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RESUMO

VIEIRA, Claudia Regina, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de
2011. Proteina estruturadora de gelo em cultivares brasileiras de trigo e
centeio: ocorréncia, caracterizagéo e aplicagdo em massas congeladas.
Orientadora: Ménica Ribeiro Pirozi. Coorientadores: José Benicio Paes
Chaves e Moacil Alves de Souza.

Proteina estruturadora de gelo (ISP) tém demonstrado um grande
potencial na melhoria da qualidade dos alimentos congelados, e a obtencao
dessas proteinas a partir de fontes naturais tem sido considerada
importante. Cultivaress de trigo de inverno (IPR 84 e CD 104) e primavera
(BRS Guabiju, Onix e LD 062212) e centeio (IPR 89) apds 12 dias de
germinacao, cresceram por sete semanas sob condi¢cdes naturais (casa de
vegetacdo, sem controle de temperatura, umidade e iluminacdo) e frio
(0—3°C; UR ~ 80 %) com diferentes regimes de luz (1 400 e 2 000 LUX) e um
fotoperiodo de 10/14 h (dia/noite). As plantas foram colhidas e suas folhas,
apos cortadas, foram trituradas com solucéo tampéao Tris-HCI (pH 7,4) para
extracdo das proteinas pelo método de infiltragdo a vacuo. Os extratos
brutos de ISPs assim obtidos foram reportados como nao aclimatados (NA)
e aclimatados (AF) e analisados quanto a sua composicdo quimica. A
presenca de ISPs nos extratos foi constatada por eletroforese em SDS-
PAGE e pela morfologia dos cristais de gelo. Os extratos AF foram utilizados
em massas congeladas para verificar o efeito crioprotetor. Massa fresca
(recém preparada) e congelada sem adicdo de extratos de ISPs foram
usadas para comparacdo. Foram realizadas as seguintes andlises nas
massas. sinerése, com trés ciclos de congelamento/descongelamento,
identificacdo e quantificacdo de proteinas da massa de pao por SE-HPLC e
microestrutura da massa por microscopia eletrénica de varredura (MEV). O
teor de sdlidos totais variou de 0,74 a 0,86 % para os extratos AF e 0,92 a
1,70 % para os NA; o teor de proteina de 51,69 a 60,69 % para 0s extratos
AF e 43,78 a 52,18 % para os NA. A interacdo tipo de tratamento e cultivar
nado influenciou nos teores de cinzas, mas a aclimatacdo ao frio promoveu
menor sintese de minerais. A partir dos resultados de eletroforese em SDS-
PAGE, pode-se observar que os extratos NA praticamente néo
apresentaram bandas, em contrapartida, varias bandas com massa

molecular entre 14,4 e 97,0 kDa foram observadas em todos extratos AF. As

Xiii



cultivares de trigo de primavera mostraram-se menos responsivas ao frio do
gue as de inverno, uma vez que uma quantidade menor de bandas foram
observadas nos géis. As cultivares de trigo de inverno, assim como o centeio
apresentaram um maior namero de bandas entre 14,4 a 66,0 kDa, enquanto
gue nas de primavera foram identificadas proteinas na faixa de 20,1 a
66,0 kDa. Apos a caracterizacdo dos extratos de ISPs, apenas as cultivares
de centeio IPR 89 e de trigo de primavera BRS Guabiju e de inverno CD 104
foram utilizadas no seguimento da pesquisa. Os extratos AF obtidos
apresentaram capacidade em modificar o formato dos cristais de gelo,
formando cristais tetraédricos e hexagonais diferentes dos formados por
solugcdes que nao continham ISPs (formatos arredondados e planos)
comprovando atividade das proteinas presentes. Embora ndo significativa,
houve uma tendéncia a diminuicdo da sinerese das massas de pao
congeladas com a adicdo de extratos de ISPs, principalmente apos o
terceiro ciclo de congelamento/descongelamento. Extratos de ISPs das
cultivares de trigo (BRS Guabiju e CD 104) n&o exerceram influéncia no teor
de proteinas poliméricas totais (PPT) e néo extraiveis (PPNE) nas massas,
mas o da cultivar de centeio (IRP 89) reduziu os valores de PPT e PPNE das
massas congeladas, as quais exibiram perfil cromatografico similar aos
encontrados para a massa fresca. As imagens em MEV das massas
congeladas com e sem extratos de ISPs e da massa fresca permitiram
observar os danos causados na rede de gluten com o congelamento. O
estudo da microestrutura das massas permitiu verificar que o uso de extratos
de ISPs em massa de pao congelada promoveu maior preservacao da
matriz protéica, indicando um grande potencial para fabricacdo de um
produto com caracteristicas semelhantes ao de pao fresco. Esses resultados
podem contribuir para divulgar a presenca dessas proteinas em diferentes
cereais plantados no Brasil, e aumentar o interesse na sua obtencédo a partir

dessas fontes e sua aplicacdo em alimentos congelados.
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ABSTRACT

VIEIRA, Claudia Regina, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2011. Ice structuring protein in Brazilian wheat and rye varieties:
occurrence, characterization and application in frozen dough. Advisor:
Mbnica Ribeiro Pirozi. Co-Advisors: José Benicio Paes Chaves and Moacil
Alves de Souza.

Ice structuring protein (ISP) has shown a great potential to improve the
quality of frozen foods. The extraction of these proteins from natural sources
has been considered important. Twelve days after planting (germination
period), winter (IPR 84 and CD 104) and spring (BRS Guabiju, Onix and
LD 062212) wheat varieties, and rye (IPR 89), grew for seven weeks under
natural (green house, no temperature, light or humidity control) and cold
conditions (0-3 °C; 80 % RU, light conditions of 1 400 or 2 000 LUX, with a
photoperiod of 10/14h, day/night). After harvesting, the leaves were cut and
mashed in Tris-HCI buffer, and the proteins were extracted by vacuum
infiltrating (pH 7.4). The ISP extracts obtained were reported as non
acclimated (NA) and cold acclimated (CA), respecting the conditions they
grew, and analyzed according to its chemical composition. The presence of
ISP in the extracts was detected by SDS-PAGE and the study of the
morphology of ice crystals. The CA extracts were used in frozen dough to
verify the cryoprotectant effect of the ISP. Fresh and frozen bread dough
without adding the CA extracts were used to compare the dough behavior
subjected to the following analysis: freeze-thaw tolerance (syneresis),
identification and quantification of the dough polymeric proteins by SE-HPLC,
and dough microstructure by scanning electron microscopy. Total solids
content varied between 0.74 and 0.86 % and 0.92 and 1.70 % for the CA and
NA extracts, respectively. Crude protein content varied between 51.69 and
60.69 % and 43.78 and 52.18 % for the CA and NA extracts, respectively.
Interaction between cold acclimation and variety did not affected ash content
of the samples, but it was observed a decrease in the ash content in the CA
samples, which was related to a decrease in the mineral synthesis under cold
acclimation. Results from SDS-PAGE showed very little or no protein bands
in the NA extracts, while several bands, with molecular mass ranging from
14.4 to 97.0 kDa, were observed in all the CA extracts. Spring wheat

varieties seemed less responsive to the cold acclimation than the
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winter ones, considering that fewer protein bands were observed in the gels.
The winter wheat and rye varieties showed protein bands ranging from 14.4
to 66.0 kDa, while the bands on the spring varieties exhibited molecular mass
ranging from 20.1 to 66.0 kDa. After characterizing the ISPs extract, research
proceeded with three varieties BRS Guabiju, CD 104 and IPR 89, spring and
winter wheats, and rye variety, respectively. The CA extracts of all three
samples were effective in changing the morphology of ice crystals, originating
preferably tetrahedral and hexagonal crystals, which were different from the
round and plane shaped crystals developed in distilled water, Tris-HCI buffer,
and NA extracts. Although not statistically different, there was a consistent
trend in reducing the syneresis when ISPs extracts were added in the bread
dough, especially after the third freeze-thaw cycle. The ISPs extracts from
the wheat varieties BRS Guabiju and CD 104 did not affect the total
polymeric protein (PPP) and unextractable polymeric protein (UPP) content
of bread dough, but the rye variety (IRP 89) decrease the PPP and UPP
content on frozen dough, in such way that these values were similar to those
observed in fresh dough. The SEM images of frozen bread dough with and
without the ISPs extracts showed the damages caused on the gluten matrix
due to the freezing, when compared to the fresh dough. The dough
microstructure study led to the conclusion that the ISPs extracts added to
bread dough imparted higher preservation to the gluten matrix during
freezing, thus posing a great potential to produce frozen dough that makes
breads very similar to the fresh ones. These results could contribute to
divulge the presence of these proteins in cereals cropped in Brazil, and to
increase the interest for ISP extraction from these cereals, and their usage in

frozen foods.
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INTRODUCAO

Anticongelantes biolégicos sdo compostos encontrados naturalmente
em alguns insetos, plantas e peixes de regides muito frias; e s&o
denominados “proteinas estruturadoras de gelo” (lce Structuring
Proteins — ISPs) (JACKMAN et al., 2007). Embora a maior fonte de ISPs
sejam peixes de regides frias (MISHRA e PATTNAIK, 1999), tem sido
relatado que plantas podem ser importantes fontes, particularmente, aquelas
altamente tolerantes ao frio (CHENG, 1998).

Mishra e Pattnaik (1999) resumiram as principais caracteristicas das
ISPs: interagir com as nucleag¢des do gelo, inibir a recristalizagcdo e modificar
a forma dos cristais. Estas caracteristicas sugerem potencial aplicacdo na
agricultura e na industria de alimentos. A prevencédo de danos nas culturas
agricolas pela temperatura de congelamento tem relevancia econdémica, uma
vez que envolve fatores tais como a producao e o preco de alimentos. Ja a
aplicagdo na industria de alimentos, esta diretamente ligada a oferecer
gualidade e maior vida de prateleira de produtos congelados.

Aplicacbes de ISPs em alimentos poderiam ser Uteis no controle de
cristalizacdo porque a quantidade necessaria para evita-la, € relativamente
pequena (FEENEY e YEH, 1998). A cristalizacdo do gelo pode ter um
impacto prejudicial na textura de alimentos congelados como sorvetes
(MISHRA e PATTNAIK, 1999) e carnes (PAYNE e YOUNG, 1995). Em
estudo recente realizado por Regand e Goff (2006), concluiu-se que ISPs de
trigo de inverno foram efetivas na reducéo do crescimento de cristais de gelo
em sorvete, durante uma etapa de choque térmico, quando comparado com
um controle sem adicdo de ISPs, sendo capazes de melhorar a textura do
produto final.

Com o0 avanco tecnologico e as necessidades e exigéncias do
consumidor moderno pela praticidade e qualidade de alimentos
industrializados, as industrias desse setor tem investido nas linhas de
produtos pré-prontos ou prontos para 0 consumo refrigerados e/ou
congelados. Hoje, entretanto, a maioria dos alimentos refrigerados e/ou
congelados perde alguns atributos sensoriais no momento do
descongelamento para serem consumidos, representando grande desafio
para as industrias alimenticias nessa linha de mercado.
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No que diz respeito a producéo de pao congelado, embora a melhoria
na qualidade de produtos panificados congelados trazidas pelo
aprimoramento das formulacdes, da tecnologia de processamento e da
metodologia de congelamento, tenha minimizado as desvantagens desse
processo, ainda ha a possibilidade de melhoras.

A utilizacdo de ISPs se apresenta como uma alternativa para produtos
congelados, visando minimizar ou eliminar danos causados pelo processo
de congelamento — descongelamento. Um estudo sobre a utilizacdo do trigo
e centeio como fonte de ISPs seria interessante, uma vez que no Brasil

nenhum estudo nesse sentido foi realizado até o0 momento.

OBJETIVOS

Objetivo geral

A proposta deste estudo foi investigar a presenca de proteinas
estruturadoras de gelo (ISPs) em cultivares de trigo e centeio desenvolvidas
no Brasil, caracteriza-las e verificar seu uso potencial como aditivo em

massas congeladas.

Objetivos especificos

v" Obter o extrato protéico das folhas de diferentes cultivares de trigo de
primavera e de inverno e de centeio desenvolvidas no Brasil;

v' Caracterizar fisico-quimicamente os extratos quanto ao conteudo de
sélidos totais, proteinas e cinzas e a presenca de ISPs por eletroforese
em SDS-PAGE, e pela morfologia dos cristais de gelo;

v" Produzir massas de pdo com trés niveis de adicdo de ISPs e investigar o
efeito crioprotetor sobre o gluten pelo método de cromatografia liquida
por exclusdo molecular (SE-HPLC);

v'Investigar o efeito das ISPs na estabilidade da massa frente ao estresse
de congelamento/descongelamento.

v Examinar o efeito crioprotetor das ISPs nas massas congeladas por
meio de analise microscopica da massa (microscopia eletrénica de

varredura).



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1.1 TRIGO E CENTEIO: ASPECTOS GERAIS

Os cereais sdo frutos de algumas plantas, pertencentes a familia
Poaceae, e 0os mais importantes, do ponto de vista da sua produc¢dao mundial,
sdo o trigo, arroz, milho, paingo, sorgo, centeio, triticale, aveia e cevada
(KENT, 1975). Este tipo de fruto € uma cariopse, que vulgarmente se
denomina gréo. A cariopse é formada por uma semente aderida fortemente
ao pericarpo em toda a sua extensdo; e a semente € constituida
basicamente por duas partes: o endosperma e o0 gérmen ou embrido. Em
geral, o grdo de qualquer cereal esta constituido pelas mesmas partes e em
proporc¢des aproximadamente iguais (HOSENEY, 1991).

O trigo € uma graminea do género T7riticum, com varias espécies
cujas diferencas genéticas sao suficientes para serem consideradas
espécies distintas ou sub-espécies. Aproximadamente metade é cultivada e
as restantes crescem de forma silvestre. Mais de 90 % do trigo cultivado no
mundo, entretanto, corresponde a trés espécies, o Triticum aestivum, sub-
espécie wulgaris, o Triticum turgidum, sub-espécie adurum e o Triticum
compactum, com predominancia dos dois primeiros, o wvulgaris e o durum
(QUAGLIA, 1991).

O trigo cultivado no Brasil pertence a espécie T7riticum aestivum L.,
com caracteristicas adequadas para sua utilizacdo em panificagdo. O trigo
duro ou trigo para macarrdo (7nticum durum L.) apresenta caracteristicas
adequadas a industria de pastas alimentares, mas praticamente ndo é
cultivado no Brasil (SASSAKI e MACHADO, 1999). Esse cereal constitui um
elemento de grande relevancia na economia do Brasil, devido principalmente
a importancia deste produto na cesta basica da populacdo. O consumo
anual no pais tem se mantido em torno de 10 milh6es de toneladas
(EMBRAPA, 2011), sob a forma de derivados, principalmente pdo, macarrao
e farinha.

O centeio pertence a subfamilia Pooideae, género Secale, e espécie
cereale. A forma cultivada caracteriza-se por possuir graos grandes e ciclo
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anual, e em comparacdo com outras espécies de cereais de inverno,
apresenta maior desuniformidade quanto a espigamento, maturacdo e tipo
de planta (JUNIOR e BAIER, 2006).

A cultura do centeio (Secale cereale L.) foi introduzida no Brasil, ainda
no século XIX, por imigrantes aleméaes e poloneses, sendo até hoje realizada
em grande parte por descendentes de europeus (JUNIOR e BAIER, 2006). E
menos produtivo que o trigo em terra comum, mas apresenta rendimentos
satisfatérios em climas frios ou secos, em solos arenosos e poucos férteis
(KENT, 1975).

O centeio é utilizado tanto na alimentagdo humana quanto animal,
além de apresentar potencial como planta forrageira (integracéo lavoura e
pecuaria) e para cobertura de solo. Sua comercializacdo é voltada
principalmente para os moinhos que fornecem a farinha para as industrias
de panificacdo de paes mistos de trigo com centeio (JUNIOR e BAIER,
2006).

1.2 PROTEINAS ESTRUTURADORAS DE GELO

1.2.1 Histoérico e fontes

Lillford e Holt (1994) relataram que, em 1957, Scholander e
colaboradores identificaram que a capacidade dos peixes sobreviverem a
—1,9 °C tinha relacdo com macrossolutos presentes em seu sangue. Esses
solutos foram chamados de “anticongelantes”. Cerca de 20 anos depois, De
Vries e colaboradores notaram que 90 % dos peixes na Antartica, da
subordem Perca, também desenvolviam mecanismos similares para
sobreviver. Esses trabalhos pioneiros conduziram a identificacdo e
caracterizacao do grupo de substancias responsaveis por esse fendbmeno e
foi descoberto, /n wvitro, que glicoproteinas anticongelantes (AFGPS)
poderiam alterar o comportamento de congelamento, tamanho e formacéao
dos cristais de gelo.

De acordo com Lillford e Holt (1994), anos mais tarde, Duman e De
Vries confirmaram que um tipo de peixe de aguas frias (linguado) no

hemisfério norte também produzia substancias anticongelantes. Entretanto,
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esses eram peptideos anticongelantes ndo glicosilados de estruturas
completamente  diferentes e foram denominados de proteinas
anticongelantes (AFPs). Recentemente, esse grupo de proteinas foi
denominado de proteinas estruturadoras de gelo (ISPs — Ice Structuring
Proteins).

Desde entdo, as ISPs tém sido descobertas em diversas classes de
organismos que habitam regides frias. Os peixes S&80 0S organismos mais
estudados para obtencdo de ISP e sao reconhecidos como a maior fonte
dessas proteinas. Varios insetos como os artropodes terrestres, acaro e
aranha, também produzem ISP, mas ndo produzem as glicosiladas
(MISHRA e PATTNAIK, 1999). Tem sido relatado que plantas podem ser
importantes fontes de ISPs, particularmente, plantas altamente tolerantes ao
frio, mas também algumas samambaias e musgos. Estas substancias
ocorrem em baixas concentracbes, mas sao efetivas na inibicdo da
recristalizacdo de pequenos cristais de gelo (CHENG, 1998).

As partes das plantas que mostram atividade anticongelante incluem
caule, folha, gomo e flor, raiz, rizoma e tubérculo. As ISPs sédo secretadas
dentro do xilema, parede celular e espacos intracelulares dos tecidos
(MISHRA e PATTNAIK, 1999). De acordo com Antikainen e Griffith (1997) e
Smallwood (1998), como exemplos de plantas que contém ISP tém-se: alho-
mostarda, aveia primavera, agrido de inverno, canola de inverno, couve-de-
bruxelas, cenoura, cevada de inverno, carvalho branco, centeio de inverno,
triticale e trigo. Dentre essas, a mais estudada é o centeio de inverno.

Tem sido mostrado que o centeio de inverno tem resistido a
temperaturas abaixo de —20 °C. As ISPs acumulam nas folhas de cereais de
inverno durante a aclimatacdo ao frio, onde sdo usadas para inibir a
recristalizacdo do gelo durante os ciclos de congelamento e
descongelamento (GRIFFITH et al., 1992; CHUN, YU e GRIFFITH, 1998).

De acordo com Atici e Nalbantoglu (2003), cultivares de trigo de
inverno tém sobrevivido em temperaturas abaixo de —25 °C e algumas
gramineas tém resistido a temperaturas abaixo de —30 °C, confirmando que
certas plantas tém seus mecanismos especiais de protecdo contra o
estresse ao frio.

Embora alguns estudos tenham sido realizados quanto a ocorréncia

de ISPs em diversos organismos, ainda sao escassos 0os dados em relagéo
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ao seu conteudo. Griffith (1999) encontrou até 0,307 mg/g de ISP nas folhas

de centeio de inverno.

1.2.2 Tipos e estruturas das ISPs

As ISPs englobam duas familias de proteinas, as glicoproteinas
anticongelantes (AFGPs) e proteinas anticongelantes (AFPs), que tem a
capacidade de diminuir a temperatura de congelamento inibindo o
crescimento dos cristais de gelo. A estrutura de ambas tem sido
extensamente estudada por décadas e tem-se observado serem muito
diferentes uma da outra (YEH e FEENEY, 1996; FEENEY e YEH, 1998;
CHENG, 1998).

As AFGPs tém sido enumeradas de 1 a 8, de acordo com sua
mobilidade em eletroforese em gel. As AFGPs de 1 a 5 tém massa molecular
na faixa de 10 a 30 kDa e atividades anticongelantes similares (FEENEY e
YEH, 1993). Na sua estrutura, ha repeticdo de unidades de alanina (Ala),
seguida pela treonina (Thr), com um arranjo de Ala-Ala-Thr em repeticdo em
unidades de tripeptideos, com um grupo dissacarideo ligado aos residuos de
Thr. Duas Ala adicionais estdo no C-terminal (BARRET, 2001).

As menores AFGPs de 6 a 8 tém massa molecular variando de 2,6 a
5 kDa (FEENEY e YEH, 1993) e tém prolina (Pro) em algumas posicdes, ao
invés de alanina, seguida de Thr. Apesar desta aparente simplicidade na
estrutura das AFGPs, a sua conformacéo nao € ainda claramente entendida.
O consenso das teorias parece ser que a cadeia adota trés dobras para o
lado esquerdo da hélice semelhante a poli-L-prolina (LILLFORD e HOLT,
1994).

De acordo com Feeney e Yeh (1998), a mais estudadas das AFGPs é
a encontrada em linguado ( Pseudopleuronectes americanus), mas diferentes
espécies de peixes e alguns outros organismos tém sido usados para isolar
os diferentes tipos de AFP. Quatro tipos de estruturas tém sido descritas
devido a consideravel diferenca no comportamento estrutural em virtude de
seus maiores conteudos de aminoacidos (MISHRA e PATTNAIK, 1999).

A AFP Tipo | tem estrutura alfa-hélice, enquanto que as Tipo Il e Il
tém estruturas secundarias incomuns (LILLFORD e HOLT, 1994). A AFP
Tipo | é abundantemente encontrada em linguado (DAVIES e SYKEST,
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1997). Essas AFPs séo mais ricas em Ala, assim como as AFGPs (FEENEY
e YEH, 1993), sendo que a repeticdo de unidades parece ser de 11
aminoacidos de sequéncia geral: -[Thr-(X),-aminoacido polar-(X)-]-, onde X é
usualmente uma Ala. Essa estrutura helicoidal resulta numa molécula
anfifilica com maior parte da cadeia apolar em um lado da hélice (LILLFORD
e HOLT, 1994).

As AFPs Tipo Il também contém predominantemente residuos de Ala
(~14,4 %), mas também contém cisteina (Cys) (LILLFORD e HOLT, 1994) e
alguns residuos de aminoacidos aromaticos (fenilalanina - Phe,
triptofano — Trp e tirosina — Tyr) em ambiente assimétrico (MISHRA e
PATTNAIK, 1999). Foi primeiramente isolada a partir do teledésteo marinho
Hemitripterus americanus, mas também foi encontrada em outras espécies
de peixes e insetos. A sua conformacao é bem diferente, havendo uma falta
significativa de conformacéo alfa-hélice e folha-beta. Possivelmente, essas
moléculas também séo anfifilicas, mas com residuos polares.

As AFPs Tipo Ill, encontradas no peixe-carneiro (Macrozoarces
americanus), apresentam composicdo e sequéncia de aminoacidos
totalmente diferentes das outras AFPs, elas ndo séo ricas em Ala e nao
contém residuos de Cys. Além disso, ndo tém predominancia de um
aminoéacido especifico entre seus 62 — 66 residuos (YEH e FEENEY, 1996),
entretanto sdo as que tém estrutura mais bem balanceada entre todos os
tipos de AFP. De acordo com Mishra e Pattnaik (1999), elas possuem
residuos hidrofébicos assimetricamente posicionados e tém estruturas
secundarias e terciarias definidas.

A Ultima AFP descoberta, AFP Tipo IV, foi isolada a partir do peixe-
escorpido (Myoxocephalus octodecimspinosis). Analises da seqUéncia dos
108 residuos protéicos sugerem que apresentam estrutura altamente
helicoidal e completamente alheia a outras AFPs. AFP Tipo IV séo ricas em
glutamina (GIn) e acido glutamico (Glu), cerca de 26 %, e tem teor médio de
Ala de 10 %, em contraste com 0s 60 % encontrados na APF Tipo | (DAVIES
e SYKEST, 1997; BARRET, 2001).

De acordo com relatos encontrados na literatura, ISPs tém sido
reportadas em mais de 27 espécies de plantas superiores. Seis ISPs, com
massas moleculares variando entre 16 a 35 kDa, tém sido identificadas em

extratos de folhas de centeio aclimatadas ao frio. Estudos revelaram que
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essas proteinas sdo isoformas de trés membros de classes de proteinas
relacionadas a patogenicidade: quitinases, B-1,3-glucanase e taumatina,
associadas com aumento da resisténcia as doencas em plantas. No caso
das ISPs, estas também apresentam propriedades para modificar o
mecanismo de crescimento de cristais de gelo em resposta ao estresse pelo
frio (HON et al., 1994; ANTIKAINEN e GRIFFITH, 1997; CHENG, 1998).

1.2.3 Mecanismo de agéo das ISPs

Desde o descobrimento de Scholander e cols., diversas investigacdes
tém mostrado que as ISPs diminuem a temperatura de expanséo
macroscopica do gelo abaixo da temperatura de congelamento, sem afetar o
ponto de fusdo e a pressdo osmoética, o que poderia ter efeitos letais em
organismos vivos (FEENEY e YEH, 1993). A elucidacdo do mecanismo de
inibicdo tem envolvido estudos sobre a massa molecular, a sequéncia de
aminoacidos e as estruturas secundarias e terciarias. Devido a
complexidade dos diferentes tipos de ISPs, maior atencédo tem sido dada a
mais simples das estruturas, a AFP Tipo | (LILLFORD e HOLT, 1994).

Segundo Feeney e Yeh (1998), as ISPs s&o principalmente
reconhecidas pela habilidade em abaixar o ponto de congelamento e
retardar a recristalizacgdo no armazenamento em temperaturas de
congelamento. Observacfes a partir de diversos estudos sobre a atividade
das ISPs incluem:

e Apesar dessas proteinas serem capazes de abaixar o ponto de
congelamento, a temperatura de fusdo néo € alterada, demonstrando
gue o0 mecanismo nao € coligativo.

e A atividade nédo coligativa pode ser 500 vezes maior que a de
compostos como o agucar e o sal, no entanto, ha uma concentracao
assintética em que a atividade satura.

e A recristalizacdo de solucdes congeladas é inibida a baixas
concentracfes dessas proteinas.

e Ocorre crescimento de gelo com formato tipo agulha na presenca de
AFGP, ao invés da usual predominancia de crescimento de formas

dendriticas.



De acordo com Hon et al. (1994) e Griffith e Ewart (1995), geralmente,
cristais de gelo formados em 4gua séo redondos, pois crescem ao longo do
eixo & (Fig 1.1a). Por outro lado, os cristais de gelo formados em solucdes
contendo ISPs tendem a se expandir ao longo do eixo ¢. Em solucbes
diluidas de ISPs, os cristais sdo hexagonais e planos (Fig 1.1b); em
concentragbes moderadas, formam-se em colunas hexagonais (Fig 1.1c); e
em altas concentragbes de ISPs sao uma complexa bipiramide hexagonal
(Fig. 1.1d).

(@)

=0
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Figura 1.1 — Morfologia do crescimento de cristal de gelo: (a) em agua pura os cristais
sdo planos e redondos; (b —d) no extrato de ISP obtido a partir de plantas de centeio
aclimatadas ao frio, o crescimento dos cristais de gelo comeca a se expandir ao
longo do eixo c. (Fonte: Hon et al., 1994).

1.3 APLICACOES DAS ISPS

A aplicacao pratica de ISPs tem sido investigada, com um significativo
namero de patentes. As caracteristicas das ISPs sugerem sua potencial
aplicacdo na agricultura e industria de alimentos com grande relevancia
sécio-econdmica. A prevencdo de danos nas culturas agricolas pela
temperatura de congelamento diminui as perdas em épocas de geadas.
Enquanto que a aplicacédo na industria de alimentos pode oferecer qualidade
e aumento da vida de prateleira de produtos congelados. Aplicacbes em
alimentos poderiam ser (teis no controle de recristalizacdo porque a
guantidade necessaria é relativamente pequena (FEENEY e YEH, 1998).

Payne e Young (1995) isolaram uma AFGP de um peixe da Antartica
(Dissostichus mawsoni) e testaram sua acdo em carne de cordeiro
congelada, administrando injecdes de extrato contendo essas proteinas no
animal antes do abate. Os autores observaram uma diminuicéo significativa
no tamanho dos cristais de gelo durante o congelamento dos extratos e na

perda de agua na carne durante o descongelamento, quando comparados a
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um controle sem AFGP. Esses resultados sugerem que essas proteinas
podem ser Uteis na reducdo dos danos associados com a estocagem de
carnes congeladas.

Clemmings et al. (1997) desenvolveram uma patente em que a agéo
de AFPs foi testada em sorvetes, iogurtes, milk shakes dentre outras
sobremesas congeladas/refrigeradas. O estudo demonstrou que a utilizacao
dessas proteinas exclui a necessidade de uma etapa de congelamento com
condicOes extremas de temperatura e que a formacao de cristais de gelo foi
menor proporcionando produtos de textura mais macia e volumosa.

Feeney e Yeh (1998), realizando testes em sorvete e em um produto
composto de cerveja e sorvete, notaram que apés 1 hem -6 a-8°C, a
amostra controle tinha visivelmente cristais maiores, enquanto que a
amostra com ISP ndo mostrou qualquer variagdo no crescimento do cristal.

Moskin (2006) relatou que o conglomerado anglo-holandés Unilever
pediu permissdo a Agéncia de Padrdes de Alimentos do Reino Unido para
usar um novo ingrediente em sobremesas congeladas- uma proteina
clonada do sangue de um peixe do Oceano Artico parecido com a enguia, 0
peixe-carneiro americano (Macrozoarces americanus). No entanto, ao inves
de extrair a proteina do peixe, o que a Unilever afirmou néo ser sustentavel
ou economicamente factivel, a empresa desenvolveu um processo para
fabrica-la, alterando a estrutura genética de uma linhagem de levedura para
gue produzisse a proteina durante a fermentacdo. Este ingrediente,
chamado de proteina de estruturacdo do sorvete, foi aprovado pelo
Departamento de Drogas e Alimentos (FDA) dos EUA e foi usado pela
Unilever para fazer alguns produtos gelados nos EUA, como alguns picolés
e uma nova linha da Breyers, Light Doublé Churned, de barras de sorvete.
No entanto, esse produto encontrou uma resisténcia por parte do
consumidor europeu, principalmente, por se tratar de um material

geneticamente modificado.
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1.4 MASSAS CONGELADAS

1.4.1 Importancia econémica

Devido a praticidade, conveniéncia e redugcdo de custos,
estabelecimentos como lojas de conveniéncia e supermercados tém optado
pela comercializacdo de massas congeladas, pdes pré-assados congelados
ou paes assados congelados. As vantagens do pao de massa congelada em
relacdo aos processos tradicionais podem ser assim resumidas:
padronizacdo do produto, reducao de espaco fisico, uso de mao-de-obra nao
especializada, e agilidade e flexibilidade para a producdo. A diferenca
encontrada entre o pao de massa congelada e o pao pré-assado congelado
esta no tempo de preparo no ponto de venda (ROMEU, TADINI e MATUDA,
2006).

O congelamento de massas tem sido de grande interesse desde a
década de 50 para lidar com os problemas do curto periodo de vida de
prateleira de massas convencionais (ZHANG, ZHANG e WANG, 2007).
Muito antes (1926), na Austria, ja haviam sido realizados experimentos
utilizando baixas temperaturas para o retardamento da etapa de
fermentacdo da massa, huma tentativa de reduzir o trabalho noturno nas
padarias (WATANABE e BENASSI, 2000).

Entre as décadas de 50 e 60, a producédo de pao a partir de massa
congelada nao obteve éxito, principalmente devido a curta vida de prateleira
e 0 procedimento inadequado no preparo do produto pelo consumidor. A
partir da década de 70, o uso de massa congelada nos Estados Unidos se
popularizou devido ao surgimento de padarias nas grandes redes de
supermercados. Concomitantemente, as padarias de pequeno porte
comecaram a congelar porcdes reserva de massa para serem
posteriormente descongeladas, fermentadas e assadas em horarios de
maiores demandas, por acharem esse processo mais conveniente e
econdmico (WATANABE e BENASSI, 2000).

Com uma maior exigéncia dos consumidores e procura por paes
sempre frescos, ou seja, recém assados em qualquer horéario do dia, o uso
de massa congelada permitiu maior flexibilidade na producéao, diminuindo

consideravelmente o trabalho noturno das padarias. Com essas vantagens,
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a industria de panificacdo comecou a adotar o uso de massa congelada na
producéo de paes (RASANEN, HARKONEN e AUTIO, 1995).

O mercado de massas de péo congeladas tem crescido
constantemente, dado a demanda por produtos assados de conveniéncia e
de alta qualidade. O processo de congelamento é amplamente usado nas
padarias industriais para facilitar a producdo de pao e a panificacdo de
varejo, permitindo a compra de paes frescos a qualquer hora. Além disso,
facilita o transporte, reduz os custos de producdo e as habilidades dos
padeiros passam a ser menos essenciais (FUNCK e FRANCISCO, 2006).
Por outro lado, o volume e a qualidade dos paes sao menores em relacdo as
massas frescas, principalmente com longos tempos de estocagem
(RASANEN, HARKONEN e AUTIO, 1995).

1.4.2 Importancia do glaten na panificagcao

Segundo Tedrus et al. (2001) dentre as farinhas de cereais, apenas a
de trigo forma uma massa viscoelastica capaz de reter o gas produzido
durante a fermentacdo pelas leveduras, permitindo sua expansdo. As
proteinas, mais especificamente as formadoras do gluten, sdo as
responsaveis por esta caracteristica propria do trigo.

As propriedades viscoelasticas da massa de trigo sédo o fator principal
na determinacdo da qualidade de panificacdo, sendo essas propriedades
resultantes da estrutura e interacdes das proteinas do gluten (SANTOS,
2008).

O glaten é formado quando a farinha de trigo misturada a agua sofre
a acdo de um trabalho mecanico. A medida que a 4gua comeca a interagir
com as proteinas insolaveis da farinha de trigo (glutenina e gliadina) a rede
de glaten comeca a ser formada. As quantidades destas duas proteinas no
trigo sdo fatores determinantes para a qualidade da rede formada no
processo de panificacdo. Quanto a formacdo da rede do gluten,
normalmente € atribuida as gluteninas a formacdo das malhas, cujas fibras
retém as gliadinas (SILVA et al., 2004).

As gliadinas sdo geralmente correlacionadas as caracteristicas de
viscosidade e extensibilidade do gluten. Embora alguns autores associem

gliadinas especificas com qualidade de panificagao, e isto tem sido aceito,
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estas proteinas ndo devem ter um efeito direto na qualidade do trigo em
termos de forca da massa (GIANIBELLI et a/., 2001). No entanto, segundo
Pyler (1988), fracdes de gliadina com massa molecular mais elevada afetam
significativamente as propriedades de mistura e reologicas da massa de
trigo.

As gliadinas sdo prolaminas monomeéricas, as quais apresentam
cadeias com ligacbes simples ou as que apresentam em sua estrutura
apenas ligacdes dissulfidicas intramoleculares. Além das gliadinas, as
albuminas/globulinas representam outra classe neste grupo de proteinas no
trigo (SANTOS, 2008).

As gliadinas sao divididas em quatro grupos com base na mobilidade
em Acid-PAGE, a-(mobilidade mais alta), B-, y-, € w-gliadinas (mobilidade
mais baixa). A massa molecular varia de 30 a 40 kDa para os tipos a-, B- e
y-gliadinas, e 60 a 80 kDa para o tipo w-gliadinas (GIANIBELLI et a/., 2001).

As gluteninas sao proteinas poliméricas de elevada massa molecular,
variando de =100 kDa a milhées de Da. Proteinas poliméricas sdo aquelas
gue apresentam ligacdes dissulfidicas intramoleculares e intermoleculares
formando assim cadeias compostas por subunidades. Séo considerados trés
grupos principais, albuminas de alta massa molecular, triticinas e glutenina
(SANTOS, 2008).

Dois grupos de subunidades formam as gluteninas, os de baixa
massa molecular (LMW-GS) e de alta massa molecular (HMW-GS). As
subunidades de gluteninas LMW-GS subdividem-se de acordo com a
mobilidade em SDS-PAGE em dois grupos, subunidade B e C, com massa
molecular igual a 40 e 50 kDa, respectivamente. As subunidades de
gluteninas HMW-GS ou tipo A tém massas moleculares de 95 a 136 kDa
(SANTOS, 2008).

As LMW-GS representam 60 % do total de gluteninas presente no
endosperma do trigo, entretanto recebem menos atencdo por parte dos
pesquisadores que as HMW-GS. Isto ocorre em parte pela similaridade de
massas moleculares com as gliadinas o que dificulta a identificacdo em
SDS-PAGE unidimensional. A composicdo de aminoacidos e a estrutura das
LMW-GS sao consideradas similares as y-gliadinas (GIANIBELLI et al.,
2001).
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As HMW-GS, embora sejam um dos componentes minoritarios das
proteinas do endosperma de trigo, sdo primordiais no processo de
panificagdo, por ser o principal determinante da elasticidade do glaten.
Muitas cultivares de trigo apresentam quatro ou cinco subunidades HMW,
frequentemente elas diferem em mobilidade em SDS-PAGE podendo ser
divididas em tipo x (alta) e y (baixa). Ambos os tipos de HMW-GS
apresentam um dominio repetitivo central e dois dominios nao repetitivos
terminais (N-terminal e C terminal) com contetddo elevado de residuos de
cisteina (GIANIBELLI et al., 2001). Esses dominios, presumivelmente, sdo
as bases moleculares utilizadas para explicar o papel das HMW-GS com a
funcionalidade do gluten, uma vez que, os residuos de cisteina estdo
relacionados a promocao das ligacdes dissulfidicas entre as subunidades
HMW-GS e LMW-GS, responsaveis pela formacao das proteinas poliméricas
(WRIGLEY, 1996).

Subunidades de HMW-GS apresentam conteudo elevado de prolina e
glicina e baixo conteudo de lisina. Por causa da diferenca na distribuicdo de
aminoéacidos dentro da cadeia, a regiao central é hidrofilica e os dominios
nao repetitivos, C e N-terminal, sdo hidrofobicos (GIANIBELLI et al., 2001).

1.4.3 Efeitos do congelamento na qualidade da massa

Na producédo de massa congelada, tanto o congelamento quanto de
descongelamento tem afetado a qualidade do produto apos o assamento
(ZHANG, ZHANG e WANG, 2007).

De acordo com Watanabe e Benassi (2000), as maiores deficiéncias
apontadas em paes de massa congelada sdo: baixo volume, estrutura de
miolo aberta e mais firme, tempo de fermentacdo excessivamente longo,
gualidade do produto razoavel por apenas algumas semanas, ou seja, O
potencial de panificacdo da massa decresce substancialmente com o tempo
de armazenamento e com os ciclos de congelamento e descongelamento
parciais, que podem ocorrer durante a distribuicdo, transporte e
armazenamento do produto.

Para Berglund, Shelton e Freeman (1991) os danos na rede de gluten
sdo devidos, principalmente, a acdo mecanica dos cristais de gelo durante o

congelamento. O congelamento provoca o enfraquecimento da estrutura da
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massa pelos danos causados na rede de gluten, reduzindo a sua
capacidade de retencdo de gés. Autio e Sinda (1992) verificaram que a
presenca de células de leveduras mortas na massa ndo afeta as
propriedades reologicas, indicando que mudancas estruturais na massa
congelada e descongelada nao estdo associadas com a liberacdo de
substancias redutoras de células de leveduras. Entretanto, segundo Ribotta
et al. (2004), o enfraquecimento € causado por compostos redutores,
provenientes das células de levedura que rompem ligacdes dissulfidicas e
pela recristalizacao do gelo.

LeBail ef al. (2000) apud Romeo, Tadini e Matuda (2006) estudaram a
influéncia do congelamento sobre a massa de pédo francés em relacdo a
gualidade do pao produzido destas massas. No primeiro estudo, as massas
foram congeladas a —-20 °C em congelador com ar forcado em trés
velocidades, 1, 2 e 3 m/s, até atingir —19 °C no centro. Foram verificados um
declinio na qualidade do pédo e a perda da elasticidade da massa com o
decorrer do tempo de congelamento. Os autores atribuiram o

enfraguecimento da massa a formacao de cristais de gelo.

1.5 CONSIDERACOES GERAIS

Proteinas estruturadoras de gelo (ISPs) sédo substancias encontradas
em diversos organismos Vvivos que sobrevivem em regibes muito frias
(abaixo de 0 °C) e sdo capazes de diminuir a temperatura de congelamento
dos fluidos biol6gicos sem afetar a pressdo osmoética. Essa propriedade esta
relacionada a sua capacidade em modificar a morfologia do crescimento dos
cristais de gelo, dependendo da concentracao e tipo das ISPs presentes. O
mecanismo de acdo das ISPs em organismos vivos pode se apresentar
como uma alternativa para o mercado de preservacdo de alimentos
congelados, como massas de péo.

Estudos envolvendo o mecanismo de acdo das ISPs, assim como
suas fontes de obtencédo e disponibilidade foram amplamente discutidos na
literatura internacional na década de 90. Diversos pesquisadores
conseguiram elucidar que tipos de ISPs, a composicdo aminoacidica, em

alguns casos, e quais estruturas secundarias e terciarias dessas proteinas
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estdo presentes nas diferentes espécies de organismos vivos, sendo o maior
enfoque aquelas extraidas dos peixes naturais de regides com temperaturas
abaixo de 0 °C.

No final da década de 90 e inicio dos anos 2000, comegam a surgir
pesquisas envolvendo plantas, sendo o centeio a cultura de inverno mais
estudada. Nessa mesma época, comecam a aparecer, mais frequentemente,
trabalhos que visam a aplicagcdo dessas proteinas em alimentos com o
objetivo de preservar os danos causados durante o congelamento devido ao
crescimento dos cristais de gelo. Alguns estudos relatam o potencial de
aplicacdo de ISPs em sorvetes, tendo sido até mesmo comercializado um
produto contendo esse tipo de proteina clonada do sangue de um peixe
encontrado no Oceano Artico.

Embora o estudo das ISPs tenha sido amplamente discutido na
literatura internacional, no Brasil nenhum trabalho foi realizado até o
momento. Estudos, que caracterizem extratos brutos de folhas de cultivares
de cereais, como trigo e centeio, plantados no Brasil, trardo informacdes
inéditas nesse campo de pesquisa em Ciéncia e Tecnologia de alimentos no
ambito nacional.

A aplicacdo préatica de ISPs em alimentos congelados permitird um
conhecimento prévio sobre essas proteinas e demandara novas pesquisas

com o objetivo de investigar suas propriedades crioprotetoras.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE PROTEINAS
ESTRUTURADORAS DE GELO EM CULTIVLEIRAS DE TRIGO
E CENTEIO

2.1 INTRODUCAO

Baixa temperatura é a maior limitacdo ambiental para producéo
agricola. Geadas tardias atrasam a germinacao das sementes, geadas
precoces diminuem a qualidade e rendimento da colheita e baixas
temperaturas diminuem a sobrevivéncia de algumas culturas de inverno,
como os cereais, por exemplo. Algumas plantas, entretanto, tém a habilidade
de resistir as temperaturas abaixo do congelamento, por prolongados
periodos de tempo. Estudos tém demonstrado que isso é possivel devido a
sintese de proteinas especificas que estdo envolvidas no desenvolvimento
de tolerancia ao congelamento nessas plantas (HEW et a/., 1999).

No inverno, a temperatura de algumas areas frias pode chegar abaixo
de —40 °C. Plantas de inverno encontradas no Artico, Antartica e Alpes tém
desenvolvido um alto nivel de tolerancia ao frio. Acredita-se que as proteinas
associadas com a tolerancia ao congelamento s&do produzidas
endogenamente pelas células das plantas e sdo secretadas através da
membrana plasmatica dentro dos espacos intercelulares, para efeito e
modificacdo da formacdo de cristais de gelo durante a exposicdo a
temperaturas de congelamento (ATICI e NALBANTOGLU, 2003).

O centeio € uma planta capaz de resistir a temperaturas abaixo de
—20 °C (CHUN, YU e GRIFFITH, 1998). Cultivares de trigo de inverno tém
sobrevivido em temperaturas abaixo de —25 °C e algumas gramineas tem
resistido a temperaturas abaixo de —30 °C, confirmando que certas plantas
tém seus mecanismos especiais de protecdo contra o estresse ao frio (ATICI
e NALBANTOGLU, 2003).

De acordo com Silva et al. (2008), o trigo € capaz de resistir ao
congelamento das células por um processo chamado de aclimatacédo ao frio.
O fendmeno ocasiona mudancas fisioldgicas, bioquimicas e moleculares que

tornam as plantas resistentes ndo somente a temperaturas congelantes, mas
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também a desidratacdo induzidas pelo congelamento. Segundo os mesmos
autores, a aclimatacdo ocorre de acordo com a acdo sequencial de
temperaturas de resfriamento (maiores do que 0 °C) e de congelamento
(-3 a -5 °C). Entre os cereais, ocorre grande diferenca na exigéncia da
temperatura acima de 0 °C, necessaria para a iniciacdo da aclimatacdo. O
trigo, por exemplo, aclimata em temperatura abaixo de 2 °C.

A diminuicdo do potencial hidrico nos tecidos, em razdo da diminuicdo
do potencial osmatico pelo acimulo de aclUcares nos vacuolos € um aspecto
importante. Esse processo esta correlacionado ao aumento significativo de
acido abscisico e resulta na modificacdo da sintese de proteinas (SILVA et
al., 2008).

Denominadas proteinas anticongelantes (AFPs) em varios estudos,
estas também sdo conhecidas como proteinas estruturadoras de gelo
(ISPs), por se ligarem e influenciarem no crescimento dos cristais de gelo.
Proteinas com essas caracteristicas tém sido identificadas em peixes que
vivem em areas suscetiveis a formacédo de gelo e em plantas e insetos
sujeitos a esses ambientes (ANTIKAINEN e GRIFFITH,1997; CHENG, 1998;
FEENEY e YEH, 1998; GRIFFITH, 1999; ZHANG, ZHANG e WANG, 2007;
ZHANG et al., 2008).

De acordo com Hew et a/. (1999), a secrecdo de polipeptidios dentro
do apoplasto acompanhada por um aumento na atividade anticongelante é
uma resposta comum em todas as plantas da familia Poaceae expostas ao
frio. Esses autores relatam que os polipeptidios e as proteinas associados
com a tolerancia ao congelamento séo produzidos em menor quantidade em
plantas néo cultivadas em baixas temperaturas.

Em estudo realizado por Hon et al. (1994), os autores conseguiram
isolar seis AFPs com massa molecular variando de 16—35 kDa a partir do
apoplasto de folhas de centeio de inverno aclimatadas ao frio. Antikainen e
Griffith (1997) examinaram o acumulo de proteinas no apoplasto de plantas
durante a aclimatacdo ao frio por sete semanas através de eletroforese
(SDS—-PAGE). Em cevada e trigo de inverno, trigo e centeio de primavera, as
proteinas secretadas no apoplasto das folhas foram semelhantes aos de

centeio de inverno.
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O presente trabalho tem como objetivo investigar a presenca das ISPs
em cultivares brasileiras de trigo e centeio aclimatadas ao frio, além de
caracterizar fisico—quimicamente os extratos obtidos a partir das folhas
dessas plantas.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material experimental

O experimento de campo foi conduzido seguindo um arranjo fatorial
6x2 em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em que cada
tratamento teve trés repeticdes, totalizando 36 unidades experimentais. Para
0 preparo dos extratos de ISPs foram utilizadas as cultivares de trigo de
primavera: BRS Guabiju, Onix e LD 062212 desenvolvidas pela EMBRAPA,
OR Sementes e IAPAR, respectivamente, uma cultivar de centeio: IPR 89
desenvolvida pela IAPAR e duas cultivares de trigo de inverno: IPR 84 e
CD 104 desenvolvidas pela IAPAR e COODETEC, respectivamente.

As sementes foram semeadas em vasos plasticos de 4 L de solo
contendo (NH,).SO, (0,5 g/L), KCI (0,5 g/L), superfosfato simples (1 g/L) e
calcéario dolomitico (15 g/L) crescendo sob condi¢bes naturais (casa de
vegetacao, sem controle de temperatura, umidade e iluminacdo) por 12 dias,
em casa de vegetacdo do Setor de Agronomia da UFV.

Apés esse periodo, as plantas foram transferidas (trés repeticbes de
cada) para aclimatacdo em regime de luz de 10/14 h (dia/noite) por sete
semanas em camara fria com sistema de refrigeracdo (0—3°C, UR ~8 0 %) e
iluminacdo (1 400LUX) adaptados para a pesquisa, ho Departamento de
Tecnologia de Alimentos da UFV. Essas amostras foram referidas como
plantas aclimatadas ao frio (AF). As que permaneceram sob condicfes
naturais (casa de vegetacdo, sem controle de temperatura, umidade e
iluminacdo com trés repeticdes de cada), também por sete semanas, foram
referidas como néo aclimatadas (NA). As plantas foram regadas com agua
guando necessario.

Ao término de sete semanas de cultivo, foram obtidos os extratos de

ISPs a partir das folhas das plantas.
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2.2.2 Preparacao dos extratos de ISPs

Os extratos brutos de ISPs foram preparados de acordo com método
(infiltracdo a véacuo) descrito por Zhang et al/. (2008) com algumas
modificacdes. As folhas das plantas, apds colhidas, foram cortadas com
tesoura em trés sec¢des no sentido transversal, lavadas com agua deionizada
e trituradas em liquidificador (Marca Arno, modelo Faciliq) na velocidade
1 por 5 min, com solugcéo tampao Tris-HCI (pH 7,4) na proporgcéo 1:200
(amostra:tampdo g/mL) para as plantas AF e na propor¢cao 1:20
(amostra:tampéo g/mL) para as NA. A mistura foi centrifugada a 3500 x g a
4 °C por 30 min e filtrada em papel de filtro Whatman n°® 40. Os filtrados
contendo as ISPs foram acondicionados em potes plasticos identificados e

mantidos sob refrigeracéo até a realizacdo das analises.

2.2.3 Anélises de solidos totais, proteina e cinzas nos extratos de ISPs

Nesta etapa, todas as andlises foram realizadas segundo as
metodologias descritas pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 1997): sdlidos totais (n. 925.10), proteina bruta (n. 960.52) e cinzas
(n.923.03).

2.2.4 Identificacdo das proteinas estruturadoras de gelo (ISPs)

A distribuicdo da massa molecular de ISPs foi estudada por
eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE). Foi utilizado o método vertical com placas de 10x10 cm,
descontinuo de alta resolucdo em SDS—-PAGE, descrito por Laemmlis (1970)
e modificado por Fullington, Cole e Kasarda (1983) empregando-se gel de
empilhamento (“stacking gel”’) de poliacrilamida a 4 % (p/v) e gel de
fracionamento (“runnig gel”’) de poliacrilamida a 15 % (p/v). A eletroforese foi
conduzida a voltagem constante de 100 V por 4 horas. Os padrées de baixa
massa molecular utilizados foram: fosforilase b 97,0 kDa; albumina bovina
66,0 kDa; albumina de ovo 45,0 kDa; anidrase carbénica 30,0 kDa, inibidor

de tripsina 20,1 kDa; lisozima purificada da clara de ovo 14,4 kDa.
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A coloracdo dos géis com prata foi realizada de acordo com procedimento
descrito por Creste, Tulmann Neto e Figueira (2001).

2.3 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada no software SAS System v 9.1, onde
as caracteristicas avaliadas foram submetidas a andlise de variancia
(ANOVA) e os resultados para os quais foram detectadas diferencas
significativas (p < 0,05), foram analisados pelo teste de t, com nivel de

significancia de 5 %.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Teor de soélidos totais, proteina e cinzas nos extratos de ISPs

Os dados apresentados na Tabela 2.1 referem-se a composicao
guimica dos extratos de ISPs obtidos a partir das folhas das diferentes
cultivares estudadas. Pode-se observar que maior teor de solidos totais foi
encontrado nas NA as quais permaneceram por sete semanas em
temperatura ambiente ap0s a germinacdo. Independente do tratamento
utilizado, a cultivar ndo influenciou significativamente nos teores de solidos
totais, exceto para IPR 84 que diferiu das demais no extrato NA.

O menor teor de solidos encontrado para as cultivares AF
provavelmente ocorreu devido ao blogueio do crescimento das plantas
provocado pela baixa temperatura. Isso se deve a presenca de horménios
vegetais, dentre eles o acido abscisico, que € um regulador do crescimento
e desenvolvimento das plantas que promove respostas fisiologicas a
estresses abidticos, como neste caso, o frio (LEUNG e GIRAUDAT, 1998;
FINKELSTEIN, GAMPALA e ROCK, 2002), fazendo com que a planta
sintetize menor quantidade de nutrientes, como por exemplo, minerais,

diminuindo assim a quantidade de sélidos totais nos extratos.
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Tabela 2.1 — Teor de sélidos totais e proteina nos extratos de ISPs obtidos a partir das
plantas de trigo e centeio.

_ Solidos (g/100 g) Proteina’ (g/100 g)
Cultivar

AF° NA® AF° NA®

Trigo de Primavera:
BRS Guabiju 0,74+0,03°® 170+ 0,05*® 60,69+2,61%"  5218+341°%"
Onix 0,75+0,01*® 1,11+ 0,09°® 5823+319%*"W  4378+0,75""
LD 062212 0,78+0,09°®  1,07+0,01*® 56,75+ 4,39 *®W 4813 + 1,55 >

Centeio:
IPR89 0,78+0,05%®  1,10+0,06%® 5169+ 2,74°™ 4706 + 1,42 *®

Trigo de Inverno:
IPR84 0,86+0,17%"  0,92+0,15°"® 5476+2,67°°“®  5124+250*"W
CD 104 0,74+0,02°®  106+0,04%® 5315+1,48°™ 47,18 + 1,64 "®

' Os resultados estdo expressos em matéria seca; > AF: aclimatados ao frio; > NA: n&o aclimatados ao
frio. Letras mindsculas diferentes numa mesma coluna e mailsculas numa mesma linha entre as
médias dos teores de soélidos ou proteina mostram diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de t.

Em contraste, o teor de proteina bruta foi significativamente maior
para os extratos das plantas aclimatadas ao frio, exceto para a cultivar
IPR 84 em que nédo foram observadas diferengas estatisticas a 5 % de
significancia pelo teste de t entre os dois tratamentos. Chun; Yu e Griffith
(1998) também encontraram valores mais elevados de proteinas no extrato
de uma cultivar de trigo de primavera aclimatada ao frio, quando comparado
ao da nao aclimatada.

Segundo Modesto et al. (2002), a medida que as forrageiras atingem
a sua maturidade, ocorre decréscimo nos teores de proteina bruta associado
com aumentos nos teores de parede celular. Neste estudo, foi observado
gue as plantas cultivadas sob condicbes naturais desenvolveram-se mais
gue as plantas aclimatadas ao frio, o que explica essa diferenca observada
nos teores de proteina.

Nota-se também que o extrato da cultivar de trigo de primavera BRS
Guabiju apresentou um maior conteudo de proteina quando comparado com
0 conjunto de cultivares de inverno (trigo e centeio), nas amostras tratadas
sob aclimatacdo ao frio. Embora esse comportamento ndo tenha sido
observado em todas as cultivares de trigo de primavera estudadas em
trabalhos semelhantes também foi observada essa diferenca. Hew et al.
(1999), em estudo envolvendo diferentes cultivares de cereais, notaram que

extratos de cultivares de primavera, apresentaram maior teor de proteinas
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gquando comparadas as cultivares de inverno. Entretanto, este
comportamento ainda nédo esta elucidado.

N&o houve interagéo significativa para o tipo de tratamento (AF ou
NA) e tipo de cultivar quanto ao teor de cinzas. O extrato da cultivar BRS
Guabiju apresentou um teor de cinzas (1,91%) significativamente menor que
das cultivares Onix (2,21%), LD062212 (2,24%), IPR89 (2,52%), IPR84
(2,40%) e CD104 (2,34%). O extrato de centeio (IPR89) apresentou um teor
de cinzas significativamente maior que das cultivares de trigo de primavera
(BRS Guabiju, Onix e LD062212).

A aclimatagdo ao frio diminui significativamente os teores de cinzas
dos extratos (0,98%), em relacdo as cultivares ndo aclimatadas (3,56%),
corroborando que as condi¢cdes de crescimento da planta, observadas

durante o experimento, influenciaram a sintese de nutrientes.

2.4.2 Identificacdo das proteinas estruturadoras de gelo (ISPs)

Na Figura 2.1, estdo as imagens dos géis obtidos por eletroforese
SDS-PAGE na identificacdo das ISPs dos extratos obtidos a partir das
cultivares estudadas neste trabalho, apds sete semanas de aclimatacdo ao
frio (AF) e ndo aclimatadas (NA).

Nos extratos NA ndo foram observadas bandas nos géis, sendo que
somente os das cultivares BRS Guabiju e da CD 104 continham algumas
proteinas na faixa de 14,4 e 97,0 kDa, sob as condi¢cdes de analise.

Na Figura 2.1, pode-se observar no extrato de folhas de centeio (IPR
89) as seguintes proteinas: uma de 14,4 kDa, duas de 20,1-30,0 kDa, uma
de 30,0-45,0 kDa e uma de 66,0 kDa. Similarmente, as cultivares de trigo de
inverno apresentaram um maior nimero de proteinas na faixa de 14,4 a
66,0 kDa. No extrato da IPR 84, foram identificadas uma proteina de massa
molecular entre 14,4-20,1 kDa, trés de 20,1-30,0 kDa e outra de 45,0-66,0
kDa, enquanto que no da CD 104, foram encontradas proteinas de 14,4,
14,4-20,1, 20,1, 20,1-30,0, 45,0-66,0 e 97,0 kDa, sendo esta ultima,
identificada somente nessa cultivar.

Para as cultivares de trigo de primavera, o extrato da BRS Guabiju
AF, apresentou apenas duas proteinas no intervalo de massa molecular

investigado, uma com 20,1 kDa e outra na faixa de 20,1-30,0 kDa, enquanto
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que nos da Onix e LD 062212, foram encontradas proteinas de
20,1-30,0 kDa e 45,0-66,0 kDa, uma de cada, além de outra de 45,0 kDa
somente para a LD 062212.

Trigo de primavera Centeio Trigo de inverno
oosiz22 > [ pres )/ PR84 cD104
.

@S Guabiju  Onix

97,0 kba

66,0.kDa %
45,0kDa '
30,0102 g : ‘
20,1kDa . ‘ ‘

14,4M.

Padrdo  AF NA AF NA AF NA AF NA AF NA AF NA

(ol

Figura 2.1 — Géis de eletroforese em SDS—PAGE dos extratos obtidos das cultivares
de trigo de primavera (BRS Guabiju, Onix e LD 062212 AF), centeio (IPR 89) e trigo de
inverno (IPR 84 e CD 104) aclimatados ao frio (AF) e ndo aclimatados (NA) por sete
semanas de cultivo. Padrdo: fosforilase b 97,0 kDa; albumina bovina 66,0 kDa;
albumina de ovo 45,0 kDa; anidrase carbénica 30,0 kDa, inibidor de tripsina 20,1 kDa;
lisozima purificada da clara de ovo 14,4 kDa.

Nota-se que as cultivares de primavera (BRS Guabiju, Onix e
LD 062212) apresentaram menos proteinas com massas moleculares entre
14,4 e 97,0 kDa quando comparadas com as cultivares de inverno (IPR 84 e
CD 104). Isto ndo €, no entanto, um indicativo de que estas possuem uma
atividade de ISPs mais baixa ou menos eficiente do que as cultivares de
inverno, uma vez que, segundo Hon et al. (1994), a atividade de ISPs
depende néo sé do tipo como também da concentracdo de ISP presente no
extrato.

Resultados semelhantes foram reportados por Hon et al. (1994), ao
identificarem e caracterizarem ISPs, individualmente, em extratos obtidos a
partir de folhas de centeio aclimatadas ao frio. Os autores separaram as
proteinas por SDS-PAGE em condi¢des ndo redutoras, sendo que um total
de sete bandas foi observado. As bandas foram cortadas e cinco das
proteinas eluidas, com massas moleculares de 19, 26, 32, 34 e 36 kDa,
mostraram um alto grau de atividade de ISPs, uma vez que modificaram a
morfologia de crescimento normal de cristais de gelo, formando bipiramides
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hexagonais quando as solu¢cfes foram congeladas. Entretanto, as proteinas
de 11 e 13 kDa apresentaram baixa atividade.

Em um estudo envolvendo o acumulo de ISPs em cereais tolerantes
ao frio, Antikainen e Griffith (1997) também identificaram diferentes proteinas
em extratos de folhas aclimatadas a baixas temperaturas que se mostraram
capazes de modificar a forma dos cristais de gelo, o que néo foi constatado
nos extratos nao aclimatados. No extrato da cultivar de trigo de inverno,
foram identificadas proteinas de massa molecular de 31,0-45,0, 21,5,
14,4-21,5, 14,4 e menor de 14,4 kDa sendo uma de cada, e duas de
21,5-31,0 kDa. Cultivar de trigo de primavera produziu extrato com
composigdo similar, exceto que a proteina de massa molecular na faixa de
31,0-45,0 kDa néo estava presente.

Kontogiorgos et al. (2007) isolaram e caracterizaram ISPs a partir do
extrato de folhas de trigo de inverno aclimatadas ao frio. Os extratos obtidos
foram concentrados por ultrafiltracdo e purificado antes da identificacdo das
proteinas. Os autores tinham como objetivo identificar a presenca de ISPs
capazes de inibir a recristalizacdo do gelo. A determinacdo da massa
molecular por espectrometria de massa confirmou a presenca das proteinas
de 21,3 e 12,9 kDa, identificadas pela eletroforese SDS-PAGE. Também foi
detectada a presenca de uma proteina com massa molecular de 40 kDa. Os
autores verificaram, ainda, que os extratos ndo aclimatados ndo produziram
atividade de ISPs, ou seja, eles néo inibiram a recristalizacédo do gelo.

A partir das observacfes relatadas por esses pesquisadores e de
acordo com os resultados encontrados, acredita-se que as -cultivares
estudadas no presente trabalho tém potencial para produzir extratos
capazes de apresentar atividade de ISPs. Sendo assim, estudos posteriores

foram realizados para testar essa suposicao.
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2.5 CONCLUSOES

A aclimatacdo ao frio provocou diminui¢do no teor de sdlidos totais e
cinzas, e um aumento na concentracdo de proteina nos extratos de todas as
cultivares.

Nos extratos AF, foram identificadas diferentes proteinas com massas
moleculares na faixa de 14,4 a 66,0 kDa para o centeio e as cultivares de
trigo de inverno, enquanto que os extratos de trigo de primavera exibiram um
menor nimero de bandas, entre 20,1 a 66,0 kDa, valores esses que estao
dentro da faixa de massa molecular de ISPs presentes em plantas
aclimatadas ao frio.

Os extratos NA praticamente ndo exibiram bandas protéicas, quando
comparadas aos extratos AF, indicando que a aclimatacdo ao frio induz a

formacao de ISPs em cultivares brasileiras de trigo e centeio.
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CAPITULO 3

DISTRIBUICAO E CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE DE
PROTEINAS ESTRUTURADORAS DE GELO EM CULTIVARES
BRASILEIRAS DE TRIGO

3.1 INTRODUCAO

A capacidade das plantas em sobreviver a temperaturas de
congelamento pode variar extensamente. Em um extremo estéo as plantas
de regibes tropicais que virtualmente n&o possuem capacidade de
sobreviver em temperaturas muito baixas. Por outro lado, plantas herbaceas
de regides de clima temperado, geralmente sobrevivem a temperaturas de
congelamento variando de -5 °C a —30 °C, dependendo da espécie.

De uma forma geral, o maximo de toler&ncia ao congelamento das
plantas € induzido em resposta a baixas temperaturas, ndo congelantes
(por volta de 10 °C), um fendbmeno conhecido como "aclimatacédo ao frio."
Plantas de trigo cultivadas em temperatura ambiente, por exemplo, morrem
por congelamento em ambientes frios por volta de -5 °C, mas depois de
aclimatadas ao frio, conseguem sobreviver ao congelamento em
temperaturas tao baixas quanto —20 °C (THOMASHOW, 1998).

Quando um organismo é resfriado a uma temperatura abaixo do
ponto de congelamento de equilibrio dos fluidos do seu tecido, o gelo pode
se formar, evento geralmente letal para as células. Organismos que sao
resfriados a temperaturas de congelamento, apresentam algum mecanismo
capaz de interferir no congelamento da agua do corpo, de tal maneira que o
congelamento é prevenido ou torna-se toleravel. Isso € feito por meio da
nucleacdo de gelo e mecanismos antinucleantes, que de varias maneiras
promovem ou neutralizam a formacdo de gelo. Proteinas anticongelantes
podem impedir o crescimento de cristais de gelo em solucfes de uma forma
ndo coligativa, ou seja, sem afetar significativamente o ponto de fusdo da
solucdo. Isto implica que os cristais de gelo podem permanecer em contacto
com a agua supercongelada sem crescimento dos mesmos
(GRIFFITH et al., 1992; ZACHARIASSEN e KRISTIANSEN, 2000; ATICI e
NALBANTOGLU, 2003).
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De acordo com Hew et al. (1999), o mecanismo responsavel pela
tolerdncia ao congelamento em plantas reside dentro da célula, para
protegé-la na formacdo interna de cristais de gelo. Esses autores
encontraram um grupo de polipeptidios acumulados extracelularmente, inibe
a nucleacéo de gelo e atividades anticongelantes controlam o crescimento
dos cristais nos espacos intercelulares. Os polipeptideos associados com
propriedades anticongelantes, recentemente reportados como proteinas
estruturadoras de gelo (ISPs), estdo presentes em grupos com massas
moleculares de 5-9, 9-11, 11-15, 21-23, 24-27, 30-31, 31-33, 32-36,
60—68, 89-100 e de 161 kDa, e podem combinar para fornecer estruturas de
proteinas tolerantes ao congelamento com propriedades de modificar a
nucleacdo do gelo e/ou com capacidade anticongelante.

Os mesmos autores estudaram o acumulo de polipeptideos durante a
aclimatacdo ao frio por varias semanas e observaram que aos 78 dias de
aclimatacdo, folhas de centeio atingiram um maximo de toler&ncia ao
congelamento, exibindo um alto contetdo dos polipeptideos extracelulares.
No entanto, a maioria dos polipeptidios diminui em intensidade ou deixa de
estar presentes apés 102 dias de aclimatacdo e as folhas ficam pouco
tolerantes ao frio.

A atividade anticongelante em extratos de folhas aclimatadas ao frio
pode ser determinada pela observacdo de cristais de gelo no estagio de
congelamento em microscopio. Em agua pura, o gelo normalmente cresce
paralelo ao eixo basal (chamado eixo a) da estrutura cristalina, com pouco
crescimento perpendicular ao eixo basal, ou seja, paralelo ao eixo ¢, de
modo que os cristais de gelo parecem planos e redondos. Na presenca do
extrato em baixas concentracfes (nM) de ISPs, o crescimento do cristal de
gelo € inibido no plano basal a, tanto que as faces do prisma hexagonal dos
cristais comecam a ficar evidentes. Em altas concentracbes (uUM) de ISPs,
os cristais de gelo crescem predominantemente ao longo do eixo ¢ para
formar bipiramides hexagonais ou cristais tipo agulha. (GRIFFITH et al.,
1992; HON et al, 1994, 1995; ANTIKAINEN e GRIFFITH, 1997,
HEW et al., 1999).
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De acordo com Hon et al. (1995), as ISPs conseguem estabelecer
ligagbes com o gelo modificando sua morfologia, devido a existéncia de
terminais polares de amino&cidos que se alinham, de modo a permitir
interacOes estaveis com a grade cristalina.

Os polipeptidios associados com a tolerancia ao congelamento séo
produzidos em menor extensdo por células de plantas ndo aclimatadas ao
frio. Os extratos obtidos a partir dessas plantas formam cristais de gelo
planos e circulares, quando submetidas ao congelamento, semelhantes a
morfologia dos cristais em agua pura (HEW et al., 1999).

A proposta deste trabalho foi investigar a presenca e atividade de
ISPs em cultivares de trigo ao longo de sete semanas de cultivo sob

aclimatacéo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material experimental

Para o preparo dos extratos de ISPs, foram utilizadas as cultivares de
trigo de primavera (BRS Guabiju desenvolvida pela EMBRAPA) e de inverno
(CD 104 desenvolvida pela COODETEC). O experimento foi conduzido
seguindo um delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo quatro
repeticbes para as plantas sem aclimatacdo por sete semanas, e mais
guatro para cada uma das sete semanas de aclimatacao ao frio.

As sementes foram semeadas e cultivadas conforme descrito no item
2.2.1 do capitulo 2, exceto que foram utilizados 2 000 LUX no sistema de
iluminacdo da camara fria. As plantas aclimatadas foram regadas,
semanalmente, com solucdo nutritiva [(NH,4)>.SO4 a 0,1 %]. Ao final de cada
semana de cultivo, por um periodo total de sete semanas, quatro vasos
(repeticBes) de cada cultivar foram retirados do sistema de refrigeracéo e as
plantas foram colhidas para extracdo das ISPs. Essas amostras foram
referidas como plantas aclimatadas ao frio (AF). As que permaneceram sob
condi¢cbes naturais (casa de vegetacdo, sem controle de temperatura,
umidade e iluminacdo) por sete semanas, foram referidas como nao

aclimatadas (NA).
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3.2.2 Extracéo das proteinas estruturadoras de gelo

A obtencéo dos extratos brutos de ISPs foi realizada de acordo com
método descrito por Zhang et a/. (2008) modificado. O procedimento foi o
mesmo utilizado no item 2.2.2 do capitulo 2, exceto que cultivares AF foram
trituradas em liquidificador com solugdo tamp&o Tris-HCl (pH 7,4) na

proporcao 1:7 (amostra:tampao g/mL).

3.2.3 Caracterizacao protéica dos extratos de ISPs

Para caracterizacdo dos extratos foram realizadas analises para
determinar o seu conteddo protéico e a identificacdo das ISPs por
eletroforese SDS-PAGE.

As analises de proteina e solidos totais nos extratos foram realizadas
segundo as metodologias descritas pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1997), métodos n°. 960.52 e n°. 925.10, respectivamente.

A distribuicdo da massa molecular de ISPs foi estudada por
eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) conforme procedimento descrito no item 2.2.4 do

capitulo 2.

3.2.4 Atividade das ISPs

A atividade das ISPs nos extratos obtidos apdés sete semanas de
aclimatacdo foi analisada qualitativamente pelo exame da morfologia do
crescimento dos cristais de gelo de acordo com Hew ef al (1999) com
algumas modificacdes.

Laminas para microscopia, contendo 5 puL da amostra e cobertas por
laminula, foram acondicionadas em uma caixa de isopor contendo diéxido de
carbono seco (—78 °C) por 10 min. A observacao dos cristais de gelo foi feita
imediatamente apos a retirada da lamina da caixa. A morfologia dos cristais
de gelo foi feita através de imagens capturadas com camera digital (Sony
DSC W-150, 8.1 Mega pixels, 5x optical zoom) acoplada ao microscopio de
contraste de fase (Olympus BX 41, Ocular 10x, Objetiva 10x, Contraste

PH3), no Departamento de Botanica da UFMG. A agua destilada, a solucéo
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tampéo Tris-HCI (pH 7,4) e os extratos das plantas ndo aclimatadas ao frio

foram usados na comparacéo.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada Andlise Estatistica Descritiva para avaliar o efeito do
tempo de aclimatacdo no teor de proteina dos extratos das cultivares
estudadas. Os graficos foram obtidos utilizando o programa Microsoft Office
Excel 2007.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Composicéo proteica dos extratos de ISPs

Os extratos obtidos durante as sete semanas de aclimatacéo ao frio
tiveram variacdo nos teores de solidos totais entre 0,64 a 1,92 g/100 g de
amostra e 0,64 a 1,72 g/100 g de amostra para as cultivares BRS Guabiju e
CD 104, respectivamente. Para os extratos obtidos do trigo de primavera e
inverno cultivados sob condi¢bes naturais, os teores foram iguais a 1,70 e
1,06 g/100 g, respectivamente.

Na Figura 3.1 estdo representados os teores de proteinas nos
extratos protéicos obtidos durante as sete semanas de aclimatacédo ao frio.
Nota-se queda no teor de proteina da 1% a 32 semana, com estabilizacao
durante as semanas seguintes, exceto para cultivar BRS Guabiju que
aumentou consideravelmente o teor de proteinas da 62 para 72 semana.
Como as cultivares de primavera sdo menos responsivas a aclimatacao,
comparadas as de inverno, acredita-se que essas plantas desenvolvam
algum mecanismo para compensar esse comportamento. Sugere-se que as
proteinas especificas tolerantes ao congelamento sintetizadas pelas
cultivares de primavera sejam menos efetivas na sua protecdo a baixas
temperaturas, de modo que a maior concentracdo protéica nestas plantas

ocorra para aumentar sua tolerancia ao estresse pelo frio.
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Figura 3.1 — Teor protéico dos extratos de ISPs das folhas das plantas de trigo de
primavera (BRS Guabiju) e de inverno (CD 104) aclimatadas ao frio por uma a sete
semanas. As barras representam o desvio padrdo da média.

Em estudo semelhante, Antikainen e Griffith (1997) investigando a
presenca de ISPs em diferentes membros da familia Poaceae, observaram
gue o teor de proteina em extratos obtidos a partir de cultivares de trigo de
inverno e primavera acumulou gradativamente a partir da 32 semana de
aclimatacdo. Esses autores também observaram uma queda no teor de
proteina da 1% a 3% semana, mas 0s autores ndo explicaram quais sao as
razbes que levam a esse comportamento no teor protéico durante o estresse
ao frio.

Supbem-se que essa queda no conteudo protéico ocorra ao longo das
primeiras semanas em resposta ao estresse ao frio regulado por hormonios
vegetais, por exemplo, o acido abscisico (ABA). O ABA, um fitorménio do
estresse, regula o crescimento e desenvolvimento da planta, por todo o ciclo
de vida, desempenhando func¢des durante a germinacdo. Além disso, €
capaz de regular aspectos fisioldgicos nas respostas a estresses naturais
tais como seca, salinidade e frio (LEUNG e GIRAUDAT, 1998;
FINKELSTEIN, GAMPALA e ROCK, 2002).
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3.4.2 Identificacdo das proteinas estruturadoras de gelo (ISPs)

A identificacdo de ISPs por eletroforese nos extratos de trigo de
inverno e primavera durante as sete semanas de aclimatacéo ao frio e néo

aclimatados se encontram nas Figuras 3.2, 3.3 e 3.4.

g! |
P1 I P, I3 Ps;  Padrio

Figura 3.2 — SDS-PAGE dos extratos obtidos das cultivares (I) CD 104 (trigo de
inverno) e (P) BRS Guabiju (trigo de primavera) obtidos na primeira (I; e P;), segunda
(I, e Py) e terceira semana (l; e P3) de aclimatacdo ao frio. Padrdo fosforilase b 97,0
kDa; albumina bovina 66,0 kDa; albumina de ovo 45,0 kDa; anidrase carbdnica 30,0
kDa, inibidor de tripsina 20,1 kDa; lisozima purificada da clara de ovo 14,4 kDa.
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Figura 3.3 — SDS-PAGE dos extratos obtidos das cultivares (I) CD 104 (trigo de
inverno) e (P) BRS Guabiju (trigo de primavera) obtidos na quarta (I, € P,4), quinta (Is e
Ps) e sexta semana (ls € Pg) de aclimatacdo ao frio. Padréo: fosforilase b 97,0 kDa;
albumina bovina 66,0 kDa; albumina de ovo 45,0 kDa; anidrase carbénica 30,0 kDa,
inibidor de tripsina 20,1 kDa; lisozima purificada da clara de ovo 14,4 kDa.

—~ 97.0 kDa
W 66.0kDa

. 45,0 kDa

W 20,1 kDa

L s 14,4 kDa

33



97,0 kDa
66,0 kDa

45,0 kDa

Q 14,4 kDa

|7 P7 INA PNA Padréo

Figura 3.4 SDS-PAGE dos extratos obtidos das cultivares (I) CD 104 (trigo de inverno)
e (P) BRS Guabiju (trigo de primavera) obtidos na sétima (I, e P;) semana de
aclimatacdo ao frio e ndo aclimatados (Ina € Pna). Padréo: fosforilase b 97,0 kDa;
albumina bovina 66,0 kDa; albumina de ovo 45,0 kDa; anidrase carbdnica 30,0 kDa,
inibidor de tripsina 20,1 kDa; lisozima purificada da clara de ovo 14,4 kDa.

Nota-se que diferentes ISPs na faixa de 66,0-97,0 kDa foram
identificadas apenas nas duas primeiras semanas, enquanto que as de
97,0 kDa foram encontradas apenas apoés trés semanas (Fig 3.2). A ISP de
66,0 kDa esteve presente somente na terceira semana para os dois tipos de
trigo (Fig 3.2) e para sétima semana no trigo de inverno (Fig 3.4).

Pode ser também observado que ao longo das sete semanas de
aclimatacdo, houve uma prevaléncia das bandas na faixa de 14,4 a
30,0 kDa, para os dois tipos de trigo. No entanto, somente apds cinco
semanas, nota-se a presenca de ISP de 30,0 kDa em alguns extratos
obtidos. A ISPs de 14,4 kDa foi identificada somente nos extratos de trigo de
primavera com duas e quatro semanas (Fig 3.2 e 3.3.) € no de inverno na
sétima semana (Fig 3.4).

Nos extratos ndo aclimatados foram identificadas duas ISPs em cada
um deles, no de trigo de inverno uma ISPs com massa molecular entre
30,0-45,0 kDa e outra com 20,1-30,0 kDa. O extrato de trigo de primavera
possui uma ISP de 14,4 kDa e também uma ISP com massa molecular entre
20,1-30,0 kDa, mas que é diferente da do trigo de inverno (Fig. 3.4).

Os resultados encontrados séo sustentados por pesquisas anteriores
de outros autores. Hew et al. (1999) observaram que polipeptidios de

extratos de folhas de centeio ndo aclimatadas sao detectados a niveis muito
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pequenos e que eles se acumulam paulatinamente durante 35, 50, 57 e 78
dias de aclimatacdo ao frio. Os autores verificaram que a maioria dos
polipeptidios acumulados estava relacionada com mudancas na tolerancia
ao congelamento.

Assim como no presente estudo, Antikainen e Griffith (1997) também
observaram que distintas proteinas foram identificadas em diferentes
semanas de aclimatacdo. Os autores mencionaram que uma proteina de
32 kDa aumentou de intensidade durante as sete semanas de aclimatacao,
enquanto que as de 35, 25 e 16 kDa foram detectadas apenas apés quatro
semanas de aclimatacao ao frio. Proteinas similares acumulam no apoplasto
das folhas de trigo de inverno e primavera durante a aclimatacéo ao frio. Foi
também detectada uma de 42 kDa no trigo de inverno e outra de 22 kDa no
trigo de primavera aclimatados ao frio. Além disso, foi encontrada outra de
24 kDa em ambos tipos de trigo. Os autores conseguiram relacionar a
presenca dessas proteinas com atividades de ISPs através do exame da

morfologia do crescimento de cristais de gelo.

3.4.3 Atividade das ISPs

A atividade das ISPs em modificar a forma dos cristais de gelo néao foi
observada em nenhum dos extratos das plantas ndo aclimatadas (Fig. 3.5d e
f); assim como na agua destilada (Fig. 3.5a) e no tampéo (Fig. 3.5b), ha
formacédo de cristais de gelo planos e circulares.

Na Figura 3.5 (c) e (e), o crescimento dos cristais de gelo junto ao
eixo ¢, indicaram que apos sete semanas de aclimatacéo ao frio, os extratos
obtidos das cultivares de trigo de primavera (BRS Guabiju) e inverno
(CD 104) exibiram uma morfologia dos cristais de gelo caracteristica da
presenca de ISPs, resultados esses que foram semelhantes aos
encontrados por outros pesquisadores (HON ef al, 1994 e 1995;
ANTIKAINEN e GRIFFITH, 1997; GRIFFITH et al., 1997; HEW et al., 1999;
GRIFFITH e YAISH, 2004; JACKMAN et al., 2007).
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Agua destilada

Tampéo Tris-HCI

Trigo de Inverno (CD 104)
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Figura 3.5 — Morfologia dos cristais de gelo: na agua destilada (a) e no tampdao Tris-
HCI (b), o crescimento do gelo ocorre no sentido do plano basal a, formando cristais
planos e redondos. O mesmo € observado para os extratos das cultivares de trigo de
primavera BRS Guabiju (d) e de inverno CD 104 (f) ndo aclimatados ao frio. Nos
extratos das plantas aclimatadas ao frio por sete semanas, os cristais de gelo
crescem no sentido do eixo ¢, com formatos tetraédricos, tanto para a cultivar de
trigo de primavera BRS Guabiju (c) e de inverno CD 104 (e).

As formas observadas sdo caracteristicas de um nivel baixo de ISPs,
sendo que os cristais dos extratos das cultivares BRS Guabiju e CD 104
apresentaram um formato tetraédrico e de coluna hexagonal,
respectivamente. Segundo Antikainen e Griffith (1997) nos extratos com
baixa atividade de ISPs, os cristais de gelo se apresentam como hexagonos
planos. Num estudo utilizando diferentes cultivares de cereais, esses autores
observaram que as cultivares de trigo de primavera e inverno apresentaram
alto nivel de atividade anticongelante constatado pela observacdo de formas
de bipiramides hexagonais e cristais tipo agulha, respectivamente.

Como os extratos analisados no presente trabalho sdo mais diluidos
gue os pesquisados por Antikainen e Griffith (1997), a concentracéo de ISPs
presentes € mais baixa, acarretando, consequentemente, em menor
capacidade em modificar a estrutura do gelo. Acredita-se também, que as
cultivares de trigo brasileiras podem exibir comportamento diferente frente

ao estresse ao frio, e sintetizar menor nivel de ISPs nas plantas.
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3.5 CONCLUSOES

O conteudo protéico nos extratos obtidos de cultivares brasileiras de
trigo diminuiu nas primeiras trés semanas de aclimatacdo ao frio e se
manteve constante até a sétima semana. Diferentes proteinas com massas
moleculares entre 14,4 e 97,0 kDa estédo presentes nesses extratos ao longo
de sete semanas de aclimatagdo, havendo, de modo geral, uma prevaléncia
de bandas na faixa de 14,4 a 30,0 kDa para as duas cultivares. As proteinas
presentes nestes extratos foram capazes de modificar a morfologia de
crescimento dos cristais de gelo, com formatos tetraédrico e de coluna

hexagonal, indicando baixa atividade de ISPs.
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CAPITULO 4

EFEITO CRIOPROTETOR DE PROTEINAS
ESTRUTURADORAS DE GELO EM MASSAS DE
PAO CONGELADAS

4.1 INTRODUCAO

Segundo a RDC n.° 90 de 18 de outubro de 2000, o pao tipo francés é
um “produto fermentado, preparado, obrigatoriamente, com farinha de trigo,
sal (cloreto de sdOdio) e agua, que se caracteriza por apresentar casca
crocante de cor uniforme castanho-dourada e miolo de cor branco-creme de
textura e granulacao fina ndo uniforme” (BRASIL, 2000). O pao tipo francés
€ 0 mais consumido entre os diferentes produtos de panificacdo produzidos
no Brasil (ABIP, 2009).

Nos ultimos anos, os estabelecimentos no segmento de panificacéo
tém optado pela comercializacdo de massas congeladas, paes pré-assados
congelados ou pades assados congelados, devido a praticidade, diminuicédo
de custos com mao de obra especializada e flexibilidade para a producéo
com a diminuicéo consideravel do trabalho noturno nesses estabelecimentos
(WATANABE e BENASSI, 2000; GUTKOSKI e SANTOS, 2004; ROMEU,
TADINI e MATUDA, 2006).

No entanto, esses tipos de produtos apresentam algumas
caracteristicas indesejaveis, pois podem perder sua qualidade e aparéncia
de péo fresco. Isso € uma consequéncia das alteracdes que ocorrem
durante os ciclos de congelamento e descongelamento parciais, durante a
distribuicdo, transporte e armazenamento (WATANABE e BENASSI, 2000).

Durante o congelamento, cristais de gelo se formam dentro da
estrutura da massa causando danos na rede de gluten por agcdo mecanica
(BERGLUND, SHELTON e FREEMAN, 1991). Assim, durante o
descongelamento da massa, pode haver perda consideravel de agua,
diminuindo a qualidade de panificacdo. O baixo volume e estrutura de miolo
aberta e mais firme do pao assado também séo caracteristicas indesejaveis
provocadas pelo estresse do congelamento (WATANABE e BENASSI, 2000;
XU et al., 2009).
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A utilizacéo de farinha de trigo de gluten forte, leveduras tolerantes ao
congelamento e adicdo de alguns aditivos tem sido uma pratica com o
objetivo de minimizar essas perdas na qualidade da massa congelada para
producéo do pao (ZANG et al., 2007 e 2008). No entanto, os aditivos mudam
as propriedades de textura, assim como a producdo de compostos volateis
do péo (ZANG et al., 2008).

Proteinas estruturadoras de gelo (ISP) sdo substancias encontradas
em uma ampla gama de plantas de inverno que sao capazes de inibir o
crescimento e recristalizacdo de gelo que se forma nos espacos
intercelulares (GRIFFITH et al, 1997, GRIFFITH e YAISH, 2004). Essa
habilidade das ISPs tem levado a apresentacdo de propostas para a
utilizacdo dessas proteinas em uma vasta area, como a melhoria das
propriedades dos alimentos congelados, a criopreservacdo de o6rgdos e
células de transplante, criocirurgia e na aquicultura (CREVEL, FEDYK e
SPURGEON, 2002).

O presente trabalho tem como objetivo obter extratos protéicos com
atividade de ISPs a partir de cultivares de trigo e centeio e verificar seu efeito

crioprotetor em massas de péo tipo francés congeladas.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material experimental

A primeira etapa do experimento foi conduzida seguindo
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em que uma cultivar de trigo
de primavera (BRS Guabiju desenvolvida pela EMBRAPA), uma de trigo de
inverno (CD 104 desenvolvida pela COODETEC) e uma de centeio (IPR 89
desenvolvida pela IAPAR) foram plantadas com quatro repeticdes,
totalizando 12 unidades experimentais.

As sementes foram semeadas e cultivadas sob refrigeracao por sete
semanas apos 12 dias de germinacdo sob condicBes naturais, conforme

descrito no item 3.2.1 do capitulo 3.

39



4.2.2 Preparagao dos extratos de ISPs

A extracdo das proteinas (infiltragdo a vacuo) foi realizada de acordo
com método descrito por Zhang et al. (2008) modificado. O procedimento foi

igual ao utilizado no item 3.2.2 do capitulo 3.

4.2.3 Caracterizacéo dos extratos de ISPs

As andlises de proteina e sdlidos totais nos extratos foram realizadas
segundo as metodologias descritas pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1997), métodos n°. 960.52 e n°. 925.10, respectivamente.

A atividade das ISPs nos extratos obtidos foi analisada
gualitativamente pelo exame da morfologia do crescimento dos cristais de
gelo de acordo com Hew et al. (1999) com algumas modificacOes, descrito

no item 3.2.4 do capitulo 3.

4.2.4 Elaboracdo de massa de pdo tipo francés

As massas de pao tipo francés foram elaboradas segundo método
10-10B da AACC (2000) com modificacbes. Para elaboracdo da massa de
pao tipo francés, foi utilizada farinha de trigo tipo especial — Suprema (Bunge
Alimentos S.A.) com 13,44 % e 13,04 % de proteina e teor de umidade,
respectivamente, dados esses que foram utilizados nos calculos da
formulacdo da massa.

Para cada amostra, aproximadamente 20 g de farinha de trigo foram
utilizadas seguindo a formulagédo (em Baker’'s %): 100 % de farinha de trigo;
6,0 % de sacarose; 1,5 % de sal; 1,1 % de fermento e 1,0 % de gordura
vegetal hidrogenada. Cada massa deu origem a 3 replicatas que foram
utilizadas nas analises de sinérese, identificacdo e quantificacdo de
subunidades de gluteninas e microscopia da massa.

A quantidade de 4gua adicionada, baseada em 60,3 % de absorcao,
foi calculada de acordo com o teor de proteina e umidade da farinha. Os
extratos de ISPs das folhas de trigo e centeio foram diluidos em agua, de

modo que trés niveis diferentes de proteinas foram adicionados: 4, 8 e
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12 mg de proteina/100 g de massa. Amostras sem adi¢éo do extrato de ISPs
foram preparadas somente com agua (0 mg de proteina/100 g de massa).

A massa foi misturada em um agitador mecéanico de haste (marca
Nova Etica, modelo 103), com batedor tipo gancho em trés etapas: na
primeira foram misturados a farinha, o acucar e o sal durante 30 segundos, a
seguir, o fermento dissolvido na dgua e/ou extrato de ISPs foi adicionado e
misturado por um minuto, na Ultima etapa foi acrescentada a gordura vegetal
hidrogenada agitando-se por mais 6 min para o desenvolvimento da massa.

Apos a formacdo de uma massa lisa e homogénea, foram retiradas
trés amostras de 10 g de cada formulacéo, boleadas, deixadas em descanso
por 20 minutos, sendo cilindradas e modeladas manualmente, e colocadas
em sacos plasticos de polietileno identificados. Por fim, as amostras foram
congeladas em freezer a — 18 °C pelo tempo necessario de acordo com a

realizacdo das analises.
4.2.5 Sinérese nas massas de pao congeladas

As amostras contendo ISPs e a amostra sem adi¢cdo de extrato foram
submetidas a trés ciclos de congelamento (20 horas a -18 °C) e
descongelamento (4 horas a 25 °C) segundo metodologia estabelecida por
Lee et al. (2002), com algumas modificaces. A técnica consiste em colocar
a amostra em um funil de Blchner acoplado a um kitassato. Sobre a
amostra foi colocado um peso de 1 kg para acelerar a saida da agua durante
filtracdo a vacuo por 10 min. A determinacdo da sinérese (porcentagem de
agua liberada) foi calculada pela diferenca entre a massa inicial (M;) antes do
congelamento e a massa final (M;f) das amostras apés a filtracdo
(Eq. 4.1).

% Sinérese= Mi - Mf x 100 (4.1)
Mi

4.2.6 Identificacdo e quantificacdo das proteinas nas massas de pao

Foi utilizada técnica de andlise descrita por Pirozi et al. (2008) para
identificacdo e quantificacdo das gluteninas nas massas de pdo com e sem

adicdo de extrato de ISPs apds o congelamento (—18 °C) por 30 dias. Para
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comparacdes, também foi realizada analise com a massa recém preparada

(ndo congelada) sem adicéo de extrato.

4.2.6.1 Preparo das amostras

4.2.6.1.1 Proteina polimérica total

Em um microtubo tipo Eppendorf, contendo 10 mg de amostra, foram
adicionados 1 mL de tampao-SDS (0,5 % SDS em 0,05 M fosfato de sédio
monobasico, pH 6,9), seguindo homogeneizacdo em um agitador de tubos
(tipo vortex, marca Marconi, modelo MA-162) por 5 min na velocidade 10.
Posteriormente, a suspenséo foi tratada em sonicador de haste (marca Cole-
Parmer Instrument Company Ltd., modelo Ultrasonic Homogenizer 4710
series), em poténcia constante de 8 W por 15 segundos, sendo as amostras
resfriadas em banho de gelo e mantidas sob refrigeragcdo até a
centrifugagcédo. As amostras foram entédo centrifugadas a 16.873 x g por 15
min em microcentrifuga (marca Eppendorf AG, modelo 5418); o
sobrenadante foi recolhido por uma seringa e filtrado em filtro de nylon de
0,45 ym dentro de vials de 2 mL. Os vials foram aquecidos em banho-maria
(Marca Solab) a 80 °C + 1°C por 2 min, resfriados em banho de gelo e

conservados sob refrigeracao até a sua quantificacdo no SE-HPLC.

4.2.6.1.2 Proteina polimérica extraivel

A preparacdo das amostras para identificacdo das proteinas
poliméricas extraiveis foi realizada sob as mesmas condicGes descritas para
guantificacdo das proteinas poliméricas totais, exceto que as amostras néo
passaram pela etapa de tratamento no sonicador de haste. O residuo foi

reservado para obtencao de proteina polimérica nao extraivel.

4.2.6.1.3 Proteina polimérica néo extraivel

O residuo da extracdo da etapa anterior foi ressuspenso em 1 mL de
tampao-SDS e tratado de acordo com o procedimento descrito para

guantificacdo das proteinas poliméricas totais com algumas modifica¢bes. O
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residuo foi homogeneizado no agitador de tubos por 10 min e foi utilizada
poténcia constante de 8 W por 30 segundos no sonicador de haste.

4.2.6.2 Determinagdo das proteinas poliméricas por SE-HPLC

Para a determinacdo das PPT, PPE e PPNE, 20 yL de amostras
foram injetadas em SE-HPLC, em um sistema SHIMADZU SCL-10AVP com
injecdo automatica, utilizando uma coluna de exclusdo molecular
Phenomenex BioSep-SEC S4000 (300 x 7,8 mm). O eluente empregado foi
uma solucdo de acetonitrila (ACN) e agua na proporcao de 1:1 contendo
0,05 % de &cido trifluoracético (TFA), com tempo de eluicdo de 15 min. A
guantificacdo foi obtida pelo uso de um detector espectrofotométrico (UV-
VIS), em comprimento de onda de 214 nm. A leitura dos cromatogramas foi
realizada com o auxilio do programa LCsolutions v.1.22 SP1, conforme

descrito a seguir.
4.2.6.2.1 Avaliagdo dos cromatogramas

Os cromatogramas foram divididos em picos principais denominados
picos 1 e 2, que correspondem as fracbes de proteinas polimérica

(gluteninas), e monomeéricas (gliadinas e albuminas/globulinas),

respectivamente (Figura 4.1).
1 *
;; 2

Figura 4.1 — Perfil de separa¢do de proteina total — PPT (a), extraivel — PPE (b) e nédo
extraivel — PPNE (c) da farinha de trigo por SE-HPLC.

A porcentagem de proteina polimérica total (PPT) foi calculada como:
[Area do pico 1ppr/(Area do pico 1lppr + Area do pico 2ppr )] X 100; e a
porcentagem de proteina polimérica ndo extraivel (PPNE) foi definida como:

Area do pico 1ppne/ (Area do pico 1ppne + Area do pico 1ppe)]x100
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4.2.7 Microscopia das massas de péao

Foi verificada a aparéncia da microestrutura da massa de pao tipo
francés nas amostras contendo ISPs e sem adicdo de ISPs apds o
congelamento por 90 dias, e na massa controle sem adicdo de ISPs recém-
preparada (sem congelamento) de acordo com a metodologia descrita por
Ribotta et al. (2004).

As massas foram cortadas com uma lamina em pequenas por¢oes e
apos o descongelamento (daquelas congeladas), todas as amostras foram
fixadas em glutaraldeido 25 % (1:30) por 2 h e desidratadas em uma série
de gradientes de acetona (25, 50, 75 e 80 %) por 20 min cada, e por fim em
acetona 100 % em trés intervalos consecutivos de 20 min para assegurar
total desidratacéo.

As amostras foram secas em secador de ponto critico (Marca Bal-tec,
modelo CPD 03) e metalizadas com ouro por 2 min (15-20 nm de
espessura) em um metalizador (Marca Sputtering-Balzers, modelo FDU-
010), ambos do Nucleo de Microscopia e Microandlise da UFV. A
observacédo da morfologia das amostras foi entao realizada em microscopio
eletrénico de varredura (Marca Zeiss, modelo DSM 950) do Centro de
Microscopia Eletrénica da UFMG, utilizando um potencial de aceleracéo de
15 kV. A micrografia foi realizada com 500x e 5.000x de ampliacdo da escala

de medida da fotografia eletronica obtida através do software Ditwin 1.0.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os teores de sdlidos totais e proteina foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e a comparacdo de médias foi analisada pelo teste de
Duncan, com nivel de significancia de 5 %.

Os dados de sinérese foram avaliados pela andlise descritiva dos
histogramas obtidos para as massas de pao preparadas com diferentes
extratos das cultivares utilizadas no experimento.

Na identificacdo e quantificacdo de subunidades de gluteninas foi
utilizada andlise de regressdo, com ajustes de modelo para as amostras

congeladas. Uma comparacdo de médias entre as amostras congeladas e a
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fresca (controle) foi realizada usando o teste de Dunnett a 5 % de
probabilidade.

As analises estatisticas foram feitas no programa SAS Systemv. 9.1 e
os graficos foram feitos no programa Microsoft Office Excel 2007.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Caracterizacéo dos extratos de ISPs

Os teores de sodlidos totais nos extratos das cultivares estudadas
foram diferentes (p < 0,05) entre si, sendo que a cultivar de trigo de
primavera BRS Guabiju apresentou o maior teor (1,92 g/100 g de extrato)
guando comparada as cultivares de trigo de inverno CD 104 (1,74 g/100 g de
extrato) e centeio IPR 89 (1,09 g/100 g de extrato). JA o conteudo de
proteina dos extratos obtidos das cultivares BRS Guabiju (60,43 g/100g de
matéria seca) e CD 104 (60,14 g/100 g de matéria seca) nao diferiram
significativamente entre si (p > 0,05), e foram maiores que o da IPR 89
(55,78 g/100 g de matéria seca).

Observa-se na Figura 4.2 (a) e (b), que a agua e a solucdo tampao
Tris-HCI formam cristais redondos e planos, ou seja, o crescimento dos
cristais se da no sentido do eixo basal a. Segundo a literatura, a presenca de
ISPs modifica a forma dos cristais de gelo, que tendem a crescer também no
sentido do eixo c¢ originando formatos menos arredondados tendendo a
conformacdes prismaticas. Comparadas aos cristais formados em agua pura
(Fig. 4.2a) e em tampao (Fig. 4.2b), os extratos de ISPs de todas as fontes
estudadas apresentaram atividade para modificar a forma dos cristais de
gelo (Fig. 4.2c, d e e). Os extratos das cultivares IRP 89 (centeio) e BRS
Guabiju (trigo de primavera) apresentaram morfologia semelhante, formando
cristais tetraédricos planos, enquanto que a cultivar CD 104 tendeu a
formacdo de colunas hexagonais, o que aparentemente ocorreu devido a

maior crescimento ao longo do eixo c.
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Agua destilada Tampao Tris-HCI

Figura 4.2 — Morfologia dos cristais de gelo: na agua destilada (a) e no tampé&o Tris-
HCI (b), o crescimento do gelo ocorre no sentido do plano basal a, formando cristais
planos e redondos. Nos extratos das plantas aclimatadas ao frio por sete semanas, 0s
cristais de gelo crescem no sentido do eixo ¢, com formatos tetraédricos, tanto para o
extrato da cultivar de centeio IPR 89 (c) quanto para as de trigo de primavera BRS
Guabiju (d) e de inverno CD 104 (e).

Segundo Hon et al. (1994), o nivel de atividade anticongelante
depende do tipo e concentracdo de ISPs presentes no extrato. As ISPs
apresentam baixa atividade quando os cristais de gelo tém formato
hexagonal plano com faces pequenas e bem definidas com crescimento ao
longo do eixo ¢, enquanto que em altas concentracfes de ISPs os cristais
apresentam formato mais complexo, na forma de uma bipiramide hexagonal.
Essa observacao sugere que o0s extratos obtidos neste estudo apresentaram
baixa atividade, que ainda assim parecem ser suficientes, visto que
guantidades minimas de ISPs sdo necessarias para modificar a forma dos
cristais de gelo (PAYNE e YOUNG,1995).

4.4.2 Sinérese nas massas de pdo congeladas

Nas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 estdo apresentados os resultados, frente
aos ciclos de congelamento e descongelamento, das massas congeladas
com adigéo de diferentes concentragfes de ISPs nos extratos protéicos das

cultivares IPR 89, BRS Guabiju e CD 104, respectivamente.
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Figura 4.3 — Percentual de sinerese nas massas de pao tipo frances utilizando extrato
protéico da cultivar IRP 89 (centeio), durante trés ciclos de congelamento (20 h/-18°C)
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Ciclos de congelamento/descongelamento

e descongelamento (4 h/20°C). As barras representam o desvio padrdo da média.
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Figura 4.4 — Percentual de sinérese nas massas de péo tipo francés utilizando extrato
protéico da cultivar BRS Guabiju (trigo de primavera), durante trés ciclos de
(20 h/-18°C) e descongelamento (4 h/20°C). As barras representam o

congelamento
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desvio padrdo da média.
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Figura 4.5 — Percentual de sinérese nas massas de péo tipo francés utilizando extrato
protéico da cultivar CD 104 (trigo de inverno), durante trés ciclos de congelamento (20
h/-18°C) e descongelamento (4 h/20°C). As barras representam o desvio padrédo da
média.

Uma tendéncia de aumento na sinérese é observada durante os
ciclos de congelamento/ descongelamento da massa podendo estar
relacionado a recristalizacdo do gelo na massa congelada. Cristais de gelo
maiores crescem as custas de menores e, em seguida, provocam a ruptura
da rede de glaten. Quanto maior o tamanho dos cristais de gelo, mais fraca a
rede de glaten, e assim mais agua, que estava presa na massa, sera
lancada para fora apos o descongelamento aumentando assim a sinérese na
massa congelada.

Ha em todos os casos uma tendéncia a diminuicdo da sinérese
guando os extratos foram adicionados nas massas de pao. Isso sugere um
menor dano fisico na estrutura da massa, uma vez que as ISPs podem ter
modificado a morfologia dos cristais de gelo formados durante a estocagem
sob congelamento e os repetidos ciclos de gelo-degelo.

Sao escassos 0s estudos sobre a perda de agua em alimentos com
adicdo de extratos contendo ISPs. Payne e Young (1995) estudaram o efeito
da presenca de ISPs na carne de cordeiro congelada. Para tal, os autores
administraram injec6es contendo extrato de ISPs no animal antes do abate e
constataram que a presenca dessas proteinas na carne reduz a perda de

agua durante o descongelamento.

48



Resultados semelhantes foram reportados por Xu et al. (2009). Esses
autores avaliaram a capacidade de retencdo de agua (CRA) em massas
congeladas contendo ISPs extraidas de graos de trigo de inverno
aclimatados ao frio. Massas de 10 g foram congeladas em um freezer a
—30 °C por 120 min e ap6s o congelamento rapido, as massas foram
armazenadas a —18 °C por 2, 4, 6, 8 e 10 semanas. Durante 10 semanas, as
massas foram submetidas a cinco ciclos de congelamento (num intervalo de
duas semanas) e descongelamento (a -2 °C por 24 h). Apdés o
descongelamento, as massas foram submetidas a centrifugacdo para a
determinacdo da CRA. Os autores observaram que a CRA diminui durante
os ciclos de congelamento e descongelamento chegando a 75,2 % apés
cinco ciclos na massa sem adicao de ISP (controle). Comparado ao controle,
as massas congeladas contendo 0,3 % e 0,6 % de ISPs apresentaram maior
CRA, mostrando uma pequena tendéncia em ser mais efetiva com o
aumento da concentracdo de ISP. Os autores atribuiram esse
comportamento a um aumento na preservacao da rede de gluten pelas ISPs.

Embora esses resultados ndo sejam conclusivos, pode-se supor que
a adicdo de ISPs tende a diminuir os danos causados pelo estresse de
congelamento e descongelamento dos alimentos. Estudos mais
abrangentes, com um numero maior de unidades experimentais e mais
ciclos de congelamento e descongelamento, sdo necessarios para investigar

tal comportamento.

4.4.3 Identificacao e quantificacdo das proteinas nas massas de pao

Nas Figuras 4.6 e 4.7 estdo apresentados os cromatogramas relativos
a proteina total (a), extraivel (b) e ndo extraivel (c) da massa fresca e
congelada de pao tipo francés sem adicdo de extrato. O perfil cromatografico
foi semelhante ao de uma amostra de farinha de trigo. Uma vez que néo
foram encontrados trabalhos na literatura com a identificacdo e quantificacédo
de proteinas do gluten em massas de péo, no presente estudo 0s mesmos
indicadores de avaliacdo da farinha de trigo foram adotados. De modo geral,
0S cromatogramas para as massas fresca e congelada, com e sem adicéo

de extrato, apresentaram poucas diferencas entre si.
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Figura 4.6 — Cromatogramas de proteina total — PPT (a), extraivel — PPE (b) e néo
extraivel — PPNE (c) da massa fresca de péo tipo francés sem adicao de extrato
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Figura 4.7 — Cromatogramas de proteina total — PPT (a), extraivel — PPE (b) e néo
extraivel — PPNE (c) da massa congelada de pé&o tipo francés sem adicao de extrato.

A Figura 4.8 representa os efeitos da concentragdo dos extratos de
ISPs obtidos da cultivar IPR 89 (centeio) nos teores de PPT e PPNE,
respectivamente. O modelo de 1° grau ajustado para essas massas
congeladas quanto ao teor de PPT, que explica pelo menos 90,74 % da
variacdo dos dados, estd apresentado na Equacédo 4.2. Para o teor de
PPNE, o modelo de 1° grau, que explica 93,78 % dos dados encontra-se na
Equacédo 4.3. Os modelos indicam que o aumento na concentracdo de
proteina, ou seja, o0 aumento de extrato de ISPs adicionado nas massas

diminui os valores de PPT e PPNE.

PPT=-0,12[PT] + 48,59 (4.2)
PPNE = - 0,25 [PT] + 45,48 (4.3)

em que, PPT: Proteina polimérica total; PPNE: Proteina polimérica néo
extraivel; PT: Teor de proteina total (mg proteina/100 g massa)

Devido a falta de estudos que relacionem os teores de PPT e PPNE
com a qualidade da massa de pao congelada, foi adotada a hipotese de que
a adicdo de extratos contendo ISPs produza massas congeladas com
valores semelhantes aos da massa fresca, considerada controle; para tal,

foram realizadas comparacdes qualitativas entre elas.
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Figura 4.8 — Proteina polimérica total (a) e ndo extraivel (b) das massas de pao tipo
francés congeladas utilizando extrato protéico da cultivar IPR 89 (centeio).
Nota: ® Valores para massa fresca (controle). * Significativo ao nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste de Dunnett.

Observa-se na Figura 4.8(a) que os valores de PPT das massas com
adicdo de extrato foram iguais ao da massa fresca, o que pode ser um
indicativo de que a presenca de ISPs nessas massas promoveu um
comportamento semelhante ao de massa fresca, embora os teores de PPNE
tenham sido diferentes. Desta forma, utilizando o modelo de regresséo linear
para PPT (Eqg. 4.2) pode-se dizer que o teor de proteina a ser adicionado na
massa a fim de que ela apresente comportamento de massa fresca apos o
congelamento é de 10,58 mg proteina/100 g massa.

N&o foram encontrados modelos que se ajustassem aos valores de
PPT e PPNE das massas obtidas com adicdo dos extratos das cultivares
BRS Guabiju e CD 104, indicando que a concentracdo de proteina
(quantidade de extratos com ISPs) presente nas massas nao interfere nos
teores de PPT e PPNE.

Nas Tabelas 4.1 e 4.2 podem ser observados que os valores de PPT
das massas congeladas, elaboradas com extratos das cultivares BRS
Guabiju e CD 104, respectivamente, com 8 e 12 mg proteina/100 g massa,
nao foram diferentes dos valores encontrados para massa fresca. Conforme
mencionado, ndo se pode afirmar que o comportamento destas massas

congeladas foi semelhante a fresca, uma vez que pela analise de regressao,
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a adicdo desses extratos nao afetou os valores de PPT durante o
congelamento. Também para PPNE, os valores observados ndo permitem
gualquer relacéo entre o comportamento das massas congeladas com e sem
extratos de ISPs, frente a amostra fresca. Dessa forma, sugerem-se estudos
futuros utilizando outras concentracfes de proteinas na elaboracdo de
massas de péo.

Tabela 4.1 — Proteina polimérica total e ndo extraivel das massas de pao tipo francés
congeladas utilizando extrato protéico da cultivar BRS Guabiju (trigo de primavera) e
da massa fresca sem adi¢cdo de extrato (controle)

Amostras PPT PPNE®
Controle: Massa fresca sem adi¢cdo de extrato 47,32 + 0,41 39,68 + 0,42
Massa congelada com 0 mg proteina/100 g massa 48,62* + 0,68 4541*+ 0,85
Massa congelada com 4 mg proteina/100 g massa 48,46*+ 0,51  41,50* + 0,58
Massa congelada com 8 mg proteina/100 g massa 48,28 + 0,68 42,75* + 0,78
Massa congelada com 12 mg proteina/100 g massa 48,12™ + 0,19  41,75* + 0,67
Valor de p 0,0283 < 0,001
DMS® 1,0145 1,3072

T PPT: Protefna polimérica total; > PPNE: Proteina polimérica néo extraivel;
% DMS: Diferenca minima significativa para o teste de Dunnett a 5 % de probabilidade.

Tabela 4.2 — Proteina polimérica total e ndo extraivel das massas de péo tipo francés
congeladas utilizando extrato protéico da cultivar CD 104 (trigo de inverno) e da
massa fresca sem adicdo de extrato (controle)

Amostras PPT PPNE®
Controle: Massa fresca sem adicdo de extrato 47,32 + 0,41 39,68 + 0,42
Massa congelada com 0 mg proteina/100 g massa 48,62* + 0,68 45,41* + 0,85
Massa congelada com 4 mg proteina/100 g massa 48,46* + 0,29 41,50* + 0,26
Massa congelada com 8 mg proteina/100 g massa 48,28™ + 0,54 42,75% + 091
Massa congelada com 12 mg proteina/100 g massa 48.12" + 0,16 41,75% + 0,66
Valor de p 0,0064 < 0,001
DMs” 0,8726 1,2885

L PPT: Proteina polimérica total; “ PPNE: Proteina polimérica ndo extraivel,

® DMS: Diferenca minima significativa para o teste de Dunnett a 5 % de probabilidade.

4.4.4 Microestrutura das massas de péao

Foi observada, por microscopia eletrénica de varredura — MEV (500x

e 5 000 x de ampliacao), que a massa fresca (Fig. 4.9 a e b) apresenta uma

estrutura caracteristica, ou seja, a massa é formada por uma matriz continua
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(rede de glaten) onde os granulos de amido parecem estar dispersos
(ROJAS et al., 2000). A desuniformidade observada na rede de gluten na
massa congelada, com os granulos de amido aparentemente menos
“‘ligados” a matriz protéica (Fig. 4.9 ¢ e d) sugere que a cristalizacdo do gelo

provocou a ruptura da estrutura do glaten.

Figura 4.9 — Microscopia eletrénica de varredura da massa de péo tipo francés (a) e
(b) fresca e (c) e (d) congelada, ambas sem adi¢cdo de extrato. P: Matriz protéica; A:
Grénulo de amido.

Segundo Kontogiorgos; Goff e Kasapis (2008), a natureza da
estrutura do glaten e massa tem sido extensivamente investigada usando
microscopia. A utilizacdo da MEV em gluten e massa indicam que as
proteinas formam estruturas tridimensionais entrelacados de caracteristicas
fibrilar numa microescala. Esse apontamentos corroboram as observacdes
feitas na massa fresca sem adicdo de ISPs.

Num estudo desenvolvido por Ribotta et al. (2004) sobre o efeito de
emulsificantes e goma guar na micro estrutura de massa de pao congelada,
0s autores observaram que apés 60 dias de estocagem a —18 °C, a matriz
de glaten ficou bastante danificada na massa (com e sem aditivos). Os fios

de gluten apareceram mais porosos, menos uniformes e mais finos. Além
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disso, a massa congelada tende a quebrar em pedacos pequenos, talvez,
devido ao rompimento do cord&o de gluten.

Na Figura 4.10 estdo apresentadas as imagens obtidas no MEV para
as massas congeladas com adi¢cao do extrato protéico da cultivar IPR 89 em
trés niveis de concentracao de proteina. Pode-se notar que o congelamento
provocou danos fisicos a matriz protéica quando comparada a massa fresca
(Fig. 4.9 a e b). No entanto, a matriz protéica se apresentou mais integra nas
massas congeladas com adicdo de extrato, principalmente com 4 mg
proteina/100 g massa, do que sem adicao (Fig. 4.9 c e d).

500x

Figura 4.10 — Microscopia eletrébnica de varredura (5000x) da massa de pdao tipo
francés congelada utilizando extrato de ISPs da cultivar IPR 89 (centeio) com (a) e (d)
4 mg proteina/100 g massa; (b) e (e) 8 mg proteina/100 g massa; (c) e (f) 12 mg
proteina/100 g massa. P: Matriz protéica; A: Granulo de amido.

As imagens obtidas para as massas preparadas com o0 extrato da
cultivar BRS Guabiju encontram-se na Figura 4.11. As trés concentracdes de
proteina estudadas proporcionaram maior preservacdo da rede de gluten
apos o congelamento em relacdo a massa congelada sem adi¢cédo do extrato
(Fig. 4.9 ¢ e d). Diferente do observado para o centeio, no entanto, o
aumento da concentracdo de proteina do extrato de trigo de primavera

parece melhorar a estrutura do gliten. Nota-se que a massa com 4 mg
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proteina/100 g massa apresenta rede de gluten mais fina e menos lisa e que
a medida que se aumentou a concentracao de proteina do extrato, esta ficou
mais uniforme, com uma matriz protéica mais lisa e continua, envolvendo

mais firmemente os granulos de amido.

500x

e
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Figura 4.11 — Microscopia eletrébnica de varredura da massa de pao tipo francés
congelada utilizando extrato de ISPs da cultivar BRS Guabiju (trigo de primavera) com
(@) e (d) 4 mg proteina/100 g massa; (b) e (e) 8 mg proteina/100 g massa; (c) e (f) 12 mg
proteina/100 g massa. P: Matriz protéica; A: Granulo de amido.

Comportamento semelhante foi observado para as massas
elaboradas com o extrato da cultivar CD 104 (Fig.4.12). A adicdo de mais
extrato a massa promoveu maior protecdo na rede de glaten.

Numa avaliacdo global, tem-se a impressdo de que as massas
preparadas com o extrato da cultivar BRS Guabiju, mantiveram mais intacta
a rede de glaten, sugerindo sua potencial utilizacdo na elaboracédo de paes
congelados.

Berglund, Shelton e Freeman (1991) estudaram o efeito do tempo de
congelamento na estrutura da massa de pao e suas consequéncias nas
propriedades reoldgicas no pao depois de assado. Eles verificaram por MEV
gue a matriz de gluten estava mais rompida e os granulos de amido e as

fiboras do gluten ficaram mais finas apdés 24 semanas de estocagem da
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massa sob congelamento. Os autores sugerem que por este motivo, 0s paes
apresentaram uma pequena retencdo de gas, ou seja, depois de assado

resultaram em baixo volume quando comparados a p&o nao congelado.

500x 500

Figura 4.12 — Microscopia eletrébnica de varredura da massa de pao tipo francés
congelada utilizando extrato de ISPs da cultivar CD 104 (trigo de inverno) com (a) e (d)
4 mg proteina/100 g massa; (b) e (e) 8 mg proteina/100 g massa; (c) e (f) 12 mg
proteina/100 g massa; P: Matriz protéica; A: Granulo de amido.

Em um estudo sobre as propriedades bioquimicas e fisicas dos
extratos de folha de trigo de inverno aclimatados ao frio, Kontogiorgos et al.
(2007) sugeriram que o0s extratos podem ser eficazes na recristalizacado do
gelo, e que mesmo apOds seu tratamento térmico, mantém a atividade de
ISP. Um estudo anterior sobre o efeito do ISP (0,1 % p/p) sobre a morfologia
da rede de gluten hidratado e congelado mostrou que as ISPs sédo capazes
de retardar a recristalizacdo e melhorar as propriedades mecanicas desse
sistema (KONTOGIORGOS; GOFF e KASAPIS, 2007).

Kontogiorgos, Goff e Kasapis (2008) investigaram o efeito do
envelhecimento e de ISPs, concentradas a partir do extrato de folhas de trigo
de inverno aclimatadas, sobre as propriedades fisicas da mistura de farinha
e agua submetidas ao congelamento com uma temperatura constante e com
flutuacdes de temperatura. A analise das microestruturas das massas em

MEV, mostraram que apo0s o congelamento houve formacgédo de duas fases
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distintas com a matriz glaten-amido homogénea e continua cercada por
areas irregulares (“vazios”) que supostamente se devem a presenca de
cristais de gelo ou ar incorporados durante a preparacdo da massa. Apos 30
dias de congelamento, essa areas se tornaram mais intensas nas amostras
sem adicdo de ISP. A adicdo de 0,1 % de ISPs proporcionou rendimentos
ligeiramente distintos nos padrdes de formacao e cristalizacdo do gelo com o
evelhecimento da massa, embora tenha havido uma descontinuidade da

matriz proteina.

4.5 CONCLUSOES

Os extratos produzidos a partir das cultivares brasileiras de trigo e
centeio exibiram atividade de ISPs, uma vez que modificaram a forma dos
cristais de gelo. A aplicacdo do extrato da cultivar de centeio (IRP 89) nas
massas de péo provocou uma reducdo nos teores de PPT e PPNE durante o
congelamento, exibindo comportamento semelhante ao de massa fresca. O
estudo da microestrutura das massas congeladas permitiu concluir que as
massas formuladas com extratos de ISPs, preservaram mais a rede de
glaten que a massa sem extrato, apos o congelamento. Esses resultados
sugerem a viabilidade de aplicacdo de ISPs em alimentos, uma vez que
essas proteinas exibiram um efeito crioprotetor em massas de péo

submetidas ao congelamento.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A caracterizacao dos extratos de ISPs obtidos das folhas de centeio e
das cultivares de trigo aclimatadas ao frio permitiu constatar que diferentes
proteinas com propriedades de ISPs sdo sintetizadas ao longo de sete
semanas de cultivo, ndo tendo sido identificadas em amostras de plantas
gue cresceram sob condi¢cbes naturais.

A observacdo da microestrutura das massas congeladas com e sem
adicdo de extratos de ISPs pela microscopia eletronica de varredura
possibilitou concluir que as ISPs sdo capazes de preservar a rede de gluten.
A aplicagao desses extratos mostrou uma tendéncia em reduzir a perda de
agua durante os ciclos de congelamento/descongelamento nas massas
congeladas. Com estes resultados € possivel inferir que a aplicacéo dessas
proteinas pode diminuir os danos fisicos causados pelos cristais de gelo
formados durante os processos de congelamento.

A diversidade das ISPs e suas vérias atividades mostram que essas
proteinas sao candidatas potenciais para uso na preservacao da qualidade
dos alimentos durante o armazenamento, refrigeracdo e congelamento. Mas
as concentracdes e tipos de ISPs utilizados deverdo ser selecionados com
cuidado. Sera essencial, por exemplo, escolher ISPs que sejam estaveis ao
longo da faixa de temperatura utilizada no processamento.

Sugerem-se outros estudos a fim de elucidar os mecanismos de
protecdo das ISPs contra os danos causados pelo estresse ao frio, como por
exemplo:

e Examinar a composicao dos extratos quanto a sua atividade de ISP
através de outras metodologias e mecanismos, como por exemplo,
pela capacidade de nucleacao e recristalizagdo do gelo.

e Verificar a composicdo aminoacidica e a atividade das ISPs apds
serem isoladas por técnica de eletroforese.

e I|dentificar a presenca de ISPs em extratos de plantas aclimatadas ao
frio de outras fontes (cereais e tubérculos), assim como em outras
partes da planta (caule e raiz), uma vez que essas proteinas estéo
presentes em varias partes dos vegetais que sdo submetidos a

situacOes de estresse pelo frio.
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e Adicionar maiores quantidades de extratos de ISPs (relacdo proteina:
massa) e aumentar o numero de niveis de proteina, durante a
elaboracdo das massas congeladas para reproduzir resultados mais
abrangentes e conclusivos.

e Verificar a estabilidade das ISPs quanto a pH, temperatura e outras
condigdes que reproduzam o processamento de alimentos.

e Aumentar o numero de ciclos de congelamento/descongelamento e o
namero de unidades experimentais para avaliar com maior precisao
se ha menor sinérese em massas congeladas preparadas com extrato
de ISPs.

e Analisar a microestrutura da massa congelada em tempos menores
de estocagem como 15, 30, 45 e 60 dias, a fim de obter mais
informagdes quanto ao comportamento da rede de gluten durante a
armazenagem.

e Verificar as propriedades tecnoldgicas e sensoriais nos paes de
massas congeladas ap0s assados tais como, caracteristicas externas
(cor da crosta, quebra e simetria) e internas (cor do miolo, estrutura
das células do miolo e espessura da crosta), volume especifico e
textura.

e Realizar ensaios toxicolégicos nos extratos de ISPs e nas massas
preparadas com eles, a fim de obter subsidios que fundamentem sua

utilizacdo no consumo humano.

O isolamento, caracterizacdo e clonagem de um numero de ISPs
distintas de peixes tornou possivel obter grandes quantidades de ISPs e
introduzir essas proteinas em alimentos congelados, como sorvetes, por
exemplo. O que se espera agora, € que os resultados do presente estudo
possam contribuir para divulgar a utilizacdo dessas proteinas de origem
vegetal no Brasil, e sugerir novas pesquisas que permitam um melhor

entendimento sobre o assunto.
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ANEXO 1: Analises de sdélidos totais, proteina e cinzas nos extratos de
ISPs das cultivares BRS Guabiju, Onix, LD 062212, IPR 89, IPR 84 e CD
104 - Capitulo 2.

Tabela A.1 — Resumo do quadro de andlise de variancia para o teor de sélidos totais
nos extratos de ISPs

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado Médio
Cultivar 5 0,002493"™
Tratamento 1 0,705600 *
Cultivar vs Tratamento 5 0,018247 *

* Significativo a 5 % de probabilidade (p<0,05). Coeficiente de variacdo: 4,91 %.

Tabela A.2 — Resumo do quadro de andlise de variancia para o teor de proteina nos
extratos de ISPs

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado Médio
Cultivar 5 38,453557*
Tratamento 1 522,351025*
Cultivar vs Tratamento 5 23,066805*

* Significativo a 5 % de probabilidade (p<0,05). Coeficiente de varia¢éo: 8,74 %.

Tabela A.3 — Resumo do quadro de analise de variancia para o teor de
cinzas nos extratos de ISPs

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado Médio
Cultivar 5 0,263916*
Tratamento 1 60,088336*
Cultivar vs Tratamento 5 0,078409"™

* Significativo a 5 % de probabilidade (p<0,05). Coeficiente de variagdo: 9,92 %.
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ANEXO 2: Identificacdo e quantificacdo das proteinas na massa de pdo:
Cromatogramas para as massas congeladas elaboradas com adicéo de

extrato de ISPs — Capitulo 4.

Figura A.1 — Cromatogramas de proteina total — PPT (a), extraivel — PPE (b) e néo
extraivel — PPNE (c) da massa congelada de péo tipo francés com adicdo de extrato
da cultivar IPR 89 (centeio) ao nivel de 4 mg de proteina/100 g massa.

ICHE Ol ©

Figura A.2 — Cromatogramas de proteina total — PPT (a), extraivel — PPE (b) e néo
extraivel — PPNE (c) da massa congelada de péo tipo francés com adicdo de extrato
da cultivar IPR 89 (centeio) ao nivel de 8 mg de proteina/100 g massa.

Figura A.3 — Cromatogramas de proteina total — PPT (a), extraivel — PPE (b) e néo
extraivel — PPNE (c) da massa congelada de pé&o tipo francés com adi¢cdo de extrato
da cultivar IPR 89 (centeio) ao nivel de 12 mg de proteina/100 g massa.
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Figura A.4 — Cromatogramas de proteina total — PPT (A), extraivel — PPE (B) e néo
extraivel — PPNE (C) da massa congelada de pao tipo francés com adi¢cdo de extrato
da cultivar BRS Guabiju (trigo de primavera) ao nivel de 4 mg de proteina/100 g

massa.

Figura A.5 — Cromatogramas de proteina total — PPT (A), extraivel — PPE (B) e néo
extraivel — PPNE (C) da massa congelada de pao tipo francés com adicdo de extrato
da cultivar BRS Guabiju (trigo de primavera) ao nivel de 8 mg de proteina/100 g

massa.
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Figura A.6 — Cromatogramas de proteina total — PPT (a), extraivel — PE (b) e néo
extraivel — PNE (c) da massa congelada de p&o tipo francés com adicdo de extrato da
cultivar BRS Guabiju (trigo de primavera) ao nivel de 12 mg de proteina/100 g massa.

-
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Figura A.7 — Cromatogramas de proteina total — PPT (a), extraivel — PPE (b) e néo
extraivel — PPNE (c) da massa congelada de péo tipo francés com adicdo de extrato
da cultivar CD 104 (trigo de inverno) ao nivel de 4 mg de proteina/100 g massa.
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Figura A.8 — Cromatogramas de proteina total — PPT (a), extraivel — PPE (b) e néo
extraivel — PPNE (c) da massa congelada de péo tipo francés com adigdo de extrato
da cultivar CD 104 (trigo de inverno) ao nivel de 8 mg de proteina/100 g massa.

Figura A.9 — Cromatogramas de proteina total — PPT (a), extraivel — PPE (b) e nao
extraivel — PPNE (c) da massa congelada de péo tipo francés com adicdo de extrato
da cultivar CD 104 (trigo de inverno) ao nivel de 12 mg de proteina/100 g massa.
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ANEXO 3: Anédlises de sélidos totais e proteina nos extratos de ISPs
das cultivares BRS Guabiju, CD 104 e IPR 89 — Capitulo 4.

Tabela A.4 — Resumo do quadro de andlise de variancia para o teor de sélidos totais
nos extratos de ISPs

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado Médio
Cultivar 2 0,765700 *
Erro puro 9 0,003292
Total 11

* Significativo a 5 % de probabilidade (p<0,05). Coeficiente de variacdo: 3,63 %.

Tabela A.5 — Resumo do quadro de andlise de variancia para o teor de proteina nos
extratos de ISPs

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado Médio
Cultivar 2 27,204233 *
Erro puro 9 3,831744
Total 11

* Significativo a 5 % de probabilidade (p<0,05). Coeficiente de variagéo: 3,33 %.
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ANEXO 4: Testes de ajustamento do modelo linear para os valores de
PPT e PPNE das massas congeladas com adic&o de extrato de ISPs da
cultivar IPR 89 — Capitulo 4.

Tabela A.6 — Resultado do teste de ajustamento do modelo linear para as
coordenadas teor de proteina total (mg proteina/100g massa) e proteina polimérica
total (PPT) em massas congeladas com adicdo do extrato da cultivar IPR 89
aclimatada ao frio

Modelo Grau de Liberdade Quadrado Médio (RH?
Linear 1 4,2874 0,9074
Residuo de regressao 14 0,4827

Falta de Ajuste 2 0,2187

Erro puro 12 0,2640

' Coeficiente de determinacéo = Soma de quadrados da regresséo/Soma de quadrados do tratamento.

Tabela A.7 — Resultado do teste de ajustamento do modelo linear para as
coordenadas teor de proteina total (mg proteina/100g massa) e proteina polimérica
ndo extraivel (PPNE) em massas congeladas com adi¢céo do extrato da cultivar IPR 89
aclimatada ao frio

Modelo Grau de Liberdade Quadrado Médio (RH?
Linear 1 19,8702 0,9378
Residuo de regressao 14 1,0815

Falta de Ajuste 2 0,6590

Erro puro 12 0,4225

* Coeficiente de determinacgio = Soma de quadrados da regresséo/Soma de quadrados do tratamento.
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ANEXO 5: Teor de proteina polimérica total (PPT) e proteina polimérica
nao extraivel (PPNE) em massas congeladas com adi¢cdo dos extratos
das cultivares BRS Guabiju, CD 104 e IPR 89 aclimatadas ao frio —
Capitulo 4.

Tabela A.8 — Resumo do quadro de analise de variancia para o teor de PPT e PPNE no
extrato da cultivar BRS Guabiju

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado Médio
PPT 4 1,014343 *
Erro puro 15 0,276702
Total 19

PPNE 4 17,690680 *
Erro puro 15 0,459400
Total 19

* Significativo a 5 % de probabilidade (p<0,05). Coeficiente de variagdo: PPT: 1,09 %; PPNE: 1,61 %

Tabela A.9 — Resumo do quadro de analise de variancia para o teor de PPT e PPNE no
extrato da cultivar CD 104.

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado Médio
PPT 4 1,120433 *
Erro puro 15 0,204702
Total 19

PPNE 4 18,466595 *
Erro puro 15 0,446387
Total 19

* Significativo a 5 % de probabilidade (p<0,05). Coeficiente de variagdo: PPT: 0,94 %; PPNE: 1,56 %

Tabela A.10 — Resumo do quadro de andlise de variancia para o teor de PPT e PPNE
no extrato da cultivar IPR 89.

Fonte de variagéo Grau de liberdade Quadrado Médio
PPT 4 1,439988 *
Erro puro 15 0,245562
Total 19

PPNE 4 20,145020 *
Erro puro 15 0,373038
Total 19

* Significativo a 5 % de probabilidade (p<0,05). Coeficiente de variagdo: PPT: 1,04 %; PPNE: 1,42 %
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