada. Nas literaturas foi encontrado que as proteinas sarcoplasméaticas podem
tanto ajudar quanto atrapalhar a formacao de gel.

Ko & Hwang, (1995) descobriram que as proteinas sarcoplasmaticas de peixe
melhoraram a gelificacdo da pasta constituida por proteinas miofibrilares a baixa
temperatura, pela formacao de ligacdes cruzadas mediada pela enzima transglutaminase

(TGase) presente naturalmente no peixe, resultando em maior resisténcia do gel. A
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adicao de proteinas sarcoplasmaticas de tilapia também aumentou a for¢a de ruptura do
gel de surimi lizardfish (YONGSAWATDIGUL & PIYADHAMMAVIBOON. 2007).

Yongsawatdigul et al. (2002) afirmaram que a melhoria na textura de surimi foi
atribuida a ligacdo da cadeia pesada de miosina mediada pela enzima, que poderia
melhorar as interacdes hidrofébicas e ligagdes dissulfeto entre as moléculas, resultando
num aumento da forca de ruptura e o valor de deformacéao.

A enzima transglutaminase, quando esta presente na fracdo proteica
sarcoplasmatica, catalisa a reacdo no qual o grupo tiol de uma cisteina ataca a cadeia
lateral de um residuo de glutamina, formando um complexo acil-enzima e aménia. No
passo seguinte, uma amina primaria entra no lugar da enzima formando uma glutamina
carboxamida modificada. Se a ligagao proteica envolve a lisina, a ligagéo cnuizada e
peptideos, intra ou inter molecular, ocorreéNAg-glutaminil) L-lisina. As reacées com
a enzima transglutaminase resultaram em um aumento da elasticidade dos géis de
proteinas de alimentos (PIYADHAMMAVIBOON: YONGSAWATDIGUL, 2009).

Estas ligacoa$-(y-glutaminil) L-lisina sdo covalentes e estaveis, ndo se rompendo com
facilidade (NONAKA et al. 1989).

A enzima é composta por 331 aminoacidos e estd largamente presente em
animais, vegetais e microrganismos. Logo, € parte natural dos alimentos e do corpo
humano, onde participa ativamente do processo de coagulacdo sanguinea (MOTOKI
KAMAZUA, 2000).

Em mamiferos, a enzima tansglutaminase é encontrada em diversas isoformas,
mas as principais sdo: o fator Xlll (do tipo de plasma), TG1 (tipo de queratinécitos),
TG2 (tipo tecido), e TG3 (tipo epidérmica3RIFFIN et al., 2002), &em sido bastante
estudada no controle de doencgas como a doenca celiaca.

Kurth & Rogers (1984) mostraram que a enzima transglutaminase de plasma
bovino pode catalisar ligacao cruzada de varias proteinas incluindo a miosina.

Em pescados, as proteinas sarcoplasmaticas, coaguladas pelo calor, aderem-se as
proteinas miofibrilares e impedem a formacéo de gel (SUZUKI et al., 1987).

Hemung & Chin (2015) avaliaram a dureza dos géis formados por proteinas
sarcoplasmaticas e miofibrilares e constataram que a medida que aumentou a
concentracdo das proteinas sarcoplasmaticas (pH 6,25 e 2,6 g de NaCl), a forca do gel
diminuiu. Isso pode ser devido a maior estabilidade térmica das proteinas
sarcoplasmaticas, ou seja, aumento da temperatura de desnaturacdo e retardar o
processo de formacéo do gel (HEMUNG & CHIN, 2015).
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Proteinas com baixa estabilidade térmica s&o suscetiveis a desnaturacao,
facilitando a interacdo entre elas. O aumento da estabilidade térmica de misturas de
proteinas ird4 dificultar o desdobramento das proteinas e limitar as interacdes
intermoleculares.

A elevada estabilidade térmica das proteinas sarcoplasmaticas é causada pela
superficie altamente hidrofébica, sendo assim, portanto interac6es hidrofobicas entre as
proteinas miofibrilares e as proteinas sarcoplasmaticas podem afetar a estabilidade
térmica (YONGSAWATDIGUL & HEMUNG, 2010).

2.2.2 PROTEINAS MIOFIBRILARES

As proteinas miofibrilares compreendem cerca de 50 % a 60 % das proteinas
musculares. Elas sdo importantes na contracdo muscular e nas modificacdes post-
mortem e s&o solveis em solucdes de concentracéo entre 0,8 a 1;0(mAMM,

1960).

Em termos gerais, as miofibrilas sdo constituidas por proteinas: contrateis (actina
e miosina), reguladoras da contracdo (tropomiosina e troponina) e citoesqueléticas
(actinina, proteina M, proteina C, neblinas, desmina e titina), responsaveis pela estrutura
e organizacao da organela (STRASBURG et al., 2010).

A actina, rica em prolina, constitui de 20 % a 25 % das proteinas miofibrilares e
seu ponto isoelétrico é de aproximadamente 4,7. Em baixa forca ibnica a actina é
composta por subunidades globulares de actina G (47 kDa), porém, com o aumento da
forca iGnica, os mondémeros sao polimerizados longitudinalmente formando unidades de
uma proteina fibrilar (actina F) e sofrerd uma torcao em forma de hélice (ASHGAR &
PEARSON, 1980).

No tecido muscular, a actina € associada ao complexo troponina-tropomiosina.
Ela também contém uma ligacdo a miosina, que permite a formacdo de complexos
temporérios durante a contracdo muscular ou o complexo permanente actomiosina
durante o desenvolvimento do rigor mortis.

A miosina constitui de 50 % a 55 % das proteinas miofibskarse caracteriza
por sua grande proporcdo de aminoacidos carregados positiva ou negativamente com
ponto isoelétrico em pH 5,4, a miosina tem a forma de um bastdo com cerca de 150 nm
de comprimento, com uma projecao globular dupla (cabeca da miosina) em uma das
extremidades.

A cauda da miosina (cadeias leves), com massa molar de 20 kDa, apresenta o

formato a-helicoidal, que sdo enroladas umas em torno das outras, formando uma
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espiral fiborosa com o giro para a esquerda. As cadeias pesadas, ligadas a cauda, sdo
responsaveis por grande parte da estrutura geral da molécula, com massa molar
idénticas (220 kDa) e apresentando uma forma globular. A estrutura da cadeia pesada
(cabecas da miosina) contém cerca de 40 grupos sulfidrilicos (SH), porém sem ligacdes
dissulfetos, situadas na sua parte globular (KNIGHT & TRINICK, 1987; RAWN,
1989.

Quando a molécula de miosina sofre a acdo de enzimas como a tripsina ou a
pepsina, sdo produzidos dois fragmentos chamados de meromiosina leve —(cauda
hidrofilica, 1°) e meromiosina pesada (regido da cabedaidrofobica, 2°). Na
meromiosina pesada (MMP), podem ser observados dois fragmentos adicionais
denominadas & S.

Figura 1 - Representacdo esqueméatica da molécula de miosina. Meromiosina leve
(MML), Meromiosina pesada (MMP), S-1 e S-2 (subfragmentos de HMM). Fonte:
RAWN (1989) apud (GUIMARAES & ADELL, 1995).

Mais da metade dos aminoacidos que constituem a meromiosina pesada séo
hidrofilicos e muitos estdo expostos na sua superficie molecular (Tabela 2), com cargas
positivas e negativas. Assim, ligacdes intermoleculares sdo formadas e os filamentos
apresentam-se associados entre si, formando agregados que sao insollUveis em agua
(NIWA, 1992).

A Tabela 2 apresenta os residuos de aminoacidos que compdem a fracdo da

meromiosina pesada da molécula de miosina.
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Tabela 2 - Composi¢do (numero de aminoacidos a cada 100 residuos de aminoacidos)
de aminoéacidos da cadeia pesada de miosina do musculo de rato.

Aminoéacido Miosina
Alanina 8,0
Arginina 5,6

Asparagina 3,8

Acido aspartico 5,3
Cisteina 0,9
Glutamina 6,4
Acido glutamico 13,3
Glicina 3,3
Histidina 2,0
Isoleucina 4.4
Leucina 11,3
Lisina 10,7
Metionina 1,8

Fenilalanina 3,1

Prolina 1,5

Serina 5,6
Treonina 5,5
Triptofano 0,5
Tirosina 2,2
Valina 4,6

Fonte: STREHLER et al. (1986

Outra proteina, a tropomiosina, recobre a extensao de sete monémeros de actina
G e é ligada a outra molécula de tropomiosina pelo complexo de troponinas. O conjunto
troponina-tropomiosina se distende por todo filamento de actina, encobrindo os sitios
ativos das actinas G, necessarios para a ligacdo com os miofilamentos grossos durante a
contracdo muscular. Por isso, essas proteinas sao ditas regulatérias (GOMIDE et al.,
2013).

A miosina ea actomiosina (complexo formado na contragdo muscular) sdo os
principais componentes das proteinas miofibrilares, ndo somente pela sua maior

guantidade, mas pelas suas propriedades funcionais e apresentam uma forte influéncia
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sobre os produtos carneos como textura, capacidade de retencdo de agua, capacidade
ligante emulsificante, entre outras (SGARBIERI, 1987; AYALA, 2001).

2.2.3 PROTEINAS ESTROMAIS

O tecido conjuntivo é formado pelas proteinas estromais, que correspondem de
10 % a 15 % de toda proteina dos musculos esqueléticos. Em contraste com as proteinas
sarcoplasmaéticas, as estromais sao insolliveis em agua, em valores de pH préximos a
neutralidade, baixa ou elevada concentracdo salina, baixas temperaturas e sdo soluveis
em meio acido ou basico (SGARBIERI, 1996).

As proteinas estromais sdo constituidas pela sua maioria por colageno, e pelas
duas fragcdes menores, elastina e reticulina.

O colageno, uma glicoproteina fibrosa encontrada em todo o reino animal, € o
principal componente estrutural dos tecidos conjuntivos (55 % a 95 % do teor de
matéria seca); € composto de monémeros de tropocoldgeno, com massa molecular de
300 kDa. O tropocolageno (Figura 3) contém trés cadeias peptidicas formando uma
estrutura de tripla hélice estabilizada por pontes de hidrogénio. Essas cadeias sdo
formadas por aminoacidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina
e completa auséncia de aminoacidos sulfurados e de triptofano (ALVES & MANCIO,
2007).

As moléculas de tropocoldgeno séo sintetizadas no fibroblasto e excretadas,
guando se unem linearmente para formar a fibra de colageno, que apresentam um
padrdo estriado. O colageno possui em sua cadeia aproximadamente 1000 residuos de
aminoacidos, dispostos em uma sequéncia (G¥}gue se repete (Figura 2), onde X
representa na maioria das vezes a prolina e o Y a hidroxiprolina ou a hidroxilisina
(STRASBURG et al., 2010).
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Glicina Prolina y Glicina x  Hidroxiprolina
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Figura 2 - Figura 2.1. Estrutura quimica do colageno tipo I. (a) Sequéncia primaria de
aminoécidos, (b) estrutura secundaria e terciaria e (c) estrutura quaternaria (Fonte:
Friess, 199&pud Santana, 2010).

O colageno é composto por outros aminoacidos em menores proporcées
(Metionina, Tirosina e Histidina) que sdo aminoacidos ndo essenciais e 30 % dos

aminoécidos presentes na molécula é o aminoacido essencial glicina (Tabela 3).
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Tabela 3 - Composi¢do de amino4cidos (g/100g de proteina) da fibra de colageno.

Aminoacidos (9/1009)
Cisteina 0,2
Acido aspartico 5,6
Acido Glutamico 11,9
Arginina 8,7
Lisina 3,6
Histidina 0,7
Treonina 19
Seina 3,0
Prolina e Hidroxiprolina 13,0
Alanina 9,3
Glicina 29,7
Leucina 3,1
Valina 2,5
Metionina 0,6
Isoleucina 1,6
Fenilalanina 2,3
Tirosina 0,5

Fonte: WOLF et al., 2009.

A molécula de colageno é 60 % hidrofébica e durante o processamento de
produtos carneos em temperaturas de 60 °C a 65 °C, as fibras colagenosas se encolhem,
desnaturane formam o gel, capazes de englobar a gordura (BAILEY, 1989; ALVES,
2002).

O colageno apresenta estrutura molecular relativamente simples e é insoluvel em
agua, em virtude da grande concentracdo de aminoacidos hidrofébicos, quer no interior
da proteina, quer na superficie. O colageno representa uma excecao a regra de que 0s
grupos hidrofébicos precisam estar escondidos no interior da molécula proteica. O
nucleo hidrofébico, portanto, contribui menos para a estabilidade estrutural da
molécula, enquanto que as ligacbes covalentes intra e intermoleculares assumem um
papel especialmente importante, pois elas reforcam as fibras de colageno originando
estruturas de fibras estaveis e insoluveis (LEHNINGER, 1995).

A hidroxiprolina € um dos varios aminoacidos responsaveis pela manutencéo da
ligacdo da estrutura secundéria do colageno (tripla hélice). Uma menor quantidade ou a

falta deste faz com que o coldgeno perca a conformacdo de tripla hélice quando
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submetida a elevacdo da temperatura (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002 e PRESTES et
al., 2013.

Prestes et al., (2013), avaliando as propriedades técnico-funcionais da fibra de
colageno, gelatina e colageno hidrolisado, constatou que o processo de extracdo foi
fundamental para a diferenca entre as amostras. A fibra de colageno apresentou o maior
teor de hidroxiprolina (7,55 %) e maior teor de colageno (60,0 %) e tornam a fibra de
coldgeno uma alternativa de ingrediente funcional para aplicacdo na industria de
alimentos.

Uma das principais alteracdes no tecido conjuntivo durante o aquecimento é a
transformacdo da estrutura semi-cristalina do colageno em uma estrutura amorfa, que
apresenta um comportamento parecido com o da borracha (LEPETIT, 2008).

O aumento do interesse pelas fibras de colageno e colageno em p6 em alimentos
ocorreu devido as suas propriedades mecanicas, a capacidade dedegagim, ao
potencial gelificante, estabilizante e como biomaterial.

Assim, a fim de desenvolver produtos com propriedade de textura desejada, tais
como dureza e suculéncia, € necessario equilibrar fatores como a relacdo proteina
soltvel/insolavel, o tamanho da particula do coladgeno e otimizar as variaveis de
processo como o pH, temperatura e adicao de sal (MAXIMO & CUNHA, 2010).

POWELL et al. (2000) afirmaram que o inicio da desnaturacdo da molécula de
colageno, quando em solucdo, € em torno 36 °C, mantendo ainda sua estrutura e
estabilidade devido a energia de cristalizacdo da triplice-hélice até a temperatura
alcancar valores proximos de 64 °C. A medida que aumenta a desnaturacéo, a triplice-
hélice comeca a se quebrar nos terminais da molécula fazendo com que esta proteina
encolha aproximadamente um quarto do seu comprimento original contribuindo para a
dureza da carne. Entretanto, quando na presenca de agua e em aquecimentos superiores
a 70°C a 80 °C, ocorre uma maior desnaturacdo enzimatica, o colageno se solubiliza
parcialmente devido a hidrélise de algumas ligacGes peptidicas nas regides polares da
molécula, resultando na formacdo de gelatina, o que torna a carne cozida mais tenra,

aromatica e macia.
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2.2.4 PROTEINAS DO SORO DE LEITE

O soro de leite € a designacdo da fase aquosa do leite que € separada por
centrifugacdo depois da precipitacdo das caseinas em temperatura de 20 °C e pH 4,6, e
da fase aquosa que é separada do leite pela retracdo do coagulo enzimatico de caseinas
na fabricacdo do queijo. Os soros obtidos nessas condicfes sdo referidos como soros
acidos e doces, respectivamente (WONG et al., 1996). Possui uma coloracdo amarela
esverdeada que pode variar de acordo com a qualidade e tipo do leite utilizado
(SMITHERS, 2008).

O soro possui uma mistura rica e heterogénea de proteinas com atributos
funcionais, podendo ser utilizado para fins nutricionais, biolégicos e em alimentos. O
soro bovino contém de 4 g a 7 g de proteina/litro, sendo que a concentracdo real
depende do tipo de soro (acido ou doce), estadgio de lactacdo e condi¢cdes de
processamento usado na producdo do queijo ou caseina (SGARBIERI, 2004).

Os concentrados (25 % a 89 %) e os isolados proteicos d€>s8f0%) séo
preparacdes de proteina em massa seca e sdo produzidos comercialmente por adsorgao ¢
troca i0nica, ultrafiltracdo e precipitagdo com polifosfato ou filtracdo em gel,
frequentemente associada com a cristalizacdo da lactose e a desmineralizacédo
(MARSHALL & HARPER, 1988).

As proteinas do soro no leite fresco estdo presentes na forma de proteinas
individuais e sao altamente hidrofilicas, representando, juntas, aproximadaméte 20
do total do conteudo proteico do leite. Elas apresentam valor nutrielematio, pois
contém todos os aminoacidos essenciais para o metabolismo celular (triptofano, lisina,
metionina, cistina, leucina, isoleucina, fenilalanina, valina e treonina) atendendo as
recomendacgdes da FAO para todas as idades (PRNNLLER, 2000; NICOLAU et
al. 2004).

As proteinas do soro de leite incluem a f-lactoglobulina (B-Lg), a a-lactalbumina
(o-La), as imunoglobulinas (Ig), a albumina de soro bovino (BSA), a lactoferrina, a
lactoperoxidase e os polipeptideos de baixa massa molecular, derivados da protedlise de
algumas caseinas (Tabela 4), mas sendo a primeira de 10 a 20 vezes mais abundante nos
produtos com soro lacteo, pois ela é considerada a principal agente gelificante
(AGUILERA, 1995). Essa propriedade deve-se a presenca de grupos sulfidrilas livres
(RATTRAY & JELEN, 1997).
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Tabela 4 - Composigao proteica do soro de leite bovino.

Proteinas Conteudo PESO
(% m/m) MOLECULAR
(kDa)
B-lactoglobulina 50 18,4 a 36,8
a-lactalbumina 20 14,2
Glicomacropeptideo 15 6,7
Outras 15 -

Fonte: ZADOW (1996); HARAGUCHI et al. (2006) e SMITHERS (2008).

A B-lactoglobulina é a principal fracéo proteica, representando cerca de 50 % do
total de proteinas do soro. Ela € constituida por 162 residuos de aminoacidos, massa
molar de 18,4 kDa, encontrada principalmente como um dimero em pH neutro (6,6) seu
ponto isoelétrico esta em torno de 5,2 (HOBRIGREAMER, 2002).

A B-lactoglobulina é responsavel pela maioria dos estudos sobre a gelificacdo e
as propriedades de géis de proteinas globulares (ANDRADE & NASSER, 2005).

E uma proteina formada por folhas B anti-paralelas o que aumenta a estabilidade
das pontes de hidrogénios, por isso o gel das proteinas do soro de leite € formado em
temperaturas mais elevadas (90 °C).

Seu uso tem se intensificado em muitos produtos alimenticios, devido sua
habilidade de formar espumas, géis, emulsdes e manter essas emulsées estaveis durante
certo periodo de tempo.

O tratamento térmico, aplicado B-lactoglobulina, induz uma mudanca
conformacional que resulta na exposicdo do grupo tiol reativo. Esse grupo tiol pode
formar ligacdes dissulfeto intermoleculares que é essencial para a formacao de géis de
proteinas do soro induzidos termicamente e para uma estrutura de espuma estavel
(MORR & HA, 1993).

Em valores de pH menores que 3,0 ou maiores que gaaoglobulina
apresenta-se na forma de monémeros. Em valores de pH entre 5,1 e 6,7, 0s monémeros
se associam em dimeros e entre pH 3,8 e 5,1, em octameros quando em baixa
temperatura e elevadas concentragdes (SGARBIERI, 1996). WU et al. (2016) avaliaram
a concentracdo minima @eactoglobulina para a formacao de gel e verificaram que o

gel formado, necessitou de 8,40 % (m/v) de proteinas globulares e o gel formado pelas
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proteinas fibrilares (pH 2,0) precisou de apenas 4,60 % (m/v), ou seja, as proteinas
fibrilares sdo mais eficientes para formar um gel do que as proteinas globulares.

A o-lactalbumina corresponde a 22 % em massa de proteinas presentes no soro
de leite, € uma proteina globular pequena e compacta, cuja massa molar é de 14,176
kDa e seu ponto isoelétrico é 4,2 (MORRHA, 1963). A o-lactalbumina possui em
sua estrutura primaria com aproximadamente 123 residuos de aminodcidos, a sua
estrutura secundaria altamente ordenada é composta pod@6-hélice e 14 % dé-
folhas. Sua estrutura terciaria € estabilizada por quatro ligagdes dissulfidicas, porém néao
possui grupos tiol livres (que tem a funcéo para uma agregacao covalente) e assim nao
produz um gel autossustentavel apos a desnaturacdo e acidificacdo (LOURENCO,
2000).

No pH natural do leite (pH 6,6) e acima deste valor, a a-lactalbumina aparece na
forma de monémero. Em pH abaixo de seu pl, a proteina tende a formar associacées
(SGARBIERI, 1996).

A sua temperatura de desnaturagao se encontra em torno de 65,2 °C em valor de
pH préximo a 6,7, sendo que 90 % da desnaturacdo pode reverter com o resfriamento. A
elevada capacidade de renaturacio se deve a ligacdo com ions metélicesZita
sendo o célcio um estabilizador de sua estrutura.

Faria (2013 avaliou as caracteristicas reoldgicas de géis formados por [-
lactoglobulina e a-lactaloumina e obteve resultados que confirmaram a maior
contribuicdo d#-lactoglobulina na formacéo do gel.

As fracdes deB-lactoglobulina possuem pontes dissulfidicas e um grupo tiol
livre, responsavel pelas ligacdes dissulfidicas na rede do gel. Ja a a- lactalbumina néao
possuem 0 grupo tiol, com isso a estrutura da rede do gel foi a mais enfraquecida
(FARIA, 2013.

2.2.4.1 AVALIACAO FISICA DE GEIS PROTEICOS
Segundo Szczesniak (1963) citado por RAMOS & GOMIDE (2007) definiu

textura como sendo: a manifestacdo sensorial das propriedades mecanicas e estruturais
dos alimentos, detectada através do senso fisiologico de viséo, audi¢ao e tato.

A textura depende da estrutura da matriz formada, que é influenciada pela
gelificacdo das proteinas, pela quantidade e tipo de particulas suspensas, pelos solutos
ligados a matriz proteica e pelo conteddo de umidade final do produto (FOEGEDING &
LANIER, 1987).
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Esta pode ser avaliada, sensorialmente e instrumentalmente, por meio de
diferentes técnicas. A Analise de Perfil de Textura (TPA), que foi desenvolvida pela
equipe do Dr. Szczesniak do General Foods Corporation Technical Center em
Tarrytown, New York, a partir do inicio da década de 1960, € uma das mais utilizadas
devido a sua alta correlacdo entre a avaliagdo instrumental e sensorial (RAMOS
GOMIDE, 2007).

O termo TPA comumente se refere ao teste de compresséo de dois ciclos que
permite avaliar parametros de textura que se correlacionam com os atributos sensoriais.
Consiste em dois ciclos completos de compressédo e descompressao de uma pequena
amostra do alimento, de forma a simular a acdo dos dentes durante o processo de
mastigacdo. Durante o teste, € realizada a primeira compressao, seguida de u
relaxamento da amostra e, por fim, a segunda compresséo. A forca necessaria, durante
os dois ciclos, para comprimir a amostra € medida e representada graficamente numa
em funcé@o do tempo. Uma vez que o método de TPA é usado na tentativa de refletir a
percepcao humana da textura, o primeiro e o0 segundo ciclo de compressdo sao
geralmente referidos como primeira e segunda mordida (RAMOS & GOMIDE, 2007).

A partir do grafico obtido (Figura 3), podem ser diretamente obtidos ou
calculados o0s parametrosdureza, fraturabilidade, coesividade, elasticidade
(flexibilidade), adesividade, gomosidade, mastigabilidade e resiliéncia.

<«——FrimeiraMordida————»¢——5Segunda Mordida——
1
<«—Compressso—p4-Decompressao-pie—Compressao—p ¢-Decompressao-»

2]

Coesividade = A2 / Al
Adesividade = A3
Elasticidade =12
Mastigabilidade = Dureza x
Coesividade x Flexibilidade
Gomosidade = Dureza X
Coesividade

Resiliéncia = A5 / A4

I

| .

I Dureza =Pico 2 ou Al
|

I

|

=>

Forga

A2

—12—i \_/

Figura 3 - Curva tipica de deformagé&o obtida da analise por TPA em alimentos solidos
ou semissolidos. Fonte: Ras® Gomide (2007).

A dureza é definida como a forca necessaria para atingir determinada
deformacgédo e pode ser definida pela area total (Al), ou pico de forca maxima (2),

durante a simulacdo do primeiro ciclo. A coesividade é a extensdo, determinada pela
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forca das ligacdes internas em que o alimento é deformado antes da ruptura: é definida
pela razdo entre as areas positivas do segundo (A2) e do primeiro (Al) ciclo. A
elasticidade ou flexibilidade trata-se da taxa em que o material deformado retorna a sua
condicéo inicial pela remocéao da forca deformadora, sendo definida como a distancia
(L2) necessaria para a deteccao do pico de deformacédo apés o fim do primeiro ciclo e o
inicio do segundo.

A adesividade € a quantidade de forca para simular o trabalho necessario para
sobrepor as forcas de atracdo entre a superficie do alimento e a superficie em contato
com este (A3).

A gomosidade é a energia utilizada para desintegrar o alimento para ser
engolido, é calculado por L2/L1.

A mastigabilidade € a energia requerida para se desintegrar o alimento sélido a
um estado pronto para ser engolido, sendo obtido pelo produto da dureza, coesividade e
elasticidade.

Resiliéncia (A5/A4) é a medida de quanto a amostra se recupera de sua
deformacéo, tanto em termos de velocidade quanto em relacdo a velocidade e suas
forcas derivadas (RAMOS & GOMIDE, 2007).

Existem alguns estudos utilizando a andlise de TPA, a fim de verificar as
propriedades gelificantes das proteinas de origem animal.

Xia et al. (2010) avaliaram os efeitos dos ciclos de congelamento e
descongelamento sobre as propriedades técnicos funcionais das proteinas miofibrilares.
Os géis (40 mg/mL, pH 6,0 e 0,6 mot)Lforam avaliados em texturémetro, através dos
valores dos parametros da analise de perfil de textura, e verificaram que o parametro de
dureza diminuiu em relacédo ao gel formado pela carne que néo sofreu o congelamento.
Assim, os autores concluiram que devido aos ciclos de congelamento/descongelamento
que a carne sofreu, provocando desnaturacdo e agregacdo das proteinas e,
consequentemente, prejudicando as propriedades gelificantes das proteinas.

Antunes & Motta (2003) avaliaram a influéncia das variaveis concentracdes de
proteina, pH, temperatura e tempo de desnaturacdo, no perfil de textura de géis acidos
de CPS e destacaram que, os géis de CPS apresentaram os maiores valores de firmeza
coesividade e elasticidade, de maneira geral, nos maiores valores de concentracao
proteica, tempo e temperatura de desnaturacdo. Com relacdo a variavel pH, géis
formados em pH 4,0 apresentaram-se mais elasticos e com maior capacidade de
retencdo de agua, enquanto que os geis formados em pH 4,9 a 5,2 mostraram-se mais

firmes e coesos.
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2.2.4.2 ANALISES REOLOGICAS

A reologia é definida como a ciéncia que estuda a deformacdo e o escoamento
de matérias em resposta a aplicacdo de uma tensdo ou for¢ca. Em especifico, reologia de
alimentos referge ao “estudo da deformacdo e fluxo de matérias-primas, produtos
intermediarios e produtos finais da industria de alimentos (BOURNE, 1978) e esta
relacionada com a viscosidade e a elasticidaglgruturd.

Os dados reoldgicos sdo importantes para determinar a funcionalidade de
ingredientes no desenvolvimento de produtos, controle de qualidade do produto,
avaliacao objetiva de textura e sua correlag@@o atributos sensoriais e, ainda para o
dimensionamento de equipamentos e operagdes unitarias de processamento.

Os testes mais utilizados na determinacdo do comportamento visco-elastico de
alimentos séo os ensaios no modo oscilatorio e os testes transientes como fluéncia e
recuperacao (creep-recovery) e relaxamento de tensdo (stress relaxation) (STEFFE,
1996). Tanto o teste dindamico (ensaio oscilatério) quanto os transientes (fluéncia e
recuperacdo, e relaxamento de tensédo) séao realizados aplicando-se deformagdes ou
tensdes pequenas e assegurando que as medidas sejam feitas dentro da faixa de

viscoelasticidade linear.

a) Testes dindmicos-oscilatérios:

Sdo muito comumente empregados na avaliacdo reolégica de materiais
alimentares. Seus resultados sdo muito sensiveis a composicdo quimica e a estrutura
fisica do material avaliado, 0 que torna estes testes particularmente Gteis para a deteccao
indireta de alteracdes de conformacdo macromolecular e nas interagdes intermoleculares
de solucdes e géis poliméricos, além de serem Uteis na determinacao de temperaturas e
tempos de gelificacdo (STEFFE, 1996; RAO, 2007).

Os testes oscilatérios consistem na aplicacdo de uma perturbacdo anecanic
senoidal, de amplitude e frequéncia controlaveis, ao sistema e na analise da onda de
resposta. A realizagdo do ensaio consiste em submeter & amostra a uma tensédo de
cisalhamento ou deformacdo oscilatoria, a uma dada amplitude senoidal, a uma
frequéncia (Hz) ou freducia angular o (rad's?), que podem ser fixas ou vari@see
em avaliar o comportamento mecanicos da amostra (MONTEIRO, 2004).

Quando os materiais apresentam propriedades intermediarias as de um solido

elastico e de fluido viscoso (géis, emulsdes, espumas) eles sdo chamados de
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viscoelasticos. E entdo caracterizado pelo médulo complexo dindmico (G*) expresso

como a razao entre uma tenséo sinusoidal e a respectiva deformacéo.

T
G*=—
|4

T = tensao

v = deformacao do sistema

Este modulo complexo tem duas componentes: G” ¢ G”’. A componenteG’ €
denominado médulo de conservacdo e mede a energia que € conservada e
posteriormente utilizada na recuperacdo da deformacdo quando a tensdo é removida,
refletindo a contribuicao elastica do material. O G’ é denominado modulo de
dissipacédo e mede a energia que € dissipada no escoamento para vencer o atrito interno,
refletindo deste modo a contribuicdo viscosa (SOUSA, 2001). O teste dinamico
oscilatério € muitas vezes utilizado para produzir graficos de médulo de elasticidade (G'

e G") em funcdo da temperatura durante o calor induzido

b) Teste estacionario de fluéncia e recuperacao

O teste de fluéncia e recuperacdo consiste da aplicacdo de uma tensdo de
cisalhamento constante por um tempo suficiente para que se atinja a condicao
estacionaria de deformacao, seguida da remocao da tensédo. A deformacdo é monitorada
continuamente ao longo do tempo (STEFFE, 1996). Durante a primeira etapa, a
fluéncia, a deformacéo observada € composta de duas contribuicdes: uma parte advém
da deformacgdo da componente elastica presente e outra parte € devida ao escoamento de
componente viscosa do material. O valor da deformacdo da componente elastica é
constante e independente do tempo, enquanto a contribuicdo viscosa é dependente do
tempo de aplicacdo da tensdo. Na segunda e Ultima etapa do teste, chamada de
recuperacdo, a tensdo € removida e observa-se a recuperacdo da deformacdo da
componente elastica. No caso do makergan comportamento visco-elastico (modelo
Kelvin-Voigt), a recuperacdo sera maxima apos um dado tempo, ao passo que para um
liquido visco-elastico (modelo de Maxwell ou de Burgers) a curva de deformacao
atingira um patamar correspondente a parcela da deformacéo advinda do escoamento do

componente viscoso (SILVA, 2006).
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c) Teste estacionario de relaxamento de tenséo

O teste de relaxamento de tensao consiste da aplicacao de uma dada deformagéo
instantdnea (dentro da regido visco-elastica linear) ao sistema, mantendo-a constante ao
longo do tempo, no mesmo tempo em que a tensdo necessaria para manté-la constante
ao longo do tempo é monitorada. Esse teste pode ser conduzido sob cisalhamento,
tensado uniaxial ou compresséo uniaxial (STEFFE, 1996).

Dependendo do comportamento reolégico do material observam-se curvas com
perfis diferentes. Solidos elasticos ndo apresentam relaxamento: a tensdo interna do
sistema permanece constante ao longo do tempo em que a deformacdo € mantida
constante. Liquidos viscosos por sua vez apresentam uma taxa de relaxamento
instantanea, isto é, apds a deformacéo ser atingida, a tensao interna cai instantaneamente
e permanece em zero (Figura 4). A combinacdo desses dois resultados € observada no
comportamento visco-elastico, onde ha um decaimento exponencial da tenséo interna
com o tempo até um valor de equilibrio, o qual € fungéo da estrutura do material visco-
elastico avaliado. Sdlidos visco-elasticos exibem tensdo de equilibrio maior que zero,
enguanto para liquidos visco-elasticos esta é zero (STEFFE, 1996; MONTEIRD, 2004

o
JS . Deformacao
E Ye — constante no
= tempo
i)
a 0
=}

A sglido elastico ideal
& ysolldo viscoelastico
g -
e
2 ~ thmdo viscoelastico

: T,

y liquido viscoso ideal
0 Y |

t=0
tempo —»

Figura 4 - Curvas de relaxamento de tenséao para um sélido elastico, um liquido viscoso,
um liquido viscoelastico e um sélido viscoelastico. Fonte: Adaptada de Steffe (1996).

Rensis et al. (2009) utilizaram o teste de relaxamento de tensdo para caracterizar
reologicamente queijo tipo prato com teor reduzido de gordura armazenado durante 30 e

60 dias em refrigeracdo. O modelo de Maxwell generalizado utilizado neste estudo foi
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capaz de descrever o comportamento viscoelastico dos queijos, pois as curvas
experimentais obtidas apresentaram boa correlagéo.

Segundo Magalhaes, (2013) que avaliou a influéncia do congelamento da massa
na producéo de queijo tipo mussarela, o queijo produzido com massa congelada obteve
maiores valores degke E, que se relacionam com E F, (modulo de elasticidade)
presentes nesse estudo, em comparagdo com 0 queijo mussarela convencional durante
todo o periodo de armazenamento indicando um material mais elastico.

Sozer& Dalgic, (2007) avaliou o comportamento viscoelastico de espaguetes
com diferentes tempos de cozimento e observou que 0 espaguete que continha maior
quantidade de agua, apresentou menor valor de fogalErante o cozimento da
massa, a 4gua migra de fora para partes internas e provoca a gelatinizacdo éoaamido

desnaturacao de proteinas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 INSTALACOES

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Quimica e Analise de
Alimentos, de Andlise de Carnes e Derivados (LACD), de Processamento de Carnes e
Derivados (LPCD), no Laboratério de Embalagens de Alimentos (LABEM), no
Laboratoério de Pesquisas em Cereais e no Laboratério de Operacdes e Processos (LOP)
do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vicosa
UFV (MG).

No LACD, LPCD e Laborat6rio de Quimica e Analise de Alimentos foi efetuado
0 preparo das amostraaextracado das proteinas da carne. As analises fisico-quimicas
(propriedades emulsionantes) das diversas suspensdes proteicas foram realizadas no
Laboratorio de Operacdes e Processos, a andlise de Perfil de Textura Objetiva (TPA) e
andlise de relaxamento de tensdo de géis proteicos obtidos foram realizadas no
Laboratério de Pesquisa em Cereais e no Laboratério de Embalagens de Alimentos

respectivamente.
3.2 MATERIAL

3.2.1 CONCENTRADO PROTEICO DE SORO

O concentrado proteico de soro de leite (80% de proteina), Lacprodan P80, foi

adquirido da empresa Arla Foods Ingredients S.A.

3.2.2 CARNE

Para extracdo das proteinas carneas foi utilizado o patinho bovino (musculos
Vastus intermedius, Vastus lateralis, Vastus medialis e Rectus femoris) adquirido no

comércio local.

Apéds a remocdao da gordura e tecido conectivo aparente, o musculo foi cortado em
cubos de 5 cm de arest@orcdes de aproximadamente 300 gramas foram colocadas em
embalagens plasticas de polietilemarmazenadas a temperatura de -20 °C em freezer
doméstico horizontal (Marca Brastemp, BVG2#Antes do uso, as amostras foram

descongeladas, em B.O.D. (Thelga, TF-34) a 4 °C, durante uma noite.
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3.3 PROTEINAS CARNEAS

3.3.1 EXTRACAO DAS PROTEINAS DA CARNE E OBTENCAO DOS
CONCENTRADOS PROTEICOS

Primeiramente, a carne foi moida em moedor de carne (marca SKYMSEN,
PSEE-22) com disco de 4 mm de diametro. Apos este processo, foram pesados 100
gramas de carne moida em béquer de 1 litro e se lhe adicionaram 600 mL de tampdao
fosfato de sédio (pH 7,4; 0,03 mol), feito isso, a amostra (carne + tamp&o) foi
triturada em triturador tipo ultra-turrax (Marconi, Brasil) até se obter um homogenato.
Este homogenato foi agitado em chapas (Diag Tech) por agitacdo magnética (90 rpm)
durante duas horas a temperatura ambiente (25° C). Em seguida, o homogenato foi
distribuido em varios tubos de centrifuga (250 mL de capacidade) e submetido a
centrifugacao (3.640 g por 15 minutos) em centrifuga (Bekman, J2 MC, USA).

O sobrenadante, constituido pelas proteinas sarcoplasmaticas, foi recolnido e e
seguida, as amostras foram colocadas no liofilizador (TERRONI LH 0400/4L, Brasil)
para serem liofilizadas e assim obter o concentrado proteico das proteinas
sarcoplasméticas.

O precipitado (demais proteinas) foi colocado em um béquer e se Ihe adicionaram
600 mL de NaCl 1,1 mol:t, procedendo-se novamente os processos de agitacdo
magnética(90 rpm / duas horas) e centrifugacdo (30.009 por 15 minutos). Para
remocédo do sal, das proteinas miofibrilares, o sobrenadante (proteinas miofibrilares) e o
precipitado (proteinas estromais) foram submetidos a 8 lavagens com agua destilada e a
8 centrifugacdes. O sobrenadante (proteinas miofibrilares) e o precipitado (proteinas
estromais) foram recolhidos separadamente em béquers e se lhe adicionou agua
destilada (3 vezes o volume da solucdo de proteinas). Posteriormente a agitacédo
magnéticapor 15 minutos, o extrato foi submetido a diversas centrifugacdes. O
sobrenadante obtido das centrifugacdes era constituido basicamente de agua e sal, ja o
precipitado continha as proteinas extraidas. Um condutivirfiezamopon, MCA 15D
foi utilizado para medir a condutividade no sobrenadante e as lavagens foram feitas até
o sobrenadante atingir o valor abaixo deu3@nf (valor este préximo da agua
destilada (4:S/cnf).

Por fim, os extratos obtidos das proteinas miofibrilares e estromais foram filtrados
em papel filtro Watmann quantitativo (90 mm) a vacuo para a remog¢ao de excesso de
agua. Logo apds, os extratos foram recolhidos do papel filtro com um auxilio de

espatula, imediatamente foram transferidos para bandejas de aluminio e congelados em
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ultrafreezer a -80 °C para posterior concentracdo por liofilizacdo em liofilizador
(TERRONI LH 0400/4L, Brasil)
O fracionamento proteico das proteinas da carne estéa simplificado no fluxograma

I Moagem I

A

!
Homogeneizac¢ao (90 rpm/2h)
| |

!

Centrifugacgio (5.520 x g/ 15 min.)

! !
? -[ Sobrenadante ][ Precipitado ]
.

a seguir (Figura)s

>

Solucao tampao
fosfato pH 7.4

Congelamento (-80°C) I Homogeneizacdo (90 rpm/ 2h) com NaCl 1.1 M |
Centrifugacao (15.300x g/15 min. [ ipi ]
Liofilizaciio gacao ( g ) | == Precipitado

! l
l—?

I Adicdo de dgua destilada | I Adicdo de dgua destilada |
Centrifugacdo (15.300 x g/ 15 min.) Centrifugacdo (15.300 x g/ 15 min.)
1 8 vezes 8 vezes l
Precipitado Precipitado
Filtracao a vacuo Filtracao a vacuo
Congelamento (-80°C) Congelamento (-80°C)
| Liofilizacao | | Liofizacio |

| |
* Concentado d Mifiriares ConomtradodeEstromais

Figura 5 - Representacdo esquematica da extracdo de proteina. N@OLET &
TOLDRA (2009), com modificacdes.
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ApoGs a liofilizagdo, os concentrados proteicos foram armazenados em sacos
plasticos de polietileno e guardados em dessecadores na auséncia de luz & temperatura
ambiente (25 °C).

Os teokes de proteinas, umidade e residuo mineral fixo foram determinados de

acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005).

3.3.2 SOLUBILIDADE

Para verificar a solubilidade no meio aquoso das proteinas estromais e
sarcoplasmaticas em diferentes valores de pH (3,0; 4,0; 5,0; 6,5; 7,0; 8,0; 9,0) o
experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado (DIC), com duas
repeticoes.

No estudo da solubilidade das proteinas miofibrilares nos meios aquoso e salinos
(NaCl 0,6 molL™* e NaCl 1,1 moL™) e em diferentes valores de pH (3,0; 4,0; 5,0; 6,5;
7,0; 8,0 e 9,00 o experimento foi em DIC no esquema fatorial (3x7) com duas
repeticoes.

A solubilidade das proteinas foi determinada de acordo com Tadpitchayangkoon
et al. (2010), com algumas modificagcbes. Dispersdes de 1 % (m/v) de proteinas tiveram
seus valores de pH ajustados para eslentre 3 e 9, com HCI 1 mbl*ou NaOH
1 motL™, sendo em seguida mantidas sob agitacdo magnética durante 1 hora. As
dispersdes foram, entdo, centrifugadas a 10.00%min, a 4 °C (BECKMAN, J2-

MC, USA). A solubilidade proteica (%n/v) foi determinada no sobrenadante utilizando
o método do reagente de Biureto (A.O.A.C., 1995). A concentracdo de proteinas foi
determinada por meio de uma curva analitica, utilizando solugdo contendo 1% de

albumina do soro bovino (Sigma-Aldrich98 %, BSA) como proteina padréo.

3.3.3 CAPACIDADE DE LIGACAO DE AGUA (CL A)

Na avaliacdo da capacidade de retencdo de agua a partir dos concentrados
proteicos do soro e da carne isoladamente (miofibrilares; sarcoplasmaticas e estromais)
e suas misturas na mesma concentragdo em que se encontram na carne: 559%; 40 %
%, respectivament($STRASBURG et al., 2010), o experimento foi conduzido em DIC,
com duas repeticbes. As condicbes para o0 concentrado proteico do soro foram as

mesmas para as demais proteinas.
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A capacidade de retencdo de agua (CRA), foi avaliada, seguindo a metodologia
descrita por Wang et al. (2006), com modificacbes. Para isto, em tubos de centrifuga (50
mL) tarados, foi pesado cerca de 1 g (massa exatamente conhegjflade cada
concentrado proteico, adicionansethes 25 mL de tampé&o fosfato (0,1 mdi, pH
6,5) e agitand@eos vigorosamente (em vortex) por cerca de 5 minutos. Em seguida, os
tubos foram centrifugados a 23QQy por 10 minutos em centrifuga BECKMAN, J2-

MC, (USA) a 6 °C. Apds a remocédo cuidadosa da dgua ndo retida, o precipitado foi
pesado (proteina hidratadan, ). Por diferenca de massa, a quantidade de agua retida
pela proteina foi determinada de acordo com a equacéao (1) abaixo:

(my) .100 1)

CLA (%) = —
1

3.3.4 PROPRIEDADES EMULSIFICANTES

Nos valores de pH em que se constatou maior solubilidade das proteinas no
experimento |, foram elaboradas emulsdes para se avaliar as propriedades
emulsificantes.

O experimento foi disposto delineamento inteiramente casualizado, segundo um
esquema fatorial (3x4), para uma avaliacdo da estabilidade das emulsfes das proteinas
sarcoplasmaticas, estromais e miofibrilares, tendo como fatores pH (em 3 niveis) e
tempo (4 niveis), em que foram analisados o indice de cremeacdo em duas repeticdes
experimentais (Quadro 1).

Jé& para verificar o efeito da concentracéo de NaCl (0,6 e 1;1L Hab estudo
da estabilidade das emulsbes das proteinas miofibrilares o experimento foi em DIC em
esquema fatorial (2x3) tendo como fatores: concentracdo de NaCl (2 niveis); pH (3
niveis), em duas repeticdes experimentais.

Para estudar a estabilidade das emulsdes das misturas das proteinas da carne em

pH 4 durante 30 minutos, o experimento foi em DIC em duas repeticoes.
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Quadro 1- Estudo da estabilidade das emulsdes das proteinas da carne. Os

tratamentos foram preparados em solugao aquosa.

Emulsdes pH NaCl, mol-L™* | Tempo (min)
Estromais
Sarcoplasmaticas 3,0, 40e9,0 -- 30
Miofibrilares 4,0; 8,0e9,0 -- 30
0,6
Miofibrilares 6,5;8,0e9,0 1,1 30
Miofibrilares + Sarcoplasmaticas + Estromg 4,0 30

As emulsdes foram preparadas segundo metodologia descrita por PEARCE &
KINSELLA (1978), com algumas modificacbes. ApoOs determinacdo do teor de
proteinas foi calculada a quantidade necessaria de massa de cada concentrado proteico
para que a concentracdo final nas suspensdes tivessem 0,25 % (m/v) de proteina e
adicionado de 0,02 % m/v de &zida sddica como agente antimicrobiano.

As suspensdes foram mamtisob constante agitacdo magnética (Diag Fech
DT 311 OH) por 24 horas em temperatura ambiente (23 °C). O pH das dispersdes foi
ajustado antes da agitacdo e ap6s as 24 horas com HCLT moINaOH moL™ para
valores entre 3,0 e 9,0.

Apbs o preparo das dispersdes, o 6leo de soja (10 % v/v) colorido com o corante
Sudan 1l (0,05 % m/v), foi adicionado e entdo misturado com o auxilio de um ULTRA-
TURRAX (Gravimeta- Lisbia— Yellow line DI25 basic) a uma velocidade de 22.000
rpm durante um minuto a 23 °C para a formacao das emulsdes.

Imediatamente apos o processo de homogeneizacéo, aliquotas de emulsao foram
transferidas para os tubos de ensaio (12 x 1 cm) até a marca de 9 cm de altura, mantidos
em temperatura ambiente (23 °C) durante 30 minutos, sendo o volume da fase superior
(Ars) quantificado apdos 30 minutos.

O indice de cremeacéo foi calculado da seguinte forma (Equacéo 2):

A
1C(%) = % -100 2)

T
em que
Ars:Altura da interface da fase separada no momento da medida em cm;

At Altura total da emulsao.
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3.3.5 PROPRIEDADES GELIFICANTES

3.3.5.1 ELABORACAO DOS GEIS

Neste estudo foi observada a formacdo, ou nado, de géis pelas proteinas de

origem animal e suas misturas, para 0os seguintes tratamentos (Quadro 2):

Quadro 2- Tratamentos utilizados para a elaboracdo de géis de proteinas de origem

animal.
Tratamentos
Estromais
Proteinas Sarcoplasmaéticas
Miofibrilares

CPS* sob aquecimento a 75 °C/15 minutos

CPS sob aquecimento a 90 °C/30 minutos

Miofibrilares + sarcoplasmatica + estromais

Misturas proteicag Miofibrilares + sarcoplasmética + estromais + C
Miofibrilares + CPS

*CPS- Concentrado Proteico do Soro

A partir dos géis sustentaveis obtidos, foram feitas medidas de textura e teste de
relaxamento de tenséo.

Foram selecionados os géis formados das proteinas miofibrilares; CPS;
miofibrilar + CPS; e da mistura das proteinas carneas (miofibrilar + sarcoplasmatica +
estromais).

Portanto, para o estudo do perfil de textura e no teste de relaxamento de tenséo
dos géis formados, foi realizado em DIC, composto por 4 tratamentos com duas
repeticoes.

A formacao dos géis de proteinas foi realizada seguindo a metodologia descrita
por Xia et al. (201D com modificacées. As diversas suspensdes proteicas foram
preparadas de maneira a conter 0,4 g de proteinas (a massa foi ajustada conforme o teor
de proteina dos concentrados), suspensas em 10 mL de solu¢do tampéo fosfato (0,1
mol.L?, pH 6,5) e contendo 0,6 mbl'de NaCl. Em seguida foram transferidas para

tubos de acrilico transparente sem tampar(28de diametro interno).
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Os tubos de acrilico foram levados ao aquecimento em banho-maria de 20 °C a
75 °C com incremento de temperatura de 1 °C/ min. Quando a temperatura atingiu
75 °C, as amostras permaneceram por 15 minutos. A seguir, os tubos foram retirados do
banho, resfriados em banho de agua e gelo (0 °C) por 10 minutos e posteriormente

mantidos sob refrigeracéo (4 °C) por 24 horas para posterior observacao e analise.

Para o preparo da suspensao proteica para CPS isolado, foi utilizado o mesmo
procedimento descrito anteriormente, porém sem adicdo de NaCl. Como ndo houve a
formacéo do gel, a concentracdo de CPS foi elevada para 8 % m/v e a temperatura

tempo utilizados para a fabricacéo do gel foram alterados para 90 °C/30 min.

Nos géis auto-sustentaveis (aqueles que mantiveram sua estrutura quando
retirados, apés o periodo de refrigeracéo, do tubo em que foram fojrfmadealizada

a analise de perfil de textura e a analise de relaxamento de tenséao.

3.3.5.2 ANALISE DE PERFIL DE TEXTURA (TPA) DOS GEIS

No Quadro 3 encontram-se as composi¢coes das suspensodes ajustadas a partir do
teor de proteina total dos concentrados proteicos obtidos da carne e do CPS para o
preparo dos géis para as andlises de perfil de textura e para a analise de relaxamento de

tensao.

Quadro 3 - Composic¢ao das diversas suspensdes proteicas para a elaboracéo dos géis.

Proteina Massa (g) em 10 mL de suspensao
Miofibrilar CPS Estromais Sarcoplasmatica

Miofibrilar* 0,44 - - -

cpPs - 1,0 - -

Miofibrilar + CPS 0,35 0,1 - -

Miofibrilar + Estromais + Sarcoplasmatfca 0,24 - 0,02 0,26

!Suspensdo com 4 % de proteina (nf8)ispenséo com 8 % de proge(m/v); *Suspensdo com 3 % de
proteina miofibrilar e 1 % de proteina do CPSyspenséo com 2,4 % de proteima®fibrilares 0,2 %
de proteinas estromais e 2,6 % de proteinas sarcoplasmatica.

A anédlise do perfil de textura instrumental dos géis foi realizada utilizando-se o

texturbmetro TA-XT (Texture Technologies Corp./Stable Micro Systems), provido de
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sonda de compresséao cilindrica de 36 mm de diametro (Aluminium Cylinder Probe
SMS, P/36), que foi comprimido duas vezes a 40 % da sua altura original.

A andlise foi realizada utilizando as seguintes condi¢des: pré-velocidade de 3,00
mm/s; forca gatilho de 5; gelocidade de ensade 2,00 mm/s e pos-velocidade de 5,00
mnv/s. As propriedades de textura dos géis foram expressas como dureza,
mastigabilidade, resisténcia, coesividade, gomosidade e elasticidade (SAVADKOOHI
et al., 2013

3.3.5.3 ANALISE REOLOGICA

O teste de relaxamento de tensdo foi realizado a temperatura ambiente, apds
incubacéo dos géis por 24 h a 4 °C. Antes das andlises, os géis foram condicionados a
temperatura ambiente por 30 min. Os géis apresentaram uma altura aproximada de 1,2
cm e diametro de 1,5 cm (didmetro menor que o diametro do tubo, devido a agua
expelida do gel durante 24 horas). O teste foi realizado em um texturbmetro universal
(Modelo 3367, Instron, EUA) com uma célula de carga de lekdtobes de aco
paralelas alinhadas (56 mm de diamet@ygéis foram comprimidos utilizando-se uma
velocidade de compressdo constante de 0,48 mm/min até atingir a deformacéao final de
10 %. A forca requerida para manter a deformacédo d# idl registrada durante 60
min.

Os dados obtidos das curvas de relaxamento de tensdo com o tempo foram
utilizados para estimativas dos coeficientes dos modelos de Maxwell e Peleg &
Normand.

O modelo de Maxwelsimples representa um comportamento de um material
viscoelastico que consiste de um elastico (mola) e um elemento viscoso (amortecedor)
em série. Porém nem todos os alimentos seguem esse modelo e para iSso € necessaric
um modelo mais complexo a fim de normalizar e linearizar as curvas de relaxamento de
tenséo.

Para este experimento, foram utilizados dois termos que envolvem quatro

coeficientes para normalizar as curvas de relaxamento de tenséo.
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Segue abaixo a equacao (3) que fornece os coeficientes do comportamento

viscoelastico de acordo como o modelo de Maxwell generalizado:

©(t) = 1y exp (— lil) + 7, exp (— Ai) ®3)

2

em que
A\ e Az S80 as taxas temporais de recuperacdo da forma do matexigl sao as forcas
de decaimento, e(t) € a tensdo num instante t (tempo) no teste de relaxamento de
tenséo.
O modelo de Peleg e Normand (Equacédo 4) também foi utilizado para

normalizar e linearizar as curvas de relaxamento de tensao.

Tot
0 = kl + kzt (4)
TO - T

em que

To € a tensao iniciak é a tensdo num instante t (tempk).e k. sdo constantes. O
inverso dex; representa a taxa de decaimento inicial da ten&aé e valor hipotético
da forca assintotica normalizada (STEFFE, 1996).

O melhor ajuste para a selecdo do modelo aos dados no teste de relaxamento de
tensdo foi determinado pelo célculo da percentagem do MAWREan( Absolute
Percentage Error) entre os valores estimados pelos modelos e os valores obtidos
experimentalmente (Equacéo 5). O melhor modelo foi aquele que apresentou valores de
MAPE <10 %.

MAPE (%) = Z?zl M| 1 (5)

-— -100
exp N

em que
exp. e est. referem-se aos valores obtidos pelo experimento e estimado,

respectivamente. O N representa o numero total de dados.
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O valor de R foi também calculado para cada modelo (Equacao 6).

_ SQregressdo ndo linear (6)
B SQ total

RZ

Em que:
SQ regressao nao linear = Soma de Quadrados da regressao nao linear;
SQ total = Soma de Quadrados total;

4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos nos estudos das propriedades técnico-funcionais e reoldgicas
foram interpretados por meio de analises de variancia, utilizando o teste F ao nivel de 5
% de probabilidade. Foi aplicado teste de comparacdo de médias utilizando o teste de
Tukey e analise de regressao linear, quando requeadonivel de 5 % de
probabilidade.

Para a estimativa dos coeficientes dos modelos de Peleg e Normand e Maxwell
com dois termos, foi feita a analise de regressdo ndo-linear, utilizando o método
interativo de Marquardt (MARQUARDT, 1963).

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico
SAS (Statistical Analysis System - SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), verséao 9.2,

licenciado para a Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

51 DETERMINACAO DE PROTEINAS NOS CONCENTRADOS
PROTEICOS

Na Tabela 5 encontram-se os teores de proteinas, de umidade e de residuo
mineral fixo dos concentrados proteicos carneos e do concentrado proteico do soro
(CPS).

Tabela 5 - Teor de proteinas, umidade e residuo mineral fixo nos concentrados proteicos
da carne bovinavéstus intermedius, vastus lateralis, vastus medialis e rectus femoris) e
no concentrado proteico do soro (CPS).

Concentrado Proteina total (% m/m) Umidade Residuo Mineral
(% m/m) Fixo
(% m/m)
Sarcoplasmatica 60,28 +1,89 16,22 + 0,08 23,52 +0,10
Miofibrilar 90,08 + 0,96 11,99 +1,66 0,71+ 0,12
Estromais 90,10 + 1,06 10,37 £ 0,13 1,89 £ 0,97
CPS 75,26 £ 0,24 9,05+0,12 2,615+ 0,05

As proteinas sarcoplasmaticas apresentaram um menor teor de proteinas, devido
a maior concentracao de residuo mineral fixo (23,52 %), e apresentou maior umidade
(16,22 %). O teor de residuo de mineral fixo foi elevado devido a presencga de fosfatos
no reagente extrator, além de varios minerais na fracdo sarcoplasmatica, como o ferro
presente na mioglobir@na hemoglobina residual do musculo. Em mamiferos, mais de
70 % do ferro distribui-se entre a mioglobina e hemoglobina (BRAGA et al., 2006).

A estrutura globular hidrofilica das proteinas sarcoplasmaticas é responsavel
pela maior afinidade com a agua (XIONG, 1997) por isso o liofilizado de proteinas
sarcoplasmaticaspresentou uma elevada umidade.

N&do foram encontradas referéncias que permitissem comparar os resultados
relativos as proteinas sarcoplasmaticas.

Com o processo de extracdo realizado neste estudo, as proteinas miofibrilares
apresentaram uma concentracdo inicial elevada de sal, devido ao reagente extrator
utilizado (NaCl).Ao se realizar a analise do teor de proteina no concentrado liofilizado,
antes de se efetuar as lavagens sucessivas, 0 mesmo apresentou aproximada&mente
de proteinas e 85,06 % de residuo mineral fixo. Portantessivas lavagens com agua

destilada foram necessarias para diminuir consideravelmente a concentracao de residuo
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mineral fixo e consequentement® teor de NaCl presente no concentrado em po.
Assim aposas 8 lavagens e centrifugacOes,teor de proteinas da fragdo miofibrilar
aumentou para 90,08 %Wiminuindo drasticamente a porcentagem de sal

A medida que o extrato proteico era lavado, o sobrenadante passou a apresentar
uma coloracdo esbranquicada similar a do precipitado (proteina). Wu et al. (1991), ao
realizar sucessivas lavagens no extrato proteico, afirmaram que em consequéncia desta
etapa algumas proteinas solUveis e componentes de menor massa molecular foram
removidos. Entdo, além da funcdo de diminuir a concentracdo de sal, as lavagens
também eliminaram esses componentes, tornando o extrato cada vez mais puro e
praticamente isento de impurezas.

O concentrado das proteinas estromais também apresentou teor elevado de
proteinas (90,1 %) apoOs sofrer sucessivas lavagens antes da sua liofilizacéo, resultado
similar ao encontrad(®1 %) por ZIEGLER & SGARBIERI (2009).

A concentracao de proteinas do concentrado proteico do soro comercial, 75,26
%, se encontra dentro da especificacdo de concentrado (PAGNO et al. 2009)

O teor proteico do concentrado de proteinas miofibrilares se encontra de acordo
com Monterrey-Quintero & Sobral (2008 Candido (1998) que encontraram 93922
84,1 %, respectivamente. Souza et al., (2004) encontrou um valor de 84,3 % de
proteinas miofibrilares no concentrado, valor menor que o encontrado neste estudo,
devido a menor nimero de lavagens realizadas no extrato proteico.

Para o concentrado proteico do soro, os valores estdo proximos aos encontrados
por PAGNO et al., (2009), que trabalhou com a obtencdo de concentrados proteicos de
soro de leite e caracterizacdo de suas propriedades funcionais tecnoldgicas, obtendo
uma concentracdo de proteina variando de 70%. &bdrigues (1998) também avaliou
a concentracao de proteinas de CPS comercial e encontrou um valor de 74,70 %, muito

proximo ao valor encontrado neste estudo.
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5.2 SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS CARNEAS

O comportamento da solubilidade das proteinas estromais e sarcoplasmaticas em

funcao do pH é apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Variacdo das solubilidades das proteinas estromais (A) e sarcoplasmaticas

(B) em diferentes valores de pH em meio aquoso.

De acordo com a Figura 6A, a curva de variacdo na solubilidade das proteinas
estromais em funcdo do pH apresenta forma de “V” ou em forma de “U”,
permitindo-se observar uma ampla faixa (pH 5 a 8) de ponto isoelétrico (pl) destas
proteinas, ou seja, menor solubilidade, o que estd em consonancia com os resultados
apresentados (pH 4,5 a 8,5) na literatura (SANTANA, 2009; NEKLYUDOV, 2003).
Esta ampla faixa de pl das proteinas estromais se deve ao fato de que, no musculo, este
grupo de proteinas € formado, na sua grande maioria, por moléculas de colageno, as
quais sao proteinas sollveis em meio acido ou béSBARBIERI, 1996). Nesta faixa
de pH (5,0 a 8,0) a solubilidade das proteinas estromais variou, em média, ¥ea2,19
8,71 %.

Segundo Neklyudov (2003), na presenca de &acidos ou Aalcalis, ocorre o
inchamento das moléculas de colageno, causado pela presenca de grupos carregados nas
fibrilas das moléculas de colageno.

Segundo Hamm (1994), citado por Moayedi et al., (2010), um aumento no teor
de proteinas soluveis foi observado tanto em meio acido quanto basico, tornando as
proteinas carregadas positivamente ou negativamente, respectivamente. A presenca de
cargas iguais na solugcdo aumenta a repulsdo eletrostatica entre as proteinas,

proporcionando locais disponiveis para a ligagdo com a agua, hidratacdo de residuos
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carregados e maior interacdo proteina-solvente contribuindo para o aumento da
solubilidade.

A andlise da Figura 6B mostra uma solubilidade elevada (> 60 %) das proteinas
sarcoplasmaticas em todas as faixas de pH estudadas, especialmente em pH mais
elevados (> 6,5). Isto esta de acordo com a classificacdo destas proteinas como sendo
solaveis em meio aquoso e se deve a sua estrutura globular, gerando alta afinidade com
moléculas de agua (STRASBURG et al.,, 20LQPEZ-ENRIQUEZ et al., 2015
XIONG, 1997) Poucos estudos indicam um pl para as proteinas sarcoplasmaticas, mas,
embora com valores de solubilidade inferiores (~40 %) aos encontrados neste trabalho,
Tadpitchayangkoon et al., (2010) e Lopez-Enriquez et al. (2015) sugerem um pl em pH
5,0 para proteinas sarcoplasméticas liofilizadas de bagre; este pl (em pH 5,0) também
pode ser vislumbrado na FigurB.6

De acordo com Tadpitchayangkoon et al., (2010) e Lopez-Enriquez et al. (2015),

a diferenca de solubilidade das proteinas sarcoplasmaticas em meios alcalino e acidos se
deve a alteracdes conformacionais que estas proteinas sofrem em diferentes valores de
pH. Em meio &cido as proteinas sarcoplasmaticas desdobraram-se e, consequentemente,
0S grupos tiol internos sdo expostos, favorecendo atracdes eletrostaticas e ligacdes inter
e intra moleculares, favorecendo a formacdo de agregados proteicos. Ja& em meio
alcalino as proteinas se desdobraram expondo os grupamentos hidrofébicos devido a
repulséo eletrostatica de residuos carregados negativamente.

KIM et al., (2003) afirmaram que a maioria das proteinas encontradas em
alimentos possui maior solubilidade em meio basico, pois a soma de acido aspartico e
residuo de acido glutdmico é maior do que a soma de lisina, arginina e histidina,
residuos bésicos. Diante disso as proteinas de pescados apresentam a solubilidade
maxima em valores de pH elevado (meio alcalino).

O efeito do pH e da concentracdo de NaCl na solubilidade de proteinas
miofibrilares é apresentado na Figura 7. Nela se verifica o efeito da interacdo entre o pH

e a concentracédo salina do meio.
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Figura 7 - Variacdo da solubilidade das proteinas miofibrilares em diferentes valores de
pH nos meios aquoso e salinos (NaCl 0,6-bia NaCl 1,1 moL™).

A curva de solubilidade de proteinas miofibrilares (FigurenTineio aquoso se
comportou como uma tipica curva em forma“te reportada na literatura (HAMM,
1960; KIM et al., 2003; THAWORNCHINSOMBUT & PARK, 20D4Estes resultados
se assemelham aqueles reportados por Monterrey-Quintero & Sobral (2000), que
encontraram baixa solubilidade (11,76 + 4,78 %) das proteinas miofibrilares de tilapia-
do-nilo nesta mesma faixa pH (5,0 a 7,0), contra cerca de 13 % de solubilidade no
presente estudo. Um pl em torno de pH 5,0 para as proteinas miofibrilares encontra
apoio no fato de que as principais proteinas miofibrilares, actina (20 % @&as
proteinas miofibrilares) e miosina (& das proteinas miofibrilares), apresentam,
respectivamente pl em pH 4,7 e 5,4 (STRASBURG et al.,)2010

A maioria da literatura que trata do pl das proteinas miofibrilares, na realidade,
trabalha com homogenato de carnes (inclui a influéncia de outras proteinas, como as
sarcoplasmaéticas) para indicar a capacidade de retencao de agua, e avaliam deuantida
de agua ligada a proteina, e ndo a percentagem de solubifdiadedisto, se levarmos
em consideracdo que cerca de 40 % das proteinas da carne sao sarcoplasmaticas, que
apresentam elevada solubilidade (~60 %) em agua em ampla faixa de pH (3,0 a 9,0)
(Figura 6B), valores mais elevados de solubilidade e de pl em homogenatos de carne
podem ser esperados.

Em meio aquoso, a valores proximos de pH 3,0, a solubilidade atingiu o valor de

96,03 % de proteinas em solucdo aquosa e o ponto de minima solubilidade (13,36 %)
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entre os valores de pH 5,0 a 7,0 (Figura 7), que corresponde ao seu ponto isoelétrico.
Esse comportamento ja foi relatado por varios autores (MONTERREY-QUINBRERO
SOBRAL, 2000; STEFANSSOK HULTIN, 1994).

Quando as proteinas miofibrilares estdo em solugéo salina (0,6 Thel.1l1
mol. L'} verifica-se, em primeira instancia, o comportamento tipico de deslocamento do
pl destas proteinas para pHs mais baixos. Neste sentido, em pH abaixo de 5,0 a
solubilidade das proteinas miofibrilares diminui (p < 0,05) em meio salino (HAMM,
1960; HAMM, 1986; THAWORNCHINSOMBUT & PARK, 2004). Segundo
Thawornchinsombut & Park (2004), em valores de pH mais baixos, quando se aumenta
a concentracdo salina algumas proteinas miofibrilares comecam a se agregalo g
um efeito “salting-out” como resultado da reducdo de cargas na sua superficie e
desestabilizacdo da superficie hidrofilica, levando a maior exposi¢do e interacdo de
grupos hidrofébicos nas moléculas proteicas (VON HIPPEL & SCHLEICH)1969

Entre os pH 5,0 e 7,0 a solubilizagdo em meio salino leva ao aumento da
solubilidade das proteinas miofibrilares; em pH 6,5 e 7,0 esta solubilidade é maior
(p<0,05) em solucdo 1,1 mdl™ NaCl que a 0,6 molL* de NaCl o que também é
reportado, em maior grau (até 13 vezes maior), na literatura
(THAWORNCHINSOMBUT & PARK, 2004; HAMM, 1986; HAMM, 1960). Este
aumento na solubilizacéo nesta faixa de pH se deve a maior afinidade do ion cloreto
pelas cargas residuais positivas (residuos basicos de aminoéacidos) das moléculas de
proteina do que do ion sbédio pelas cargas residuais negativas (residuos acidos de
aminodacidos); isto gera um efeito de aumento residual de cargas negativas nas
moléculas proteicas, gerando repulsdo eletrostatica, num efeito “salting-in” (HAMM,

1960; VON HIPPEL & SCHLEICH, 1969; LUMRY, 1973; HAMM, 1986; ARAUJO,
2011).

A partir do pH 7,0 a solubilidade das proteinas miofibrilares € menor (p<0,05)
em meio salino que em solucdo aquosa, o que difere do evidenciado por
Thawornchinsombut & Park (2004) em proteinas miofibrilares de pescada do Pacifico
Norte e por Hamm (1960) em homogenato de carne bovina.

Acima de 6,0 a solubilidade das proteinas mofibrilares é maior (p < 0,05) em
meio salino mais concentrado (1,1 md)Lo que esta de acordo com a nocédo de que a
solubilidade destas proteinas aumenta com o aumento da forca i6nica até 1 quando
entdo comeca a decair (HAMM, 1960; HAMM, 1986; THAWORNCHINSOMBUT &
PARK, 2004).
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Um ponto aparentemente divergente do conceito de solubilidade das proteinas
miofibrilares é o fato de ndo se ter observado (Figura 7) um aumento expressivo da sua
solubilidade em solugdes salinas em valores de pH acima do pl destas proteinas. De
fato, esperava-se que, em qualquer pH acima do pl das proteinas miofibrilares, a
solubilidade das proteinas miofibrilares em meio aquoso fosse superior aquela
encontada no meio aquoso, como observado em pesacada por Thawornchinsombut &
Park (2004). Talvez isto se deva ao fato de, no presente estudo, se ter trabalhado com
carnes pos-rigor, ja que Hamm, (1960) estabelece que o efeito do sal sobre a ligacédo de
agua e repulsao eletrostatica nas moléculas de proteinas da carne € bem superior quando
se trabalha com carne pré-rigor.

Comparado com os resultados de Thawornchinsombut & Park (2004), o pequeno
aumento de solubilidade entre os valores de pH 5,0 e 7,0 e uma solubilidade maior em
meio aquoso a partir de pH 7,0 talvez se deve a liofilizacdo das proteinas miofibrilares
apos a sua extragcd®egundo Hamm & Deatherage (1960), a etapa de liofilizacdo pode
levar a mudancas estruturais das proteinas através da remocdo de moléculas de dgua que
estdo localizadas entre as cadeias polipeptidicas. Este processo faz com que haja
formacéo de pontes de hidrogénio e, portanto, provoca maior estabilizacdo da estrutura

e diminuicdo da hidratacao na faixa do ponto isoelétrico do musculo.
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5.3 CAPACIDADE DE LIG ACAO DE AGUA

As capacidades de ligacdo de agua (CLA) das proteinas, e suas misturas,
avaliadas em pH (6,5) que simula as condi¢cdes encontradas no processamento de carnes
sao apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Capacidade de ligagdo de agua, em tampdao fosfato (pH 6,5), dos extratos
proteicos carneos isoladake suas misturas e do concentrado proteico do soro (CPS).

Tratamentos CLA (m/m)
Miofibrilares 775,5
Estromais 565,48
Miofibrilares+ Sarcoplasméticas + Estromais* 463,95
CPS ND
Sarcoplasmatica ND

*Proporgao de proteinas: Miofibrilar (55%); Sarcoplasméatica (40%); Estromais(@%in grama. ND: N&do
detectado.

As proteinas do soro, pl na faixa de 4,2-5,2 (HONG & CREAMER, 2002;
MORR & HA, 1963), possuem uma estrutura globular, ou seja, sdo parcialmente
sollveis em agua, portanto ndo se ligam em grandes quantidades de agua na sua
conformacdo nativa (ANTUNES & MOTTA, 2003). Nas condicbes experimentais
utilizadas néo foi possivel a determinacdo da CLA das proteinas sarcoplasmatica e do
CPS. Isto talvez se deva a alta solubilidade destas proteinas (acima de 80 % das
proteinas do soro de leite em pH 6, BNTUNES & MOTTA, 2003) e acima de 6
das proteinas sarcoplasmatieaBigura 7B, ambas em ampla faixa de pH, sem grande
diferenca nos seus pl e ao fato delas apresentarem uma massa molecular inferior (17
kDa a 94 kDa das sarcoplasmaticas e 14,17 kDa a 18,28 kDa das proteinas do soro de
leite) aquele das proteinas estromais (300 kDa do colageno) e miofibrilares (480 kDa da
miosina, 43 kDa da actina, 20,8 kDa da troponina, dentre outras) (TORNBERG, 2005
SMITHERS, 2008; HARAGUCHI et al., 2006; ZADOW, 1996; XIONG, 1997).

Assim, a forca de gravidade usada (2.306 gor 15 minutos) na separacao
destas proteinas apés a sua hidratacdo, muito provavelmente ndo tenha permitido se
recuperar, e quantificar, um residuo proteico hidratado. Entretanto, usando g 000 x
10 minutos, Yongsawatdigul & Hemung (2010) conseguiram determinar a CLA de
proteinas sarcoplasmaticas de pesadme 0,3 g de 4gua / g de proteina (em pH 6,3 a

7,0) e 1,98 g de agua / g de proteina.
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Neste sentido, ndo é possivel comparar a CLA destas proteinas com aquelas das
proteinas miofibrilares, estromais e mistura de proteinas miofibrilares, sarcoplasmaticas
e estromais.

Assim, os dados permitem, essencialmente, a comparacao da CLA das proteinas
miofibrilares (775,5 %) e estromais (565,48 %). A maior CLA das proteinas
miofibrilares condiz com a sua maior solubilidade (14,31 %) em pH 6,5 do que aquela
verificada para as proteinas estromais (8,71 %) e se deve ao fato das proetinas
miofibrilares possuirem maior teor de residuos carregados. Neste sentido, enquanto o
colageno, principal proteina estromal, € uma proteina essencialmente hidrofébica (60
%) apenas 18 % de seus residuos de amino4cidos sédo polares composta basicamente de
residuos de aminoécidos hidrofébicos (um terco é gliciBAILEY & LIGHT,

1989;LEHNINGER, 1995; ALVES& PRUDENCIO-FERREIRA, 2002; WOLF et al.,

2009, as proteinas miofibrilares sdo bem mais polakesiiosina, principalmente em

sua porcao caudal, possui 38 % de aminoacidos possuindo ramificaces laterais polares,
sendo rica em residuos de aminoacidos acidos (18 %) e basicos (17 %); a tropomiosina
apresenta 19 % de residuos bésicos e 28 % de residuos acidos; a actina possui cerca de
33 % de aminoéacidos com ramificacdes laterais polares (NIWA, 1992; STRASBURG et
al., 2010.

O valor de CLA encontrado para as proteinas estromais (565,48 %) foi menor do
que aquele (902,0) encontrado por Prestes et al., (2013) para fibra de coldgeno, o que se
deve ao fato de, ao contrario do presente estudo, este autor ter avaliado a CLA da fibra
de colageno em pH 8,4, ou seja, acim@ddas proteinas estromais (Figura 6A).

Para o tratamento composto pelas misturas das proteinas carneas (Miofibrilar +
Sarcoplasmatica + Estromais), a menor capacidade de ligacdo de agua verificada pode
se dever a perda de proteinas sarcoplasmaticas no exsudato durante o processo de

centrifugacado, impedindo a sua recuperacao, conforme anteriormente discutido.

5.4 ESTABILIDADE DAS EMULSOES

As Figuras 8 e 9 apresentam a variacdo, apés 30 minutos, do indice de cremeacao
(IC) das emulsbes preparadas, em meio aquoso, com as proteinas miofibrilares,
sarcoplasmaticas, estromais e misturas das proteinas (miofibrilares + sarcoplasmaticas +
estromais) nos valores de pHs de maxima/maior solubilidade de cada uma delas
mostram a variacéo, no tempo e em funcéo do pH, do indice de cremeacado das proteinas

avaliadas.
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Figura 8 - Fotos ilustrativas demonstrando as emulsGes estabilizadas de

proteinas Estromais (A) e Sarcoplasmaticas (B) durante 30 minutos.
A emulsdo estabilizada pelas misturas das proteinas carneas esta ilustrada na

Figura 9.

0 10 20 30
Figura 9 - Foto ilustrativa das emulsGes estabilizadas pelas misturas das proteinas
carneas (Estromais + sarcoplasmaticas + miofibrilares) em pH 4,0 (sem adicao de sal)

durante 30 minutos.

A partir de 10 minutos, pode-se obsena existéncia de trés fases, a fase
superior rosa (oleosa), a fase intermediaria apresentou-se esbranquicada e a inferior
transparente (SANTANA, 2009). A separacao da gordura, de acordo com o tempo,

indica que as emulsdes sédo instaveis, confirmando que as condi¢cbes do experimento ndo
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foram favoraveis para a desnaturacao das proteinas e, assim, imobilizar os glébulos de
gordura.A presenca de cargas na solucdo, dependentes do pH, também influencia o IC
pelo fato de aumentar a solubilidade das proteinas na fase aquosa, e consequentemente,
aumentar sua disponibilidade para migrar na interface (KARACA et al., 2011).

A partir do momento em que a proteina envolve a gordura (filme viscoelastico),
as goticulas podem assumir carga liquida positiva ou negativa dependendo se o pH da
solucdo estd abaixo ou acima do ponto isoelétrico da proteina (for¢ca ibnica baixa). A
estabilidade da emulsdo aumenta quando a forca de repulsédo eletrostatica prevalece,
entre as goticulas (proteina + Oleo), conduzindo maior estabilidade de emulséo.
Enquanto que sob condi¢Bes de pH proximos do ponto isoelétrico da proteina ocorre a
floculacdo e agregacdo entre as goticulas, levando a coalescéncia e instabilidade da
emulséo.

A Figura 10 representa a variacdo do indice de cremeacdo das emulsGes
estabilizadas pelas proteinas miofibrilares em diferentes concentragbes salinas (0,6
mol.L? e 1,1 mol) e em meio aquoso (sem adicdo de NaCl).

pH = 6,5 pH = 8,0 pH =90

(B) I
9 -

10 30 0 20 30 0 10 20 30
pH =40 pH = 8,0 pH =9,0
i i 7] Tl il i

(c

10 20 30 0 10 20 30 0 20 30

Figura 10 - Fotos ilustrativas demonstrando as emulsdes estabilizadas de proteinas
miofibrilares em meios salinos e meio aquoso. NaCl 0,6 M@A); NaCl 1,1 mol.*
(B); meio aquoso (C), em diferentes valores de pH, durante 30 minutos.
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A Tabela 7 apresenta o indice de cremeacéo (IC) em relacdo ao pH, para os

tratamentos (citados na tabela) em solugéo aquosa na auséncia ou presenca de NacCl.

Tabela 7 - indice de cremeacdo da suspensdo (0,25% m/v) das proteinas carneas
isoladas e da sua mistura em diferentes valores de pH e condi¢cdes salinas apos 30
minutos.

Tratamentos indice de Cremeac&o (% v/v)

pH 3,0 pH 4,0 pH 9,0
Estromais 12,22 + 1,574 11,11 + 0,00** 12,78 +0,79*
Sarcoplasmaticas 12,22 +0,08" 13,89 + 2,358 8,89 + 1,57
Mistura das proteinas carneas 10,00 + 0,06

pH 6,5 pH 8,0 pH 9,0
Miofibrilares (NaCI 1,1 mOL-l)* 7,22 + 0,79,6 7,22 + 0,79,61 8,89 + 0,0o,a
Miofibrilares (NaCl 0,6 moL.™)’ 9,44 + 0,782 11,67 +0,78° 10,00 + 1,592

pH 4,0 pH 8,0 pH 9,0
Miofibrilares 8,80 + 1,57 23,33+ 1,57 27.22+0,79

Letras minUsculas seguidas por uma mesma letra, na linlaacaeha tratamento, néo difere entre si pelo testelkieyTao nivel de
5 % de probabilidade. Letras mailsculas seguidas por uma netsmana coluna, para cada pH, néo difere entpelsi tese

Tukey ou t ao nivel de 5 % de probabilidade

O indice de cremeacdo das proteinas estromais ndo apresentaram diferenca
(p>0,05) entre os valores de pH, diferente de Montero & Boderias, (1991) que
observaram, em material colagenoso extraido de peixes, que a capacidade emulsificante
foi maior em niveis de pH entre 1 e 3 e diminuiu @ medida que houve um aumento nos
valores de pH. Segundo Santana (2009), em baiatises de pH a superficie das
moléculas proteicas apresenta carga positiva quando o pH estd abaixo do ponto
isoelétrico (pl). Quando esta carga € suficientemente alta, ou seja, a um pH 3,0,
condicdo mais distantes do pl do colageno, existe forte repulsdo eletrostatica entre as
proteinas, impedindo que se agreguem, mantendo-as em solucdo e disponiveis para
estabilizar as goticulas do éleo.

Desta maneira, as proteinas estromais possuem um elevado potencial como
agente estabilizante de alimentos acidos, o que néo ocorre com a maioria das proteinas
globulares (SANTANA, 2009).

Para as proteinas sarcoplasmaticas foi observado na Tabela 7 que o indice de
cremeacao variou em funcao do pH, porém so6 apresentou diferenca no 918,05p

De acordo com relatos de Thawornchinson®WRark, (2004), que trabalharam
com a solubilidade das proteinas sarcoplasmaticas em solucéo de-0;1 adeoNaCl,
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verificaram que as proteinas apresentaram cargas carregadas positivamente a pH 3 e
carregadas negativamente a pH 9. A presenca de cargas de mesmo sinal em extremos de
pHs (3, 4 e 9), aumenta a repulsado eletrostatica entre as goticulas (proteina + gordura), e
assim, dificulta a agregacdo entre as mesmas. Porém, para valores proximos ao pl
(Figura 6B), a carga liquida das gotas se aproxima de zero ocasionando maior atracao
entre elas, retardando a movimentacéo, e consequentemente, acontece a coalescéncia,
passando a existir interacdo atrativa entre as gotas (interac6es hidrofobicas,
eletrostaticas e forcas de Van der Walls).

Gratacos & Lametsch, (2008) relataram que tratamentos alcalinos também
induziram mudancas conformacionais de proteinas sarcoplasmaticas de peixes expondo
grupos hidrofobicos. Este fato também poderia explicar porque em pH 9 a estabilidade
da emulséo, formada pelas proteinas sarcoplasmaticas, foi maior do que em pH mais
baixo. E ainda afirmaram que a creatina quinase adolase, que s&do enzimas
encontradas nas fracdes sarcoplasmaticas, expdem mais grupos hidrofébicos quando ha
um aumento no pH.

Hemung et al., (2013), avaliando as propriedades emulsificantes das proteinas
sarcoplasmaticas em solucdo tampéao, encontrou maior estabilidade da emulsdo em pH 3
do que em pH 7,5. Ele afirmou que as proteinas sarcoplasmaticas possuem maior
hidrofobicidade de superficie em pH 7,5 do que em pH 3, ocasionando maior interacédo
proteina-proteina que reduz a possibilidade de ser adsorvida na interface dleo/agua.

A estabilidade da emulsédo, avaliada aos 30 minutos, foi maior (menor indice de
cremeacao; p<0,05) em pH 9 para as proteinas sarcoplasmaticas e em pH 4 para as
proteinas estromais.

Ao se comparar o IC entre as proteinas sarcoplasmaticas e estromais, pode-se
afirmar que houve interacéo entre elas (p < 0,05). Esta interacao pode ter ocorrido pelas
diferencas entre suas estruturas e solubilidade. Em pH 4 o IC das proteinas
sarcoplasmaéticas foi maior (menor estabilidade), devido a sua menor concentracdo de
proteinas sollUveis em relacéo as proteinas estromais nos mesmos valores de pH (Figura
6A e 6B), além disso as proteinas sarcoplasmaticas sofrem maior desnaturacdo em meio
acido, contribuindo para maior exposicdo de grupos hidrofébicos e a possivel maior
rigidez das proteinas sarcoplasmaticas, pela formacao ligacbes dissulfidicas (SS),
podem ter induzido o decréscimo da estabilidade da emulsdo em pH 4,0 (HEMUNG et
al., 2013).Em pH 9, apesar de IC ter sido menor para as proteinas sarcoplasmaticas, a
solubilidade das mesmas foi menor do que as proteinas estromais; confirmando a

importancia dos grupos hidrofobicos para a estabilidade da emulséo.
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Este equilibrio é necessario porque as proteinas tém de interagir tanto cem 6leo
agua; assim, Hemung et al.,, (2013) tambeéfitmou que o equilibrio entre as
propriedades hidrofébicas e hidrofilicas € importante para as propriedades
emulsificantes de um agente emulsionante.

De acordo com a Tabela 7, a suspenséo de proteinas miofibrilares sem adicao de
sal apresentou menor indice de cremeacao em pH 4 do que em pH 8 e 9. Este fato esta
relacionado a solubilidade das proteinas, que em pH 8 e 9 a solubilidade das proteinas
miofibrilares foi menor do que em relacdo ao pH 4; entdo, se na suspensédo elas se
encontram em baixa solubilidade pode resultar na floculagcdo que acabaria por levar a
uma desestabilizacdo da emulsdo, e, assim, as moléculas ndo participam na
emulsificacao (DICKINSON, 2003).

Entre as proteinas miofibrilares, a actina, miosina e seu complexo, actomiosina,
sao as responsaveis pela maior parte das propriedades funcionais da carne em presence
de NaCl (LI-CHAN et al. 1984). Dentre elas, a miosina € a mais importante para a
emulsificacdo, capacidade de retencdo de agua e formacdo da matriz gélica
tridimensional (XIONG, 1997).

Acredita-se que a excelente capacidade de emulsificacdo da miosina € atribuida
a sua estrutura Unica (alta proporcao entre comprimento-diametro) e a sua natureza
bipolar (cabeca hidrofébica e cauda hidrofilica) diminuindo a tenséo interfacial entre os
grupos polares (dgua) e apolares (6leo) (GASKREGENSTEIN, 1982).

De acordo com Pasda% Li, (2000), para as proteinas miofibrilares, a
hidrofobicidade da superficie foi bem correlacionada com as propriedades
emulsificantes. O desdobramento da fracdo da cabeca da miosina, com a variagdo do
pH, levou a um aumento da hidrofobicidade da superficie a medida que mais grupos
hidrofobicos ficaram expostos, consequentemente, levando a maior estabilidade da
emulséo.

A concentracdo de sal influenciou o indice de cremeacdo das proteinas
miofibrilares, sendo que a suspenséo proteica na concentracdo de -Q;&lendlaCl
apresentou maiores valores de IC (p< 0,05) que aqueles obtidos com 1,1" ol
NaCl, ou seja, a estabilidade da emuls&o foi maior em maior concentracdo de sal.

N&o houve efeito do pH (p>0,05) no indice de cremeacdo, das proteinas
miofibrilares, independente da concentracdo de NaCl. Isso pode ter acontecido, devido a
pequenas diferencas na concentracdo de proteina soltvel nos pHs 6,5; 8 e 9 que pode ser
observado na grafico de solubilidade das proteinas miofibrilares com concentracdo de

0,6 molL™ e 1,1 molL™ de NaCl (Figura 8).
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Na Tabela 7, pode-se observar que houve uma diminuicdo no indice de
cremeacgao, em pH 8, na presenca de NaCl em ambas concentracbes em comparacao
com o indice de cremeacédo das proteinas miofibrilares na auséncia de NaCl. Isso j& era
esperado, pois, as proteinas miofibrilares sdo soliveis em solucdo salina, e, portanto
estdo mais disponiveis para a diminuicdo da interface 6leo/agua. (Figura 10B).

Como j& foi observado na Figura 10B, o ponto isoelétrico das proteinas
miofibrilares diminuiu com a adi¢cdo de NaCl, situando-se proximo a valores de pH
entre 3e 4

Em pH 8, na presenca de NaCl, as proteinas sdo parcialmente solubilizadas e
estdo disponiveis para diminuir a tensdo interfacial entre o 6leo e a agua, e,
consequentemente, a estabilidade da emulsdo € maior do que na solucao de proteinas
miofibrilares no mesmo valor de pH sem adicdo de NaCl (ORDONEZ et al., 2005).

Hong et al., (2012) avaliou a estabilidade da emulsédo das proteinas miofibrilares
de suino a um valor de pH préximo do pl (5) e constatou grandes quantidades de
proteinas miofibrilares agregadas umas as outras, e, sendo assim, ndo participaram na
emulsificacéo.

Como se pode observar, apesar dos tratamentos adicionados de NaCl
aumentarem a estabilidade da emulséo, eles ainda apresentam separagdo das fases
(formacao do creme na parte superior da solucdo) a medida que o tempo aumenta (0O;
10; 20 e 30 min.) (XIONG et al., 2008).

Como observado na Figura 10, as emulsdes sdo instaveis e se deve a varios
fatores, por exemplo: a concentragdo proteica, temperatura, pH, forca iGnica e a
viscosidade da solucao aquosa (XIOBI@l., 2008; TESCH & SCHUBERT, 2002).

No presente estudo, a solucao proteica continha baixa concentracdo de proteinas
miofibrilares (0,25%) e, segundo Xiong et al.(2)@Bestabilidade da emulséo é afetada
pela concentracdo das proteinas na solucdo; se a concentracdo for baixa (menor
viscosidade), ocorrerd menos interacdo entre as proteinas e os glébulos de gordura,
podendo ocasionar maior movimentacao desses globulos e p6ér fim a coalescéncia.

Ao se comparar a estabilidade da emulsdo das misturas das proteinas carneas
com as proteinas estromais e sarcoplasmaticas, em pH 4, pode-se observar que a
estabilidade da emulséo foi maior (p < 0,05) na suspensao das misturas de proteinas do
gue nas proteinas isoladas (Tabela 7).

No tratamento das misturas das proteinas contém 55% de proteinas
miofibrilares. As proteinas miofibrilares, dentre estas a miosina, e as proteinas

sarcoplasmaticas sdo consideradas eficientes agentes emulsificantes aumantando
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estabilidade da emuls§8HIMOKOMAKI et al., 2006) Farouk et al., (2002) avaliaram

a estabilidade da emulsdo em salsichas e constataram que apos lavagens da carne para
eliminagdo das proteinas sarcoplasmaticas, e consequentemente aumento da
concentracdo de proteinas miofibrilares, a estabilidade da emulsdo diminuiu. Eles
afrmam que as proteinas sarcoplasmaticas atuaram como agentes de reticulacédo
(ligagcdo cruzada) e agentes dpreenchimentd entre os espacos das proteinas
miofibrilares reforgando a matriz proteica conferindo maior resisténcia e diminuindo a
coalescéncia.

A interface 6leo/agua é um sistema de mdultiplas camadas compostas por uma
variedade de proteinas, inclusive pelas proteinas sarcoplasmaticas, desnaturadas pela
temperatura de cozimento e precipitam na camada de miosina. Para garantir a
estabilidade, estas multiplas camadas devem possuir uma viscosidade suficiente,
coesividade, e elasticidade para suportar o atrito, a colisdo, e outros choques mecanicos
(XIONG, 1997).

Pode-se observar que o tratamento composto pelas misturas das proteinas
carneas obteve um resultado, de indice de cremeacao, proximo ao tratamento com as
proteinas miofibrilares isoladas (pH 4, sem adi¢céo de sal). Assim, se levarmos em conta
a que, nesta mistura proteica, a concentracdo de proteinas miofibrilares foi reduzida a
metade (55 %), entdo verifica-se que, as proteinas sarcoplasmaticas e estromais

apresentam importante papel na estabilidade da emulséao.

5.5 CAPACIDADE DE FORMAR GEL

A Figura 12 ilustra as fotos de géis formados, ou néo, a partir de concentrados
proteicos da carne, do concentrado proteico de soro de leite e das misturas de proteinas
de origem animalem condi¢cdes semelhantes as encontradas em produtos carneos
emulsionados.

As proteinas miofibrilares sdo capazes de formar géis autossustentaveis, sendo a
miosina, dentre as miofibrilares, a principal proteina responsavel pelo processo de
gelificacdo em carnes processadas (XIONG, 1997). Segundo Rodrigues, 1998, as
proteins miofibrilares podem formar gel a partir de uma concentragdo minima%e 1,8
em pH 6,5; 0,6 mol.tt de NaCl e em temperaturas de 75 °C. Segundo Zhou et al
(2014) e Li et al (2013), as proteinas miofibrilares comecganinchar” profundamente

com a concentracdo de 0,6 rhol de NaCl devido & maior repulsdo eletrostatica entre

54



as moléculas proteicas, causada por ions cloretos. Na presenca de NaCl, as proteinas
miofibrilares se apresentam mais solUveis e o0 aumento dessa solubilidade proporciona
mais ligagBes cruzadas entre as proteinas durante a gelificacio (RAMIREZEZBAR
XIONG, 2003).

Zhou et al. (2014) avaliaram diferentes concentracdes de NaCl na formacédo de
gel porsuspensa@®d %) de proteinas miofibrilares e constataram que a concentracdo de
0,6 molL™" de NaCl desempenha um papel critico na formacdo de gel. Segundo ele, o
gel gerado em 0,2 mal* deNaCl entrou em colapso, indicando uma estrutura de gel
fraca. Segundo eles, isso aconteceu porque, em baixas concentracdes de NaCl, a forca
de atracdo entre as moléculas proteicas é maior, com isso a agua € expelida da estrutura
ocasionando o colapso. Os géis de proteinas miofibrilares produzidos em meio contendo
0,4 mol..* e 0,6 mol..' de NaCl permaneceram intactos, pois, em concentracées
elevadas de solugédo salina, ocorre a solubilizacdo e despolimerizagdo da miosina.
Assim, os sitios de ligacdo das proteinas miofibrilares ficam expostos a solucdo salina,
ao invés de estarem restritos apenas as interacfes proteina-proteina, havendo um
aumento na capacidade de ligacdo com as moléculas de agua, levando a uma maior
viscosidade do sistema. ions cloretos hidratados sdo fortemente atraidos pelos grupos
positivamente carregados da proteina rompendo assim as pontes inter e intra
moleculares resultando num aumento de carga liquida negativa e por fim uma maior

atracao e ligacdo com a agua. Apoés o processo de aquecimento os géis sao formados.
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Figura 11 - Fotos ilustrativas de géis formados e ndo-formados. Sarcoplasméticas (A); Miofibrilar (B); Estromaisofifas8eticas (40

%) + Estromais (5 %) + Miofibrilar (580) (D); CPS sob aquecimento a 90 °C/30 °C minutos (E); CPS sob aquecimento a 75 °C/15
minutos (F); Miofibrilar (80 %) + CPS (G); Proteinas da carne (80 %) + CP%)2d) Condi¢des de formacao do gel: solucao% 4

(m/v) de tampd&o fosfato em pH 6,5 e 0,6 4nidlde NacCl para (A); (B): (C); (D); (G) e (H). Solucéio a 8 % (m/v) em tampéo fosfato pH
6,5 para (E) e (F).
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Os tratamentos que continham apenas as proteinas sarcoplasmaticas, proteinas
estromais e o tratamento de proteinas da carne (miofibrilares + sarcoplasmaticas +
estromais) + CPS ndo formaram um gel autossustentavel nas condi¢cdes de concentracao
proteica (4,0 %), pH (6,5), e tempo / temperatura (75 °C / 15 min) estabelecidas por este
estudo (Figura 11A, 11C e 11H

Em relagdo a fracdo sarcoplasmética, Morioka et al. (1992) afirmaram que foi
possivel produzir géis autossustentaveis apenas com concentracdes acima de 10 % de
proteinas na suspensao, 2,5 % de NaCl, em temperatura de 60 °C e valores de pH 7,5 e
9,0.

Como se pode observar pela Figura 11C, ndo houve a formagéo do gel pelas
proteinas do coldgeno a 4 % em pH 6,5. Isso provavelmente aconteceu devido a baixa
solubilidade destas proteinas neste pH, apresentando menor concentracdo proteica em
solucéo, reduzindo a possibilidade de maior interagdo proteina-proteina durante o
resfriamento para formagéo do gel (ALVESPRUDENCIO-FERREIRA, 2002).

Trabalhando com material colagenoso extraido de pés de frahgs &
Prudencio-Ferreira (2002) formaram géis de colageno (70 °C/1h) com a concentracdo de
proteinas de 3,% (m/v) em pH 6,0. De acordo com esses autores, quando o colageno é
aquecido em solugdo ocorre o encolhimento das suas fibrilas, havendo um
desalinhamento das fibras e colapso do arranjo em tripla hélice das subunidades
polipeptidicas na molécula de colageno. Durante esse processo muitas ligacbes nao
covalentes, algumas ligacOes covalentes inter e intramoleculares (ligacbes cruzadas) e
poucas ligacdes peptidicas sdo quebradas. Isso resulta na conversdao da estrutura
helicoidal do coldgeno a uma forma mais amorfa, parcialmente desnaturada e mais
soltvel. Nestas condi¢cBes, ocorre 0 aumento da capacidade de retencdo de agua, que
consequentemente levara a formacéao de gel.

A mistura das proteinas da carne (miofibrilares + sarcoplasmaticas + estromais)
(3,2 %) + CPS (0,8%) também n&o formou um gel autossustentavsto,
provavelmente, se deve ao fato de que, nesta mistura, diminuiu-se a concentracdo das
proteinas miofibrilares ao se trocar parte delas (20 %) por CPS; com isso nao se
formaram interacfes intermoleculares suficientes para a formacédo do gel. Segundo
Rodrigues (1998), a concentracdo minima de proteinas miofibrilares de frango para a
formacdo de gel, em pH 6,5, foi de 1,8 %. Este mesmo autor também avaliou a
concentracdo minima de formacdo de gel com CPS, e so foi possivel a formacéo deste
com a concentracdo de 6 % em pH 6,0. Aléem do fator da diluicho das proteinas

miofibrilares, pode-se citar outras caracteristicas da modificacdo da textura de géis de
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misturas de proteinas como: a concentracdo proteica do CPS na suspensao esta abaixo
da concentracdo minima necessaria para a formacéo do gel (6,0 %) e a teangeratur
formacdo do gel (misturas de proteinas da carne + CPS) esti abaixo da temperatura
ideal de desnaturacdo das proteinas do CPS (90 °C). Em temperaturas de 60-70 °C as
interacbes hidrofébicas das moléculas proteicas, presentes no CPS, sdo favorecidas,
porém as ligacdes dissulfidicas (maior estruturacao e elasticidade do gel), sdo formadas
em temperaturas mais elevadas (RODRIGUES, 1998). Entédo se sugere que, levando em
conta as condi¢Bes de concentracao, pH, NaCl e temperatura estabelecidas na fabricacéo
de gel neste estudo (processamento de produtos carneos), a substitpigdieicies da

carne por CPS pode levar a perda de textura (mais branda), indicando na Figura 11H um
gel fraco.

Os tratamentos Vvisualizados nas Figuras 11B (miofibrilares), 11D
(sarcoplasmaticas, miofibrilares e estromais) e 11G (miofibrilares + CPS) e 11E (CPS
sob aquecimento a 90 °C/30 °C minutos) formaram géis autossustentavei

Para o tratamento visualizado na Figura 11D, n&o se sabe ao certo a importancia
das proteinas sarcoplasmaticas na gelificacdo de proteinas miofibrilares. Muitos autores
(YONGSAWATDIGUL & PIYADHAMMAVIBOON, 2007; KO & HWANG, 1995;
YONGSAWATDIGUL et al. 2002) relatam que essas proteinas refoamtros
afirmam que prejudicam a formacao de gel de proteinas miofibrilares (HEM&JNG
CHIN, 2015 HEMUNG et al., 2015).

Siriangkanakun & Yongsawatdigul (2012) afirmaram que as prateina
sarcoplasmaéticas isoladas de carpa comum ndo apresentaram atividade proteolitica e
quea incorporacdo de 1,8 g/kg de proteinas sarcoplasmaticas aumentou a resisténcia a
deformacéo de géis.

SCHILLING et al. (2004) avaliaram a adicédo de 1,5 % de colageno em carnes de
frango cozida a 71 °C e constataram que a tensdo aumentou, ou seja, a ligacdo entre as
proteinas foi maior e, consequentemente, hooa®r absorcdo de dgua, comprovando
gue o colageno também foi importante para a formacéo do gel (Figura 11D).

Em pH 6,5, as proteinas do CPS s6 geraram gel em concentragdo de 8 % e a uma
temperatura de 90 °C por 30 minutos em banho-maria (Figura 11E), condi¢cbes estas
superiores as encontradas no processamento de produtos carneos cozidos (temperatura
interna de cerca de 75 °C).

Em consonancia com os resultados encontrados, Rodrigues (1998) reportou que
em temperatura de 75 °C ndo houve formacédo de gel pelo CPS em nenhuma das

concentracdes avaliadas por ele (4 % a%pR ANTUNES & MOTTA (2003
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afirmaram que as proteinas do soro apresentam dureza maxima de gel em temperatura
entre 87 °C e 89°C e em pH de 4,9 a 5,2.

A auséncia de formacdo de gel pelas proteinas do CPS provavelmente esta
relacionada a sua maior estabilidade térmica devido a estrutura ser globular e compacta,
dificultando a formacéao de ligacdes dissulfetos (DAMODARAN et al., 2010).

Além da temperatura, as estruturas dos géis proteicos de CPS séo influenciadas
pelas forcas repulsivas e atrativas entre as moléculas da proteina parcialmente
desnaturadas e, de modo geral, dependem do pH, o qual controla a carga liquida da
proteina. No ponto isoelétrico, a rede tridimensional dos géis, denominada de géis
particulados (brancos opacos), torna-se menos especifica devido a agregacéo irregular
de moléculas e seu didametro alcanca a ordem de micrémetros (IKEDA, 2003). Em pHs
distantes do ponto isoelétrico (pH < 4,2 e pH > 5,2) (HONG & CREAMER, 2002;
MORR & HA, 1963 e sob forca idnica baixa, a forca de repulséo eletrostatica entre as
moléculas é maior; a rede do gel formado (transparente) € constituida por fiadas finas,
de diametro da ordem de nandémetros (STADING et al., 1992). O gel formado neste
estudo apresentou um aspecto opaco, ou seja, a forca de atracdo e interacdes entre as

ligacdes proteicas foram maiores indicando um gel mais rigido.

5.6 ANAL ISE INSTRUMENTAL DE TEXTURA DOS GEIS

Na Tabela 8 encontram-se os valores das varidveis de textura dos géis de
proteinas de origem animal e suas misturas.

O mecanismo de formacéo dos géis de proteinas miofibrilares, ja foi explicado
no topico anterior, ressaltando a importancia do NaCl na sua solubilidade e o aumento
da capacidade de retencdo de agua através do aquecimento. Zhao et al. (2014) avaliaram
a textura dos géis formados por proteinas miofibrilares e os valores encontrados por eles
estdo proximos aos encontrados neste estudo, confirmando assim as oOtimas
propriedades gelificantes das proteinas deste estudo. Zhou et al. (2014) através dos
resultados de SDS-PAGE, confirmaram a formacdo de ligagcdo dissulfeto na
meromiosina pesada (cabeca de miosina) durante o aquecimento, que ajuda a reforcar a
estrutura de gel.

A dureza, a elasticidade, mastigabilidade, gomosidade e coesividade (Tabela 8)
dos géis das proteinas miofibrilares, do CPS e das misturas entre elas (miofibrilares +
CPS) néao diferiram (p>0,05).

Segundo Pereira et al., (2011), a coesividade ajuda a determinar o grau de

particulas ligadas ap6és a mastigagédo e adesividade refere-se ao trabalho necessério para
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vencer as forcas de atracao entre a superficie de produtos alimentares e outros materiais
em que o alimento entra em contato. Eles afirmam que “adesividade” ndo pode ser

elevada em salsichas porque ela deve ser caracterizada com uma superficie lisa, firme e
sem aderéncia ao toque. O aumento de “adesividade” pode ser explicado pela maior

perda de liquido do produto durante a compressdo de um teste de TPA, apresentando
uma consisténcia pegajosa. A adesdo da superficie do alimento com a sonda é maior
quanto maior volume de exsudado € liberado. De acordo com a Tabela 8, os géis
formados por misturas de proteinas carneas, proteinas miofibrilares e miofibrilares +
CPS néo diferiram (p>0,05) no parametro adesividade, comprovando que as proteinas
carneas dao estas caracteristicas adequadas a textura de produtos carneos. Porém o ge
formado apenas por CPS diferiu (p<0,05) dos outros tratamentos nesse parametro,
apresentando caracteristicas que ndo seriam adequadas para 0s produtos carneos. A
adicdo de CPS em maiores concentracdes pode tornar o produto carneo pegajoso, 0 que
nao seria interessante.

O gel formado por CPS néao diferiu (p>0,05) do gel formado pelas proteinas
miofibrilares em todos os parametros, com excecdo ao parametro de adesividade.
Entretanto, o gel das proteinas de CPS necessitou de 8 % de proteinas enquanto a
suspensao de miofibrilares necessitou de apenas 4 % para formar o gel. Isso esta
relacionado com as caracteristicas fisico-quimicas das proteinas presentes no CPS, que
possuem moléculage menor tamanho e forma globular, fazendo com que ele necessite
de maior concentracdo de proteinas para formar um gel autossustentavel (WU et al.,
2016).

O gel formado por proteinas miofibrilares + CPS néo diferiram (p>0,05) do gel
formado pelas proteinas miofibrilares em nenhum dos parametros de TPA avaliados.
Hongsprabha& Barbut (1999), citadopor Ribeiro (2001), afirmaram que ao substituir
2,0 % de proteinas miofibrilares por IPS (isolado proteico do soro), elas agem como um
“filler”, ou seja, como um agente ligante de pedacos de carne. Os agregados de
proteinas do soro ocupam e aumentam 0S espacos intersticiais entre as proteinas
miofibrilares, reforcando a rede. A ocupacédo entre 0s espacos aumentam capacidade de
retencdo de agua nos geis mistos. As proteinas do soro envolveram os filamentos e

reforcaram a rede das proteinas miofibrilares.
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Tabela 8 - Valores médios (desvio-padréo) das variaveis de textura dos géis de proteinas carneas e suas misturas a 4 % (m/v) em soluc:
tampao fosfato a pH 6,50,6 mol..* NaCl. O gel formado pelo concentrado proteico do soro contém 8 % (m/v).

Composicéao do Gel Dureza Adesividade Elasticidade Mastigabilidade Gomosidade Coesividade Resiliéncia
()] (g.mm) (mm) (g.mm) ()]

Miofibrilares 137,60 + 15,73  -10,67 + 3,21 0,80 + 0,18 47,04 + 16,79 62,81 +7,68 0,46 + 0,63 0,15 + 0,04°

cps 170,73+9,77  -46,50 + 10,48 0,86 + 0,04 91,15+ 22,3% 104,84 +20,5% 0,61+ 0,09 0,25 + 0,08

MIO+CPS 138,23 + 8,48 -11,60 + 7,08 0,58 + 0,13 37,77 +16,08  37,77+16,08 0,45+0,108 0,127 + 0,038

SMIO+EST + SAR 321,80+ 16,08 -11,93+1,48 0,71 + 0,08 120,69 + 25,13 168,74 +2450 0,53+0,0? 0,173 +0,04?

ICPS: Concentrado Proteico de Soro

Miofibrilar (80%) + CPS (20%)

3Miofibrilar (55%) + Estromais (5%) + Sarcoplasmaéticas (40%)

Médias seguidas de pelo menos uma letra diferente, na coluna, diferem entre si peldtéstg (e< 0,05).
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Ribeiro (2001) avaliou a substituicdo de CPS (20 %) em suspensdes de proteinas
miofibrilares (80%), nas mesmas condi¢Oeslizadasneste presente estudo, e também
ndo encontrou diferencas entre o gel formado apenas por proteinas miofibriléres (4
m/v), nos parametros de coesividade, elasticidade e mastigabilidade.

Outro fator responsavel pela formacdo do gel de CPS é 8qgtindo Li-Chan
et al., (1984) a reatividade dos grupos sulfidrilas seriam mais favorecidas a pH 8,0 do
que em pH 6,0, possibilitando a agregacdo e aumentando a forga do gel.

Diante disso € possivel afirmar que, apesar da temperatura de aquecimento
utilizada para a elaboracéo dos géis e produtos emulsionados ser menor (75 °C) do que a
temperatura ideal para a desnaturacao irreversivel do CPS (90 °C), a substituicdo de 20
% n&o houve diferenca (p>0,05), mostrando ser um ingrediente favoravel para a
producdo de géis com propriedades tecnoldgicas semelhantes atpselpsoteinas
miofibrilares.

O gel formado pelas proteinas carneas (Miofibrilares + sarcoplasméticas +
estromais) apresentou maior dureza (p < 0,05) que os demais géis; isto sugere algumas
diferencas nas caracteristicas fisico-quimicas do sistema proteico do gel.

Apesar das proteinas sarcoplasmaticas, em funcdo de sua baixa CRA, nado
permitirem a formacdo de uma matriz gélica bem desenvolvida (SIKORSKI, 1994),
alguns trabalhos (FAROUK et al., 2002; KIM et al., 2005; YONGSAWATDIGUL &
HEMUNG, 2010) mostram que a presenca de proteinas sarcoplasmaticas melhorou as
caracteristicas de gel formado pelas proteinas miofibrilares. Lin et al., (2000) afirmaram
que a dureza dos géis de proteinas aumenta com a reducdo do seu teor de umidade.
Ribeiro (2001), também afirmou que géis com o menor teor de agua tendem a
apresentar um aspecto opaco, devido a maior concentracdo de interacdes eletrostaticas,
e consequentemente menor interacdo com a agua; assim como foi observado o gel de
misturas de proteinas carneas, que apresentou uma aparéncia seca e aspecto quebradico

Uma possivel influéncia das proteinas sarcoplasmaticas na melhoria da estrutura
do gel carneo pode ser devido a presenca da enzima transglutaminase (TGase).

A maior dureza pode ter sido causada pela enzima transglutaminase (TGase) que
possui a funcdo de fortalecer o gel formado pelas proteinas musculares. A enzima
transglutaminase esta presente no soro sanguineo (KURTH & ROGERE, {88
estudos ja comprovaram residuo desta enzima na fragdo sarcoplasmética de pescados
(PIYADHAMMAVIBOON & YONGSAWATDIGUL, 2009). A TGase € uma enzima

do tipo transferase, gerando ligacbes cruzadas entre residuos de lisina e glutamina
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presentes nas moléculas de proteirfasas ligagdoes peptidicas &-(y-Glu)Lys séo
covalentes e estaveis, ndo se rompendo com facilidade (NONAKA et al. 1989).

Jafarpour & GORCZYCA, (2009) também alegaram uma melhoria no processo
de gelificacdo de surimi apos a adicdo de proteinas sarcoplasmaticas

Yongsawatdigul & Hemung (2010) relataram que algumas fracbes de proteinas
sarcoplasméticas atuaram como inibidores de proteinases, evitando assim a degradacao
das cabecas de miosinacensequentemente, melhoraram as propriedades de textura do
gel.

Farouk et al. (2002) avaliaram a forca do gel e coesdo de produtos carneos
emulsionados com diferentes concentragcbes de proteinas sarcoplasmaticas. Eles
aplicaram o processo de lavagem na carne antes do processamento e a medida que o
tempo de lavagem aumentava, a concentracdo de proteinas sarcoplasmaticas diminuia,
indicando a remocdo bem sucedida das proteinas sarcoplasméaticas. A remocdo das
proteinas sarcoplasmaticas por lavagem diminuiu a tensao de tor¢cao ao cisalhamento da
massa cozida a base de carne lavada, comprovando o papel importante das proteinas
sarcoplasmaticas na coeséo do gel. Elas (as proteinas sarcoplasmaticas) atuaram como
agentes de ligacdo entre as moléculas proteicas através do preenchimento na mesma
matriz de gel.

Kim et al. (2005) avaliaram a textura de géis formados por proteinas
miofibrilares adicionado de proteinas sarcoplasmaticas e encontrou maior dureza do que

os géis formados pelas proteinas miofibrilares.
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5.7 RELAXAMENTO DE TENSAO

A curva de relaxamento de tensao esta representada na Figura 13. Esses dados sao
condizentes com os observados nos resultados de TPA.

Observa-se uma diminuicdo exponencial na tensdo de compressao exercida pela
amostra sobre a probe, ao longo do tempo, o que pode ser atribuido ao carater
parcialmente elastico dos géis analisados.
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Figura 12 - Curvas de relaxamento de tensédo de géis formados de proteinas de origem
animal e suas misturas, submetidos a uma deformacédo axia @g durante 50
minutos. As condi¢des de formacédo dos géis foram as mesmas para a analise de TPA.

O gel formado pela mistura das proteinas carneas (Miofibrilar + Estromais +
Sarcoplasmaticas) apresentou maior valor inicial para a tensdo em resposta a
compressao (1198,59 N)nse apresentando, pois, como o gel mais eléstico dos quatro.
O gel formado pelas proteinas miofibrilares apresentou o segundo maior valor de tensao
inicial em resposta a compressao (637,899N.0s géis de CPS e de misturas de CPS +
miofibrilares apresentaram valores iniciais praticamente idénticos de tensdo em resposta
a compressdo (373,03 N)me (422,56 N.ff) respectivamente. Esses dados s&o
corroborados pela analise de TPA.

Tendo-se mantido uma deformacédo axiak 0,1 por aproximadamente 50

minutos, as tensdes exercidas pelos 4 géis sobre a sonda de compressédo tenderam ac
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mesmo valor (aproximadamente 9,5 R).nTodavia para os géis de CPS e de CPS +
miofibrilares, os as tensdes-resposta ja haviam se aproximado desse valor
aproximadamente 10 minutos apds o inicio do ensaio de compressao, ao passo que para
os dois outros, o decaimento prosseguiu por mais de 50 minutos.

Para uma andlise quantitativa desses resultados, o modelo de Maxwell
generalizado (KHAZAEIK: MANN, 2005) e o modelo de Peleg & Normand (Steffe,
1996) foram ajustados aos dados representados na Figura 12. A Tabela 9 apresenta os
parametros do modelo de Maxwell e Peleg & Normand. A qualidade dos ajustes desses
modelos foi avaliada em termo dos valores de MAREarf absolute percentage

error’; em portugués “erro percentual médio absoluto”) e coeficientes de determinacao
(R).
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Tabela 9 - Estimativa dos coeficientes do modelo de Maxwell e Peleg & Normand da tenséo de relaxanmisrityrdadss de proteinas
de origem animal e suas misturas.

Modelo de Maxwell: T(t) = 7, exp (— i) +1,exp (— i) Modelo de Peleg & Normand: LI ki +kyt
Aq A To— T
Composicédo do Gel

a(N.m?)  »(N.m?) A9 M  MAPE (%) R* | m(N.m? Ky k.  MAPE (%) R?
Miofibrilares 371.4 259. 1 259.1 3306.4 4,04 0,9969 | 609.7 151.9 1.20 5,54 0,9955
cps 197.0 171.6 83.85 2200.7 4,27 0,0421 | 344.7 260.7 1.10 5,24 0,9949
MIO0 + CPS 284.6 136.0 52.15 2383.3 6,82 0,992 | 411.7 83.71 1.12 8,5 0,9907
SMIO + EST + SAR 732.2 462.6 47.18 2048.0 5,27 0,9962 | 1137.0  1137.0  1.1130 6,79 0,9915

ICPS: Concentrado Proteico de Soro
Miofibrilares(80%) + CPS (20%)
*Miofibrilares (55%) + Estromais (5%) + Sarcoplasmaéticas (40%)
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Ambos os modelos apresentaram ajustes com B9 e MAPE < 10%, o que
sugere que um bom ajuste aos dados experimentais foi obtido com os parametros
ajustados.

Quanto maiores forem os valoreswe t, (Que, matematicamente, representam
a tensdo-resposta do material em t = 0) mais pronunciado sera o carater elastico inicial
do gel analisado. Entédo, maiores valoresde t, podem estar correlacionados a uma
melhor preservacao da estrutura fisica do material quando mecanicamente solicitado (no
presente caso, a solicitagdo mecéanica é uma compressao axialpalaretrod; e i,
estdo relacionados a taxa temporal de decaimento da tenséo-resposta do material quando
a compressado do mesmo é mantida ao longo do tempo. Valores maiaresdobam
que a tensdo do material sobre a sonda, em resposta a compressao, tende a diminuir
mais rapidamente. Isso, por sua vez, indica que o material tende a “se adaptar” mais
rapidamente a deformacéo, sendo portanto menos elasticos (e mais plasticos).

Nota-se que o gel com o maior valor de (Miofibrilar + Estromais +
Sarcoplasmaticas) ndo apresentou o maior valdt; disso significa que este é o gel
mais elasticoDe acordo com Jafarpour & Gorczyca (2009), a adicdo de proteinas
sarcoplasmaticas, em gel formado pelas proteinas miofibrilares, pode resultar em
aumento da dureza do gel, o que foi relacionado por esses autores a um maior niumero
de ligacbes cruzadas entre essas proteinas. Tem sido relatado que as proteinas
sarcoplasméticas de peixes contém uma superficie hidrofébica exposta maior que o
usualmente observado em outras proteinas alimentares estruturalmente semelhantes
(YONGSAWATDIGUL & HEMUNG, 2010). Proteinas desnaturadas se tornariam
agregadas durante o aquecimento, aumentando a interacdo proteina-proteina para formar
redes sdlidas tridimensionais com aprisionamento de moléculas de agua, resultando em
forca de ruptura mais elevada e menor deformabilidade. Chaijan et al. (2008) estudaram
a interacdo entre a mioglobina (proteina sarcoplasmatica) e as proteinas miofibrilares
em tampao fosfato, pH 6,5, contendo 0,6 miblde KCI & 25 °C e sugeriram, através de
andlise de eletroforese, que as ligacbes dissulfeto ndo contribuiram para as interacdes
entre as proteinas sarcoplasmaticas e as proteinas miofibrilares, e sim as interacdes
hidrofébicas. Hemung & Chin (2013) afirmaram que a estabilidade térmica das
proteinas miofibrilares aumentou com a presenca de proteinas sarcoplasmaticas no
meio, sugerindo que a estabilidade térmica pode ter sido influenciada pela superficie
hidrofébica das proteinas sarcoplasmaticas (YONGSAWATDIGUL & HEMUNG,
2010).
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Os dois maiores valores de foram para os géis formados por Miofibrilar e
CPS. Este ultimo gel também apresentou o menor valag, d® que € um resultado
coerente, ja que ambas as tendéncias caracterizam materiais menos elasticos. Por serem
proteinas globulares, as proteinas do CPS necessitam de exposi¢cdo a temperaturas mais
elevadas (90°C) para se desnaturarem, expondo residuos de cisteina que ndo séo
acessiveis quando em sua forma nativa. Essa exposicdo pode permitir a formacéo de
ligacdes dissulfeto intermoleculares (proteina-proteina), que contribuem para a
formacao de géis mais firmes. Segundo Faria, (2013), dentre as proteinas df-soro a
lactoglobulina contribui mais que @-lactalbumina para a formacdo de géis mais
coesos. Com efeito, esta possui uma Unica ligacdo dissulfeto intramolecular em sua
estrutura, ao passo queddactoglobulina contém 4 grupos tiel§H) livres, passiveis
de formarem ligacdes dissulfete5(-S-) uma vez expostos.

O valor dek; no modelo de Peleg & Normand representa a taxa de recuperagéo
inicial, ou seja, um valok; elevado foi associado a uma taxa de decaimento baixo
indicando uma tendéncia ao comportamento elastico. No entanto, o vaigrada
Miofibrilares + CPS foi menor do que as demais proteinas, mostrando-se um
comportamento menos elastico. Este resultado sugere que o gel formado pela
Miofibrilares + CPS apresentou ligacdes ou interagdes intermoleculares mais fracas. De
acordo com os dados da Tabela 9, o gel formado pelas proteinas miofibrilares
apresentou valor die, mais elevado, se comportando como um material mais elastico
Enquanto que o gel composto pelas misturas das trés proteinas carneas apresentou um
valor dek, menor do que o gel formado pelas proteinas miofibrilares + CPS, ou seja, o
comportamento mais elastico (miofibrilares + CPS) pode ser devido a maior
concentracdo das proteinas miofibrilares neste tratamento. As proteinas miofibrilares,
principalmente a miosina, possuem alto nivel de grupos sulfidrilas totalizando em 42
residuos de tiol livre, responsaveis pela estruturacdo e comportamento elastico dos géis
(RIBEIRO, 2001).

Comparando os parametros de perfil de textura e propriedades reoldgicas, pode-
se observar que a elasticidade, resiliéncia e coesividade do gel formado por CPS (Tabela
8) foram maiores do que 0s outros géis assim como o vakordke CPS foi maior que
os demais tratamentos. Como pode ser observado, houve uma correlacéo entre a forca
de compressad-{ (relaxamento de tensdo) e “dureza” (TPA) no tratamento constituido

pelas misturas das proteinas carneas, que obteve maiores valbresddesza” do que
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nos outros géis, uma das hipoteses seria 0 maior numeros de ligagcdes cruzadas que

possam existir entre as proteinas gerando uma rede proteica mais estruturada.
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6 CONCLUSOES

As diferentes classes de proteinas da carne apresentaram elevada solubilidade,
no meio aquoso, em valores de pH extren@@s extratos de proteinas miofibrilares
adicionados de sal (0,6 e 1,1 mdl NaCl) apresentarasolubilidade em valores de pH
acima de 6,5.

Os resultados obtidos neste trabalho possibilitaram avaliar as propriedades
emulsificantes das proteinas carneas isoladamente e suas misturas em condi¢des de pH
gue apresentaram maior solubilidade. Dentre os tratamentos avaliados foi possivel
verificar que a suspenséo de protefnas miofibrilares (1,1.thde NaCl) apresentou a
maior estabilidade de emulséo.

Nas condicdes (4 % (m/v)); pH 6,5; 75 °C: 0,6 -iiblde NaCl) estudadas, os
géis formados pela substituicdo de 20% de proteinas miofibrilares por CPS, néo
diferiram, em relacdo a analise de TPA, daqueles formados apenas por proteinas
miofibrilares. Entretanto, o teste de relaxamento de tensdo mostrou que 0s géis gerados
pelas misturas de miofibrilares + CPS, apesar de apresentarem comportamento
viscoelastico, apresentaram menor forca de compressdo maxima, indicando
enfraquecimento da matriz gélica. O resultado de perfil de textura dos géis constatou
que o tratamento composto pelas misturas das proteinas carneas apresentou géis mais
opacos e mais durobldo houve efeito (p > 0,05) da substituicdo de 20% de proteinas
miofibrilares por CPS nas condi¢cdes de fabricacdo do gel. Entretanto, o teste de
relaxamento de tensdo mostrou que os géis gerados pelas misturas de miofibrilares +
CPS, apesar de apresentarem comportamento viscoelastico, apresentaram menor forca
de compressdo méaxima, indicando enfraquecimento da matriz gélica. As proteinas
sarcoplasmaticas contribuiram para aumentar a forca de compressdo do gel ( >
“dureza”), indicando que ndo so as proteinas miofibrilares participam da formagéo do
gel.

Diante disso, foi possivel concluir que, as proteinas miofibrilares possuem
excelentespropriedades fisico-quimicas, frente as demais proteinas carneas e as
proteinas do CPS. Porém, vale ressaltar que as proteinas do CPS, utilizadas em maiores
propor¢cdes, podem ser usadas como um ingrediente alternativo em produtos carneos

emulsionados
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APENDICE

Tabela 1A- Resumo da analise de variancia da analise de solubilidade de concentrados
proteicos das estromais e sarcoplamaticas, em funcéo do pH.

Fonte de gl Estromais Sarcoplasmaticas
Variacao QM P>F QM P>F
Ph 6 3918,4942 <0,0001 196,4564 0,0109
Residuo 7 16,1497 28,1897

g.l: grau de liberdade. QM: quadrado médio.

Tabela 2A- Resumo da analise de variancia da analise de solubilidade de concentrados
proteicos das miofibrilares em diferentes meios (aquoso, NaCl 0,6 ®INaCl 1,1

mol L) em funcao do pH.

Fonte de g.l QM P>F
Variacao

Meio 2 5662,0929 <0,0001
pH 6 1503,1393 <0,0001
Meio*pH 12 1338,1567 <0,0001
Residuo 21 6,9624

Tabela & — Resumo da analise de variancia da analise do indice de cremeacao da
estabilidade de emulsédo de concentrados proteicos das estromais e das sarcoplamaticas,
em diferentes valores de pH.

Fonte de g.l QM P>F
Variacao

Proteina 1 2,5668 0,1466
pH 2 1,9508 0,2022
Proteina*pH 2 6,8792 0,0237
Residuo 6 0,9240

Tabela A — Resumo da analise de variancia da andlise do indice de cremeacdo da
estabilidade de emulsdo de concentrados proteicos de miofibrilares em duas
concentracéo de NaCl (0,6 e 1,1 md) Lem diferentes valores de pH.

Fonte de Variagcdo g.l QM P>F
[NaCl] 1 20,1243 0,0026
pH 2 1,6428 0,2160
[NaCl]*pH 2 2,8749 0,0983
Residuo 6 0,8214
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Tabela & — Resumo da anadlise de variancia da andlise do indice de cremeacdo da
estabilidade de emulsdo de concentrados proteicos de Miofibrilares em meio aquoso em
diferentes valores de pH

Fonte de Variagdo g.l QM P>F
pH 2 186,6189  0,0018
Residuo 3 1,8481

Tabela & — Resumo da andlise de variancia da andlise do indice de cremeacdo da
estabilidade de emulsdo de concentrados proteicos de estromais, sarcoplasmaticas e
misturas de proteinas carneas em ph 4.

Fonte de Variagdo g.l QM P>F
Proteinas 2 2,4642 <.0001
Residuo 3

Tabela & — Resumo da analise de variancia da andlise instrumental de textura, para
cada variavel, de géis formados por proteinas de origem animal e suas misturas.

Fonte de g.l Dureza Adesividade Elasticidade
variagao QM P>F QM P>F QM P>F
Géis 3 23150,4919 <0,0001 924,8697 0,0003 0,0457 0,0599
Residuo 8 168,2241 42,8091 0,0121
Continuagéo.

Mastigabilidade Gomosidade Coesividade Resiliéncia

QM P>F QM P>F QM P>F QM P>F

4149,7266 0,0637 7520,8145 0,0003 0,0166 2,54 0,0085 0,0424
1138,5312 333,6300 0,0065 0,0019

Tabela A — Resumo da analise de variancia da analise do teste de relaxamento de
tensdo, para modelo de Peleg e Normand, de géis formados por proteinas de origem
animal e suas misturas.

Fonte de gl Gel de miofibrilar Gel de CPS
variagao QM P>F QM P>F
Coeficientes 2 178867  <0,0001 79328,4 <0,0001
Residuo 30 413,6 156,8
Continuacao.
Gel de miofibrilar +CPS Gel de miofibrilar
+sarcoplasmatica+estromais
QM P>F QM P>F
83947,5 <0,0001 709195 <0,0001
187,1 2435,5

Tabela & — Resumo da andlise de variancia da andlise do teste de relaxamento de
tensdo, para modelo de Maxwell, de géis formados por proteinas de origem animal e
suas misturas.

Fonte de g.l Gel de miofibrilar Gel de CPS
variagcéo QM P>F QM P>F
Coeficientes 4 361194  <0,0001 120110 <0,0001
Residuo 30 121.1 29,8908
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Continuacao

Gel de miofibrilar +CPS

Gel de miofibrilar
+sarcoplasmatica+estromais

QM P>F QM P>FE
101977  <0,0001 908803 <0,0001
55.5019 178.3
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ANEXO

Arta Foods Ingredients

Froouct mformation

Lacprodan® 80
AFISA

Descripti Physical iFications
1acprodan® 80 is a whey protein concentrate (WPC) pH {10% solution) 6.1-68
produced from whey by ultrafiltration and spray drying. n
Lacprodan® 80 is available from Argentina based on il el doch
SAM-whey. Bulk density level 0.45 g/cm
Solubdity index max. 03 ml
Colour white to cream
Properties R fod bland
} High nutritive value
) High solubiiity in the pH range 2-10
) High solubifity at salt concentration below 20% Heavy metals max. 30 ppm
} Low viscosity
} Good emulsifying ability
Microbiological ificati
Total plate count max. 30,000/
Chemical specifications Enterobacterizceae max. 50/g
Protein (Nx6.38 ) 2z iz 76-80 % e 5 i 1.g
Protein (Nx6.38) d.m. 80-84 % YeastMoud max. 100/
Lactoze max 9% Salmonell sbsentin 125
Fat max. 10%
Ash max. 3.5%
Moisture max. 6%
Nutritional data
Energy 1714 kif 408 keal

Pl Lacprodan® 80 AFISA 24-03-14 2523

www.arlafoodsingredients.
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