LUCIDARCE MARTINS DA MATTA

FEIJAO COMUM BRANCO (Phaseolus vulgaris): PRODUCAO DE ISOLADO
PROTEICO, FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO E INVESTIGACAO DAS
PROPRIEDADES SUPERFICIAIS

Tese apresentada a Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, para
obtencdo do titulo de Doctor Scientiae.

Orientador: Luis Antonio Minim
Coorientadores: Eduardo Basilio de Oliveira

Marcia Cristina Teixeira R. Vidigal
Valéria Paula Rodrigues Minim

VICOSA - MINAS GERAIS
2020



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

T

Matta, Lucidarce Martins da, 1984-
M435f Feijao comum branco (Phaseolus vulgaris): producdo de
2020 isolado proteico, fracionamento cromatografico e investigagao

das propriedades superficiais / Lucidarce Martins da Matta. —
Vicosa, MG, 2020.
142 f. :1l. ; 29 cm.

Orientador: Luis Antonio Minim.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Proteinas. 2. Agentes ativos de superficie. 3. Tensao
superficial. 4. Amilases - Inibidores. 5. Alfa-amilase.
6. Viscoelasticidade. 7. Goma ardbica. 8. Pectinas.
9. Carboximetilcelulose. I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Tecnologia de Alimentos. Doutorado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. II. Titulo.

CDD 22 ed. 572.6




LUCIDARCE MARTINS DA MATTA

FEIJAO COMUM BRANCO (Phaseolus vulgaris): PRODUCAO DE ISOLADO
PROTEICO, FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO E INVESTIGACAO DAS
PROPRIEDADES SUPERFICIAIS

Tese apresentada a Universidade Federal de Vicosa,
como parte das exigéncias do Programa de Pods-
Graduacgdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, para
obtencdo do titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 25 de junho de 2020.

Assentimento:

Lucidarce Martins da Matta
Autora

7 A :

Luis Anténio Minim
e Orientador

&




Ao Grande e Todo Poderoso Deus, que me forneceu forca, paciéncia e

persisténcia nos diversos momentos de angtistia e desequilibrio ao longo desses cinco anos e
seis meses de Pos Graduagdo.

Sem hipocrisia, a mim, pela constante motivagdo em executar o estudo proposto e

em colaborar com os colegas do Departamento de Tecnologia de Alimentos nos momentos
OpOrtunos.

Aos meus pais, Darcisio e Lucilene da Matta, pela grande forca e apoio dados a

mim e os muitos momentos de declaracdo de orgulho por esta filha cheia de defeitos.
Ao “Benzim”, Marcelo Augusto, pela constante demonstragdo de orgulho e

apoio, aliada a preocupag¢do com a minha saiide durante a permanéncia em Vigosa.
Aos meus sobrinhos, Larissa e Lorenzzo da Matta, pelo amor incondicional e as
risadas repletas de alegria nas férias em Goiania.

Aos meus irmdos, Darcileno e Darcilucy da Matta, pelo constante apoio.

A eterna irmd de coragdo e alma, Mirtza Fiilvia, que nos diversos momentos de

duvida foi compreensiva e presente, demonstrando preocupacdo com a intensa rotina e
estando presente para nossas “conversas cabegas” por telefone.

As minhas Avés, Iraci e Sebastiana (in memorian), que embora ndo estejam

presentes, deixaram legado de postura que certamente compoe cada atitude em prol da
realizacdo de todo objetivo de minha vida.

As amigas Rafaela e Louise que tornaram a minha permanéncia em Vigosa menos
drdua e sofrida.

E sem falta, a minha Monalisa que me faz muita falta no hoje.



AGRADECIMENTOS

Sempre serei agradecida de coracdo, todavia, faco questdo de apontar nessas

breves linhas a quem digo o “Muito Obrigada!”...

Ao Todo e Poderoso Deus, pela minha saide e a dos meus familiares, em
especial, coloco diante Dele a recuperagdo de meu pai, pedindo que seja continua a constante.
Digo Gléria a ti, Senhor!

A Universidade Federal de Vicosa, em especial ao Departamento de Tecnologia
de Alimentos que me ofereceu uma estrutura de ponta para execu¢do do projeto de Pesquisa, e
ao quadro técnico que sempre se colocou a disposi¢do no auxilio das atividades laboratoriais
didrias.

A CAPES, pela concessio de bolsa, essencial para o suprimento das necessidades
do dia a dia ao longo doutorado.

Ao professor Luis Antonio Minim, sou agradecida pela oportunidade de realizar o
doutorado em um laboratério de moderno, estruturado, sempre em funcionamento.

Ao professor Eduardo Basilio, pelos varios momentos de conversa e apoio para
enfrentar as tempestades do doutorado. Agradeco pela disposicdo de me atender e ajudar no
esclarecimento das duvidas oriundas da rotina de bancada.

A professora Monique, pela disposicio de discutir alguns dos diversos resultados,
momentos que me auxiliaram na solucdo de dividas.

A equipe da “Diretoria” do LADESP, Janaina, Priscila Fidelis e Isabele: mulheres
fantdsticas que me receberam com imenso carinho e que dividiram comigo momentos de café
e muita risada.

Aos meus pais, Lucilene e Darcisio, pelo constante apoio e amor, indispensaveis
para enfrentar a jornada de morar longe de casa por tanto tempo.

Ao “Benzim”, Marcelo Augusto, que compreendeu desde o inicio o propdsito de
morar tao longe e se colocou ao meu lado com imenso amor e companheirismo!

A amiga Lara Bueno, que foi a minha principal incentivadora na reta final de
elaboragdo deste documento final.

A Rafaela, amizade como a sua ndo se encontra em qualquer lugar e merece ser

reconhecida. Sou sortuda por ter vocé como amiga!



A miezinha da Rafaela, Sra. Edna, que me recebeu em sua casa com carinho e
sabor de mde. Agradeco por me ajudar sempre!

A amiga Louise, que foi uma grande companheira nos momentos de solidio em
Vigosa.

Aos colegas do Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos — DTA/UFV.



BIOGRAFIA

Lucidarce Martins da Matta, filha de Darcisio Rodrigues da Matta e Lucilene
Martins da Matta, nasceu em Andpolis, municipio de Goids, no dia 29 do més de abril de
1984.

Em marco de 2003, ingressou no Curso de Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Goids (UFG), concluindo-o em janeiro de 2008. Durante a
graduacdo, foi bolsista de Iniciagdo Cientifica do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico entre os anos de 2006 e 2007, sob a orientacdo da Professora
Doutora Célia Maria Lopes do Departamento de Tecnologia de Alimentos, na Escola de
Agronomia/UFG.

Em marc¢o de 2011, Lucidarce ingressou no Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Programa de P6s Graduagdo Strictu Sensu da Escola de Agronomia/UFG, sob a
orientagio do Professor Doutor Angelo Luis Fazani Cavallieri. Em 25 do més de fevereiro de
2013, Lucidarce concluiu o mestrado com a defesa da dissertacdo intitulada “Retencdo do
6leo de pequi em microparticulas de concentrado proteico de soro de leite e maltodextrina”.

Em marco de 2015, ela ingressou no Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Programa de Pés Graduagao Strictu Sensu do Departamento de Tecnologia de
Alimentos na Universidade Federal de Vigosa, sob a orientacdo do Professor Doutor Luis
Antdonio Minim. Em junho de 2020, Lucidarce concluiu o doutorado com a defesa da tese
intitulada “Feijdo comum branco (Phaseolus vulgaris): Producdo de isolado proteico,

fracionamento cromatografico e investigacdo das propriedades superficiais”.



RESUMO

DA MATTA, Lucidarce Martins, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2020.
Feijao comum branco (Phaseolus vulgaris): Producao de isolado proteico, fracionamento
cromatografico e investigacao das propriedades superficiais. Orientador: Luis Antdnio
Minim. Coorientadores: Eduardo Basilio de Oliveira, Marcia Cristina Teixeira Ribeiro
Vidigal e Valéria Paula Rodrigues Minim.

O estudo das propriedades reoldgicas superficiais € essencial na compreensdo da formacdo e
estabilizacdo de sistemas envolvendo proteinas. A formacao de filme interfacial viscoeléstico
e coeso podem ser avaliadas através da dinamica de reducdo da tensdo interfacial (). Diante
de evidéncias cientificas da atividade espumante de proteinas globulares de feijao e da
necessidade de avaliar a propriedade reoldgica superficial, o objetivo deste estudo foi extrair,
purificar e caracterizar a faseolamina e, avaliar os efeitos do pH e da concentracdo de NaCl e
a presenca de polissacarideo na condicdo 4cida salina sobre as propriedades reoldgicas
superficiais do isolado proteico do feijao comum branco (IFB). Inicialmente, duas varidveis
do processo da extragdo por solubilizagdo salina, Propor¢do solvente (NaCl,g)/farinha
desengordurada (Farges) — X; € Temperatura — X,, foram estudadas sobre a atividade inibitdria
da a-amilase (alA) do isolado e a purifica¢do da faseolamina foi avaliada por cromatografia
de interacdo hidrofébica (HIC). Em seguida, por meio do método da gota pendente, foram
avaliados os efeitos do pH (3, 5 e 7) e da concentracdo de NaCl (0 %, 1,5 % e 3,0 % m/v) e da
presenca de polissacarideo (carboximetilcelulose CMC, goma ardbica ou pectina LM) em
meio 4cido salino (pH 3 e 1,5 % m/v NaCl) sobre as propriedades reoldgicas superficiais do
IFB. Apenas a propor¢do NaCl,q/Farge exibiu efeito sobre a alA, o IFB exibiu alA igual a
5274,03+86,67 U.giso‘] e, na presenca de P-mercaptoetanol, o perfil eletroforético obtido
apresentou bandas de 97 kDa, 48 — 43 kDa, ~35 kDa e 20 — 18 kDa. Com base no perfil
eletroforético, verificou-se que as fragdes proteicas obtidas na purificagdo ndo foram
constituidas por proteinas isoladas. A variacdo do pH e da concentracio de NaCl nao
possuiam efeito significativo (Pr>0,05) sobre os parametros de decaimento da 6. Constatou-se
que IFB preparado em pH 5 sem NaCl apresentou a maior taxa de decaimento (k = 1,163 ms)
e o menor valor de tensdo interfacial de equilibrio (c¢q = 9,173 mN/m). Os filmes superficiais
exibiam estrutura gélica com comportamento viscoeldstico, baixa concentragdo de NaCl
favoreceu o aumento da viscoelasticidade em qualquer pH e os maiores valores de

viscoelasticidade foram obtidos em amostras preparadas em pH 3, com ou sem Sal. Na



presenca de polissacarideos, observou-se o favorecimento da reducio da o apenas na presenca
da goma ardbica (11,5 — 7,17 mN/m), o comportamento viscoeldstico dos filmes variava ao
longo do tempo e dependia da identidade do polissacarideo e, todos filmes formados
possuiam estrutura gélica. Logo, concluiu-se que (i) a purificacio da faseolamina por
cromatografia HIC ndo foi eficiente e pode ser avaliada combinando-a com outra(s) técnica(s)
cromatografica(s), (ii) pH e concentragdo de NaCl ndo exibiram efeito significativo sobre os
parametros de decaimento da ¢ e, (iii) em meio acido (pH 3) salino (1,5 % m/v NaCl), além
da presenca, a identidade do polissacarideo também pode interferir no desempenho das

habilidades superficiais das proteinas globulares de feijao comum branco.

Palavras-chave: Faseolamina. Atividade inibitoria da a-amilase. Tensao interfacial. Interface

ar/agua. Viscoelasticidade. Carboximetilcelulose. Goma ardbica. Pectina LM.



ABSTRACT

DA MATTA, Lucidarce Martins, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2020. White
kidney bean (Phaseolus vulgaris): protein isolate production, chromatographic
fractionation and superficial properties investigation. Adviser: Luis Antonio Minim. Co-
Advisors: Eduardo Basilio de Oliveira, Mdrcia Cristina Teixeira Ribeiro Vidigal and Valéria
Paula Rodrigues Minim.

The study of superficial rheological properties is essential to understand the formation and
stabilization of systems involving proteins. The formation of the viscoelastic and cohesive
film can be evaluated through the dynamics of reducing the interfacial tension (o). In the face
of scientific evidence of the foaming activity of globular proteins in beans and the need to
evaluate the surface rheological property, this study aimed was to extract, purify and
characterize the phaseolamin and to evaluate the effects of pH and NaCl concentration and the
presence of polysaccharides in the saline acid condition on the surface rheological properties
of the protein isolate of white kidney beans (IFB). The effects of two variables of the
extraction process by saline solubilization, solvent (NaCl,q)/defatted flour (BFgef) ratio — X
and temperature — X, were studied over the inhibitory activity of a-amylase (alA) and the
purification of the phaseolamin was evaluated by hydrophobic interaction chromatography
(HIC). Through of the drop droplet method, the effect of pH (3, 5 and 7) and NaCl
concentration (0 %, 1.5 % and 3.0 % w/v) and the presence of polysaccharide
(carboxymethylcellulose CMC, gum arabic or pectin LM) in acid saline medium (pH 3.0 and
1.5 % w/v NaCl) over the surface rheological properties of IFB were evaluated. Only the
NaCl,/BFq.s ratio exhibited effect on olA, the IFB exhibited alA = 5274.03 + 86.67 U.giso‘]
and the electrophoretic profile in the reducing condition obtained exhibited bands of 97 kDa,
48 - 43 kDa, ~ 35 kDa and 20 - 18 kDa. Based on the electrophoretic profile, it was found that
the protein fractions obtained in the purification were not composed of pure proteins. The
variation of pH and NaCl concentration had no significant effect (Pr>0.05) on the ¢ decay
parameters. It was found that IFB prepared at pH 5 without NaCl showed the highest decay
rate (k = 1.163 ms) and the lowest equilibrium interfacial tension value (ceq = 9.173 mN/m).
The superficial films exhibited a gel structure with viscoelastic behavior, low NaCl
concentrations favored an increase in viscoelasticity at any pH and the highest values of the
viscoelastic module were obtained in samples prepared at pH 3 with or without salt. In the

presence of polysaccharides, it was observed that the reduction of ¢ was favored only in the



presence of arabic gum (11.5 - 7.17 mN/m), that the viscoelastic behavior of the isolate films
varied over time and depends on the polysaccharide identity and that the film formed had a
structure similar to the gel network. Therefore, it was concluded that (i) purification of the
phaseolamin by HIC chromatography was not efficient and can be evaluated by combining it
with other chromatographic technique, (ii) pH and NaCl concentration had no significant
effect on the decay parameters of ¢ and, (iii) in an acid medium (pH 3) saline (1.5% w/v
NaCl), besides of the presence, polysaccharide identity can also to interfere in the

performance of the surface abilities of globular proteins of white kidney beans.

Keywords: Phaseolamin. Inhibitory activity of a-amylase. Interfacial tension. Air/water

interface. Viscoelasticity. Carboxymethylcellulose. Arabic gum. LM pectin.
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INTRODUCAO

Nos dltimos 30 anos do século XX, a sociedade passou por transformagdes
profundas que influenciaram o estilo de vida e no hébito alimentar dos individuos. O
consumidor contemporaneo tornou-se mais exigente e, hoje, busca produtos alimenticios que
se encaixem em suas rotinas aceleradas, que atendam a exigé€ncia nutricional e sejam
benéficos a saide. Atenta ao continuo crescimento da demanda por alimentos isentos de
gldten, lactose e proteinas animais, a industria alimenticia almeja elaborar produtos seguros
que sejam aceitos pelo consumidor e, para isso, € importante dispor de informacdes a respeito
das habilidades técnico-funcionais dos ingredientes.

A intensidade das caracteristicas sensoriais de textura do alimento € resultado das
interacOes intermoleculares entre os seus componentes/ingredientes, sobretudo, envolvendo as
proteinas. Essas biomoléculas sdo muito versateis, pois, atuam em interfaces e formam redes
estruturadas, um retrato da habilidade da interagdo com outros constituintes, principalmente,
com a 4gua. Em paralelo ao setor industrial, estdo os pesquisadores que avaliam as
propriedades interfaciais (emulsificacdao e espumabilidade) das proteinas de origem vegetal,
sobretudo de sementes leguminosas, a fim de atender a necessidade de ofertar novos
ingredientes proteicos. As dietas vegetarianas, a sustentabilidade e o baixo custo de producdo
sdo os argumentos que reforcam a escolha por proteinas vegetais, especialmente, de graos de
culturas domesticadas e de préticas agricolas difundidas.

As sementes de leguminosas estdo presentes na histéria da alimentacdo humana
ha muitos séculos. Fonte de energia (carboidratos), de macro e micronutrientes essenciais a
manutencdo da vida (proteinas, fibras e minerais), o grupo de sementes de leguminosas
denominado “pulses” (ervilha, lentilha, fava, grdo de bico e feijao) em 2018 registrou
producdo superior a 92 milhdes de toneladas ocupando uma d&rea agricola superior a 95
milhdes de hectares (FAQO, 2020).

As inumeras variedades de feijao, selvagem ou domesticada, sdo consideradas as
sementes de leguminosas mais consumidas nos paises em desenvolvimento, com destaque
para as cultivares domesticadas do género Phaseolus. Além de fornecer aminodcidos
essenciais, fibras, minerais (cdlcio, potdssio e magnésio) e apresentar baixo indice glicémico,
o feijao pode proporcionar varios outros beneficios a saide, por exemplo, o controle de
fatores dos riscos de doencas coronarianas, como a pressdo arterial e os niveis do colesterol

LDL na corrente sanguinea. A producao mundial de feijao seco e verde em 2018 superou 54
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milhdes de toneladas em uma &rea de cultivo de quase 36 milhdes de hectares. A participacao
do agronegdcio brasileiro nesse mesmo ano atingiu quase 3 milhdes de toneladas sendo a drea
de cultivo pouco inferior a 2,9 milhdes de hectares (FAO, 2020).

Recentes estudos sobre as propriedades interfaciais dos extratos proteicos de
feijao revelam que a modificacdo estrutural da cadeia polipeptidica pode levar a melhoria do
desempenho de suas habilidades de formacdo e estabilizacdo de emulsdes e espumas. As
proteinas do feijao s@o de reserva, majoritariamente, ¢ em sua forma nativa apresentam
estruturas tercidrias enoveladas e bastante compactas o que compromete a interagao
intermolecular favordvel com outros constituintes, sobretudo com a dgua, logo, atrapalha o
desempenho das propriedades técnico-funcionais das biomoléculas. Embora os estudos
cientificos apresentem resultados promissores, as avaliacOes das habilidades interfaciais de
proteinas realizadas por meio de medidas das propriedades de formagdo e estabilidade,
seguindo os métodos analiticos consagrados, sdo insuficientes para fornecer as estimativas
necessdrias no desenvolvimento formulacdes de dispersdes alimenticias (emulsdo e espumas).
Isso porque os dados obtidos ndo retratam a adsor¢do da proteina na interface, processo
termodinadmico que governa a formacdo de filme interfacial viscoeldstico e coeso, tido como
essencial para a existéncia de estabilidade cinética de sistemas interfaciais. O avango
tecnolégico dos instrumentos de medidas da reologia interfacial permite, atualmente, a
aquisicdo de informagdes valiosas sobre o processo adsortivo das biomoléculas tensoativas,
como as proteinas, nas interfaces 6leo/agua e ar/dgua que regem a formagdo e estabilizagdo
das dispersoes.

Uma proteina para ser considerada tensoativo de qualidade precisa difundir
rapidamente em dire¢do a interface, ser flexivel e capaz de desenovelar sua estrutura na
interface para, favoravelmente, interagir com as moléculas vizinhas, sobretudo, com as
demais cadeias polipeptidicas, a fim de formar um filme interfacial viscoelastico e coeso. B-
lactoglobulina, ovoalbumina, extrato proteico do soro de leite bovino e caseina sdo exemplos
de proteinas animais cuja avaliacdo das propriedades reoldgicas nas interfaces liquidas
(6leo/dgua e ar/dgua) € realizada por pesquisadores ao redor do mundo. A continuidade da
intencdo de investigar a substitui¢do parcial ou total das proteinas animais por vegetais € vista
no aumento da quantidade pesquisas das propriedades reoldgicas de filmes interfaciais
formados por proteinas de leguminosas, estudos que complementam as informacdes
existentes na literatura a respeito da formacdo e estabilizacdo de emulsdes e espumas, como €
caso das proteinas de lentilha e de feijao faba. Além dessas, € possivel encontrar resultados de

pesquisas sobre a atuacdo de proteinas de feijdo comum do género Phaseolus na interface
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Oleo/dgua. Entretanto, ndo foram encontradas pesquisas sobre as propriedades reoldgicas
superficiais de proteinas de feijio comum branco do género Phaseolus. Diante disso, o
objetivo deste estudo foi extrair, purificar e caracterizar a faseolamina e avaliar os efeitos do
pH e da concentracao de NaCl e da presencga de diferentes polissacarideos na condi¢cdo 4cida
salina sobre as propriedades reoldgicas superficiais do isolado proteico do feijdo comum
branco (Phaseolus vulgaris).

Este trabalho € apresentado em 4 capitulos: O Capitulo 1 consiste em uma revisao
bibliogréifica geral sobre as proteinas de feijdo, os métodos de extracdo das proteinas, as
propriedades de hidratacdo e interfaciais de extratos de feijaio do gé€nero Phaseolus. Na
sequéncia sio abordados, também na forma de artigos, os seguintes titulos:

Capitulo 2 — Extracdo, fracionamento por cromatografia de interacao hidrofobica
e caracterizacao da faseolamina de feijado comum branco (Phaseolus vulgaris).

Capitulo 3 — Estudo do efeito do pH e concentracio de NaCl sobre as
propriedades tensoativas superficial das proteinas globulares de feijdo comum branco
(Phaseolus vulgaris).

Capitulo 4 — Polissacarideos influenciam as propriedades reoldgicas superficiais

de proteinas globulares de feijao comum branco (Phaseolus vulgaris).
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - Proteinas do feijao

O feijao comum (Phaseolus vulgaris) € uma dicotiledonea presente na dieta da
civilizagdo humana ha muitos séculos que se tornou uma das culturas domesticadas mais
antigas das dietas latino americana, africana e asidtica (DE LA FUENTE et al., 2011; LOPEZ-
PEDROUSO et al., 2014). O baixo custo e o alto valor nutricional da leguminosa sdo os
fatores que fortalecem a sua permanéncia na alimentagdo das populagcdes de baixa renda em
paises em desenvolvimento, sendo em muitos deles a tnica fonte didria de proteina (BLAIR,
2013; THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003). Trata-se de um alimento fonte de
carboidratos (60 %), proteinas (20 — 30 %), fibras (24 — 30 %), sais minerais (cdlcio,
magnésio, potdssio, ferro) e compostos fendlicos. Pesquisas sugerem que concentrados
proteicos hidrolisados de feijdo comum podem ser inseridos na alimentagdo como
suplementacdo porque possuem compostos antioxidantes e sdo de baixo indice glicémico
devido a presenga do amido resistente (BOYE; ZARE; PLETCH, 2010; EVANGELHO et al.,
2017; HOJILLA-EVANGELISTA et al., 2018; MARQUEZI et al., 2017; MEJIA et al., 2005;
RAMIREZ-JIMENEZ et al., 2014; RUI et al., 2011).

O perfil aminoacidico das proteinas de feijao do género Phaseolus (TABELA 1.1)
em geral exibe, nessa ordem, alto e baixo teores de aminodcidos essenciais (lisina, leucina,
isoleucina, asparagina/dcido aspdrtico, glutamina/acido glutdmico) e sulfurados (metionina,
cisteina, triptofano, valina e tirosina). Essa composi¢do refor¢a a sugestdo nutricional de
consumo associado com cereais, como arroz, milho e/ou trigo, uma vez que cereais possuem
baixo e alto teor de lisina e aminodcidos sulfurados, respectivamente (HOJILLA-

EVANGELISTA et al., 2018; MONTOYA et al., 2010)
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Tabela 1.1 - Perfil de aminodcidos (g/100 g proteina) de farinha integral de diferentes
variedades feijao do género Phaseolus.

Aminoacidos Comum! Lima 2 Vermelho® Branco®
Asx’ 10,86 12,16 13,09 12,03
Thr 3,17 4,85 4,52 4,13
Ser 4,62 7,36 6,12 6,13
Glx 15,34 12,66 17,25 16,88
Pro 2,95 5,47 4,43 4,10
Gly 3,57 7,63 4,20 4,20
Ala 3.8 5,48 4,52 4,30
Cys 0,94 0,20 1,00 1,07
Val 5,29 4,80 4,60 5,68
Met 1,62 1,05 1,36 1,28
Ile 5,21 3,46 3,90 4,76
Leu 8,46 7,51 8,13 8,41
Tyr 3,16 3,0 2,94 3,65
Phe 591 5,01 5,89 5,64
His 3,42 5,49 2,97 3,03
Lys 491 7,41 7,50 6,93
Arg 5,29 5,64 6,32 6,52

Trp - 1,06 1,17 -

Fontes:! Liu et al. (2013); 2Seidu et al. (2015); 3Mundi & Aluko (2012); *Carbonaro et al., (1997).
*Asx: dcido aspdrtico+asparagina; Glx: acido glutamico+glutamina.

As proteinas das leguminosas sdo, basicamente, classificadas conforme a
solubilidade e a funcdo biolégica. Embora muito antiga, a classificacio de Osborne das
proteinas conforme a solubilidade ainda prevalece e sdo denominadas albuminas, globulinas,
prolaminas e glutelinas. As albuminas sdo soliveis em dgua e em solucdes salinas de baixa
molaridade, as globulinas sdo insoliveis em dgua e soliveis em solugdo salina, as prolaminas
sdo soldveis em etanol e as glutelinas sao aquelas soldveis em solugdes dcida ou alcalina
diluidas (OSBORNE, 1909). Quanto a funcio bioldgica podem ser denominadas metabdlicas
ou de reserva. As proteinas metabdlicas sdo aquelas que executam atividades enzimadtica ou
estrutural nos cotilédones e as de reservas sdo as proteinas que fornecerdo nitrogénio e

esqueleto carbdonico durante o desenvolvimento da planta.
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As albuminas e globulinas sdo as proteinas de reserva predominantes entre
variedades de feijao, no género Phaseolus. Prevalecendo sobre as demais (40 — 60 %), as
globulinas desse género podem ser classificadas segundo o coeficiente de sedimentacdo em
7S e 11S ou vicilina e legumina, nesta ordem (CHAGAS; SANTORO, 1997; DE LA
FUENTE et al.,, 2011; DERBYSHIRE; WRIGHT; BOULTER, 1976; DURANTI; GIUS,
1997).

Classificada como vicilina e representando mais da metade da composi¢ao
proteindcea do feijao, a faseolamina € uma glicoproteina formada por manose, xilose, fucose e
N-acetilglucosamina (9 — 10 % de carboidrato) e uma grande estrutura polipeptidica (~100 —
150 kDa) cujo arranjo quaterndrio compacto consiste de duas a trés subunidades
polipeptidicas a, B e Y com massas moleculares que variam de 43 kDA a 53 kDa e os pontos
isoelétricos de 5,0 a 5,5 (FUENTE et al., 2012; LOPEZ-PEDROUSO et al.,, 2014,
MARSHALL; LAUDA, 1975; MONTOYA et al., 2010; WILCOX; WHITAKER, 1984). A
estrutura secunddria monomérica é formada por folhas-f e random coil, predominantemente,
e a sequéncia primdria € pobre em aminodcidos metionina e cisteina.

A estabilidade estrutural da faseolamina trimérica é basicamente mantida por
forcas intramoleculares de intera¢des hidrofdbicas, eletrostéticas e ligagdes de hidrogénio,
sendo que as ligacdes dissulfidicas ndo contribuem na manutencio da estabilidade. Apresenta
temperatura de desnaturacdo (Tg) proximo de 90 °C em pH 7 (tamp@o fosfato 10 mmol.L™") e
sua estrutura permanece enovelada na auséncia ou presenca dos fons cloreto (1 M) ou
brometo (1 M) em condi¢do de pH 7, porém, no mesmo pH a estrutura desenovela quando em
presenca dos fons iodeto (I M) ou tiocianato (1 M) (DANIELSSON, 1949a; HARADA;
MIYAIRI; MURAI, 2010; LAWRENCE et al., 1994; LOPEZ-PEDROUSO et al., 2014;
MARINIELLO et al., 2007; MARSHALL; LAUDA, 1975; YIN et al., 2011)

A faseolamina possui comportamento de associagcdo-dissociacdo da cadeia
polipeptidica dependente do pH: quando ha variacio do pH, ocorrem mudancgas nas
caracteristicas estruturais e de sedimentacdo da proteina. Conforme Sun et al. (1974) e,
posteriormente, confirmado por Lawrence et al. (1994), a forma trimérica dessa vicilina é
formada em condi¢des de alta acidez, neutralidade e baixa alcalinidade, enquanto as formas
dodecamérica e monomérica ocorrem em condicdes de baixa acidez e alta alcalinidade,

respectivamente (TABELA 1.2).



26

Tabela 1.2 - Propriedades fisicas da fra¢do proteica faseolamina de feijio comum (Phaseolus
vulgaris) em fungdo do pH.

Conformacao da faseolamina

Dodecamérica Trimérica Monomérica
pH da solucao 3,8<pH<54 pH<3,0 ou 6,4<pH<10,5 pH>11,5
Coeficiente de sedimentacdo 18S 7S 3S
Massa molecular ~650 kDa ~160 kDa ~50 kDa

IFonte: Sun et al. (1974).

A exemplo de Sun et al. (1974) e Lawrence et al. (1994), muitos outros autores
mencionam o arranjo quaterndrio da faseolamina como trimérico, entretanto, evidéncias
apontam haver trés tipos dessa vicilina entre as variedades de feijao selvagens e domesticadas.
Os tipos de faseolaminas podem ser classificados em Tendergreen (T), Sanilac (S) e Inca (1),
sendo que T-faseolamina tem arranjo trimérico enquanto S- e [-faseolamina possuem arranjos
diméricos (BROWN et al., 1981; KOENIG; SINGH; GEPTS, 1990). T- e S-faseolamina
possuem cadeia polipeptidica de maior massa molecular (~52 kDa) e I-faseolamina ndo a tem.
Buscando caracterizar o nimero de cadeias polipeptidicas do arranjo de faseolaminas, 40
variedades de feijao dos seis continentes do globo foram analisadas por eletroforese (YAO et
al., 2016): 36 variedades da leguminosa possuem o tipo S-faseolamina e o restante o tipo T-
faseolamina. Ao contrdrio da forma trimérica, nenhum estudo foi encontrado que descreva o
comportamento associac¢ao-dissocia¢do dependente do pH da faseolamina dimérica.

Outra globulina presente nas variedades de feijdo € a legumina 11S que apresenta
estrutura quaterndria hexamérica (330 — 410 kDa) formada por subunidades (80 — 60 kDa)
constituidas por duas cadeias polipeptidicas, uma &cida (60 — 40 kDa) e outra basica (35 — 20
kDa), ligadas por interacOes dissulfidicas, e pontos isoelétricos que variam de 4,5 a 5,0. A
composi¢do de aminodcido das leguminas € rica em glutamina, asparagina e glicina e pobre
em aminodacidos sulfurados (DANIELSSON, 1949b; HENNIG; SCHLESIER, 1994,
LAWRENCE et al., 1994; MENG; MA, 2001; MUHLING; GILROY; CROY, 1997).

Nao foi encontrado nenhum relato cientifico sobre a associagdo-dissociagdo da
estrutura molecular de leguminas de feijao comum (Phaseolus vulgaris). Por outro lado,
foram encontradas confirmacdes da associagcao-dissociacdo da estrutura molecular dependente
do pH e, também, da forca idnica (i) de lentilha (JARPA-PARRA et al., 2015) e ervilha
(GUEGUEN et al., 1988). Os tultimos pesquisadores estudaram o fendmeno de associagdo-

dissociacdo das leguminas de ervilha e observaram que em pH 7 e baixa for¢a idnica (u<0,05)
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ha formacdo de agregados, levando a formacdo de solugdo turva e ha estabiliza¢do do estado
nativo da proteina (12S) em pH 7 e alta for¢a idnica (u>0,4). Subirade, Gueguen, Schwenke
(1992) também verificaram que a legumina da ervilha se oligomeriza (12S) em pH neutro e
u>0,1 e dissocia (2 — 4S) quando as condicdes de pH forem extremas de acidez ou de
alcalinidade e p>0,05 (TABELA 1.3). Observacdo declarada por esses estudos € a presenca
simultanea de polipeptideos de coeficientes de sedimentacdo 3S, 7S e 12S quando o pH variar
de 3,5 a 7,0. E, por fim, Gueguen et al. (1988) observaram a irreversibilidade da dissocia¢do

da legumina de ervilha ocorrida nos valores extremos de pH.

Tabela 1.3 - Influéncia do pH e forc¢a idnica sobre as caracteristicas moleculares de legumina
de ervilha.

Conformacao da faseolamina

Hexamérica Monomérica
pH da solucdo! 7,0<pH< 9,0 3<pH ou pH>11
Forga i6nica? p=>0,1 pn=>0,05
Coeficiente de sedimentacao? 12,7S 2-4S
Massa molecular ~360 kDa ~60-65 kDa

Fontes: Gueguen et al. (1988), Subirade, Gueguen & Schwenke (1992).
Forga idnica (u) de 0,1; 2 Tampao glicina pH 10,6.

Rui et al. (2011), em estudo comparativo por eletroforese desnaturante e ndo
desnaturante do perfil proteico de nove variedades de feijao comum (Phaseolus vulgaris),
descreveram significativa similaridade entre as composi¢des proteica das variedades,
sobretudo, a presenca da vicilina 7S de massa molecular em torno de 47 kDa. Os autores
observaram que na presenga do agente desnaturante (B-mercaptoetanol) as bandas das
subunidades (a, B, y) da vicilina 7S permaneciam presente, caracteristica diferente da
observada na banda das leguminas (~66 kDa). Isto porque as subunidades da vicilina ndo se
dissociam ao passo que a subunidade das leguminas se dissociam nas unidades &4cida (~40
kDa) e bdsica (~20 kDa) pelo rompimento da interacdo dissulfidica em condicoes
desnaturante. A mesma caracteristica da vicilina 7S foi observada na avaliacdo eletroforética
do isolado proteico do feijao “pinto” (Phaseolus vulgaris cv. Pinto) preparado usando solugao
tampdo fosfato de sédio pH 8,0 e precipitacio isoelétrica (TAN; NGOH; GAN, 2014): a

presenca de uma fracdo de massa molecular 47 kDa cuja estrutura permanecia inalterada na
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presenca do B-mercaptoetanol, aspecto que indica que a interacdo entre cadeias polipeptidicas

¢ desprovida de interacdo dissulfidica.

1.1 - Processo de purificacdo de proteina de leguminosas

Os processos de extracdo de proteinas mais citados na literatura para producao de
extratos proteicos de leguminosas destinados a aplicac@o industrial compreendem as etapas de
enriquecimento e de recuperacdo em funcdo do alto rendimento de extracdo proteica. A
combinacdo dessas etapas conduz a produgdo de extratos proteicos classificados segundo o
teor proteico em concentrado (teormmimo = 68 %) ou isolado (teormmimo = 88 %) (BRASIL,
2005).

O enriquecimento constitui a etapa em que se promove a solubilizagdo das
proteinas e pode ser realizada por meio das solubilizagdes alcalina, dcida, salina ou aquosa e a
recuperagdo ou precipitacdo das proteinas € efetuada modulando as condi¢des de pH
(precipitacdo isoelétrica), de forca idnica (precipitacdo salina - fendmeno salting out) ou por
diferenca dos tamanhos moleculares (ultrafiltracao) (BOYE; ZARE; PLETCH, 2010).

As técnicas eleitas para a execucdo da etapa de enriquecimento definem a
quantidade a ser recuperada de proteina. As condi¢des do processo de enriquecimento
(solubilizacdo) influenciam no teor, no perfil de proteinas e na preservacao das caracteristicas
estrutural e funcional das proteinas extraidas (BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007; DE
LA FUENTE et al., 2011; STONE et al., 2015). As fragdes proteicas que compdem as
sementes leguminosas predominantemente sdao albuminas e globulinas, caracteristicas que
permitem administrar a etapa de enriquecimento, pela alteracdo da técnica de solubilizacdo,
para melhor selecionar fracdes proteicas (STONE et al., 2015).

Muito empregada na producdo de extratos proteicos de soja, a técnica de
solubilizacdo alcalina por hidroxido de sodio (NaOH) € realizada adicionando o agente
alcalino a farinha desengordurada dispersa em &4gua destilada. Em meio alcalino, ocorre
desprotonagdo dos grupos aminos das proteinas (-NH3;" — -NH,), tornando a cadeia
polipeptidica carregada negativamente, o que induz o aumento das interacdes proteina-agua e,
consequentemente, aumenta a solubilizacdo da biomolécula (DAMODARAN, 2010;
ROTHSTEIN, 1993). O ponto critico da solubilizac¢do alcalina € a desnaturagdo que pode ser
irreversivel em funcdo do desdobramento das estruturas quaterndria e tercidria promovido em

pH altos. O efeito de quatro valores de pH (8, 9, 10 e 11) na solubilizacao alcalina (NaOH) foi
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avaliado na extracdo de proteinas de quinoa (Chenopodium quinoa Willd) por Ruiz et al.
(2016). Os autores constataram que o rendimento de proteinas extraidas aumentou em funcao
do aumento do pH: minimo de 36,3 % (m/m) e maximo de 52,0 % (m/m). Em contrapartida,
verificaram que houve aumento da desnaturacdo, reducdo da solubilidade e diminuicdo da
pureza dos produtos proteicos obtidos nas extracdes realizadas em pH 10 e 11. Por outro lado,
as proteinas extraidas em pH 8 e 9 apresentaram melhor capacidade de formagao de géis uma
vez que esses eram autossustentaveis com redes microestruturais densas.

A etapa de solubilizacdo das proteinas no processo de extragdo também pode ser
realizada em meio salino: a interacdo proteina-sal proporciona estabilizacdo estrutural as
macromoléculas. A solubilidade proteica aumenta em baixa concentracdo salina devido a
neutralizacdo eletrostitica das cargas proteicas promovida pelas interacdes eletrostaticas entre
os fons do sal e os grupos ionizdveis das cadeiras laterais dos aminodcidos, evento
denominado efeito salting in (DAMODARAN, 2010; ROTHSTEIN, 1993; WHITIFORD,
2007). O efeito salting in é comprometido se houver aumento significativo da for¢a idnica: o
aumento de fons ao redor das moléculas proteicas conduz, instantaneamente, a reducdo da
interacao i0nica com a superficie proteica e a0 aumento da interacdo sal-dgua. O incremento
das interacOes atrativas proteina-proteina se restabelece levando a formacdo de agregados,
resultado do efeito salting out (DAMODARAN, 2010; WHITIFORD, 2007; ROTHSTEIN,
1993). O teor e o perfil de proteinas solubilizadas em meio salino sdo influenciados pela
identidade do sal empregado, pela concentragdio do sal, pela propor¢cdo de farinha
desengordurada:solucdo salina e pela temperatura (EVANS; KERR, 1963; OOMAH;
MAZZA; CUI, 1994).

Ishino & Ortega D. (1975) afirmaram que o isolado proteico de feijao comum
(Phaseolus vulgaris) extraido por solubilizacdo salina (0,5 M NaCl pH 7,5) € constituido
basicamente de globulina (75 % das proteinas). Hojilla-Evangelista et al. (2018)
quantificaram de 79,1 a 82,4 % de proteinas em extratos proteicos de quatro variedades de
feijoes comuns (Phaseolus vulgaris) produzidos por solubilizacdo salina (500 mM NaCl) em
pH 6,13. E, buscando preparar extratos proteicos de feijio comum ricos em vicilinas, Shen &
Tan (2014) e Tang & Sun (2011) aplicaram a solubilizacdo salina e 4dcida (500 mM NaCl + 25
mM HCI, pH 3,5) e relataram, respectivamente, teores proteicos de 82,1 e 82,7 %.
Comumente, no processo de producdo de isolados proteicos por solubilizacdo salina, as
albuminas s3o descartadas apds o processo de didlise contra 4gua ultra pura (AJIBOLA et al.,

2016).
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A etapa consecutiva a solubilizacdo é a recuperacdo da proteina que pode ser
executada por precipitacdo ou por ultrafiltracdo, geralmente, seguida por uma operacao
unitdria de secagem. A precipitacdo pode ser realizada empregando condicdes dcidas (HCI) ou
saturadas por sulfato de amonio (efeito salting out). A precipitagdo proteica que consiste na
reducdo do pH do sobrenadante recuperado na solubilizagdo é comumente chamada de
precipitacdo isoelétrica (pH 4,5) e, andlogo a solubilizagdo alcalina, ¢ a técnica de
recuperagdo mais empregada nos muitos estudos publicados. Nesta técnica, a precipitacdo das
proteinas ocorre como consequéncia da reduc¢do da hidratagdo das moléculas proteicas que
existe na faixa de pH 4-5. Sabe-se que as proteinas apresentam solubilidade minima nessa
faixa porque ha neutralizacdo das cargas elétricas liquidas, ou seja, hd reducdo da repulsao
eletrostdtica permitindo que haja a formacdo de agregados proteicos. Shevkani et al. (2015)
produziram isolados proteicos de feijao comum por solubilizag@o alcalina (pH 9,0) seguida de
precipitacdo isoelétrica (pH 4,5) e liofilizacdo do precipitado. Os autores relataram que o
perfil de proteinas isoladas era composto basicamente por estruturas globulares, vicilina (7S)
e leguminas (11S).

Outra técnica de recuperacdo das proteinas € a ultrafiltracdo que emprega
membranas que seletivamente retém as moléculas pelos tamanhos moleculares. A recuperagdo
proteica por ultrafiltracdo € considerada pelos estudiosos uma excelente escolha devido a
preservacdo estrutural das macromoléculas, porém, € indispensdvel a etapa de solubilizacdo
(MOHAMMAD et al., 2012). Extragdes das fracOes albumina e globulina do feijao africano
(Sphenostylis stenocarpa) foram realizadas por solubiliza¢es aquosa e alcalina e os métodos
de precipitagdo isoelétrica e ultrafiltracdo foram comparados entre si n estudo de Arogundade
et al. (2014). Os autores verificaram que a ultrafiltracdo mostrou-se mais eficiente na
recuperagdo de proteinas solubilizadas em dgua (62 %) e em meio alcalino (92 %) e também
resultou em produtos proteicos com menor € maior teor de acido fitico e de taninos,
respectivamente, (AROGUNDADE et al., 2014).

A influéncia do método enriquecimento e recuperagdo escolhido para realizar a
extracdo das proteinas estende-se as propriedades funcionais desempenhadas pelo produto
proteico recém fabricado. A producdo de isolado proteico de ervilha (Pisum sativum L.) foi
estudada para avaliar os efeitos dos métodos de extracdo sobre o teor de proteina de isolados
proteicos e suas propriedades funcionais (STONE et al., 2015). Os métodos usados foram
solubilizacdo alcalina e precipitacdo isoelétrica (API) e solubilizagdo salina e didlise (SD),
sendo observado que o isolado proteico extraido por API apresentou maior teor de proteina

(83,3 - 86,9 %) que o extraido por SD (71,5 - 79,3 %). Entretanto, apesar de exibir menor
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conteddo proteico, o isolado preparado pelo método salino exibiu maiores capacidades de
formacdo de espuma e emulsdo, baixa estabilidade espumante e alta estabilidade
emulsificante. Baseando nisso, os pesquisadores concluiram que o isolado preparado pelo
método salino foi o melhor, sobretudo, em termos de desempenho das propriedades
funcionais (STONE et al., 2015).

Isolados proteicos de grao de bico (Cicer arietinum L.) foram produzidos por trés
métodos de extracdo: (i) solubilizacdo alcalina (pH 9) seguida de precipitacdo isoelétrica
(IPI), (ii) solubilizacdo alcalina (pH 9) e ultrafiltracao (IUF) e, por ultimo, (iii) solubilizacdo
em agua deionizada (pH 5) seguida de centrifugacdo (IF). Foi observado que os isolados IPI e
IF eram constituidos basicamente de globulinas e albuminas, respectivamente, enquanto o
isolado IUF apresentava as duas fracdes proteicas sendo a quantidade de globulinas maior que
albuminas. Além disso, verificou-se que a composicao dos isolados proteicos influenciou na
temperatura de gelificacdo: o isolado rico em albuminas (IF) apresentou a menor temperatura
de gelificacdo (~68 °C), seguido pelo isolado produzido por ultrafiltragdo (~78 °C) e por
ultimo pelo preparado pela precipitacdo isoelétrica (~85 °C), todos testados na mesma

concentracao (10 % - m/v) (PAPALAMPROU et al., 2009).

2 - Propriedades funcionais das proteinas

Uma vez definido o grupo alimentar, os critérios usados pelo consumidor para
fazer a distin¢do entre uma marca e outra sdo as caracteristicas sensoriais e a presenca de
beneficios a saide. Dando énfase aos atributos sensoriais, € consenso que as interacdes
intermoleculares envolvendo as proteinas € os componentes/ingredientes do alimento sdo,
comumente, responsdveis pelas caracteristicas sensoriais. Para ser apontada como ingrediente
vantajoso, uma proteina precisa exibir vdrias funcionalidades tecnoldgicas que se referem as
propriedades fisico-quimicas que interferem no desempenho das proteinas dos sistemas
alimenticios durante o processamento, armazenamento, preparo € consumo (DAMODARAN
et. al., 2010). A propriedade viscoeldstica em paes, a suculéncia de carnes, a formagdo de
codgulo de produtos lacteos, a formacao e estabilidade de espumas em sorvete e a formacao e
estabilidade de sistemas emulsionados como molhos de saladas e maionese sdo exemplos de

situagdes cuja qualidade de conservagdo e caracteristicas sensoriais sdo altamente
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dependentes do desempenho das propriedades técnico-funcionais de proteinas (YADA, 2004;
ZAYAS, 1997).

As propriedades técnico-funcionais das proteinas podem ser notadas como
expressdo de trés aspectos moleculares: (i) propriedade de hidratacdo, (ii) propriedade
interfaciais (emulsionante e formacao de espuma) e (iii) propriedade reoldgica (gelificante e
espessante). As propriedades fisico-quimicas que controlam a funcionalidade tecnoldgica das
proteinas sdo tamanho; forma; composicdo e sequéncia dos aminodcidos; carga liquida e
distribuicdo das cargas; razdo de hidrofobicidade/hidrofilicidade; tipo de estrutura secundaria
(a-hélice e B-folha); organizacdo da estrutura tercidria e quaterndria dos segmentos
polipeptidicos; presenca de ligacdo dissulfidica (ligagcdes cruzadas inter e/ou intramolecular);
flexibilidade e rigidez molecular; e capacidade de interagir com outros componentes (4gua,
carboidratos, lipideos e proteinas) (DAMODARAN et. a.l, 2010; YADA, 2004).

As proteinas de origem animal (leite, ovo e carne) sdo ingredientes consolidados
na industria de alimentos porque sdo capazes de realizar multiplas fungdes tecnoldgicas. Por
exemplo, a clara de ovo: gelifica, emulsifica, forma espuma e liga-se a dgua, ou seja, € uma
fonte proteica altamente desejdvel como ingrediente em novas formulagdes alimenticias.
Entretanto, ndo € novidade que existe no mercado grupo de consumidores que procura por
alimentos isentos de proteinas animais, gliten e lactose. Atentos a isso, estudiosos comegaram
a testar proteinas de origem vegetal, sobretudo de sementes leguminosas, para atender a atual
demanda do mercado com novas opcodes de ingredientes uteis e seguros (JARPA-PARRA et
al., 2014; KARACA; LOW; NICKERSON, 2011; PAPALAMPROU et al., 2009; STONE et
al., 2015). A sustentabilidade e o baixo custo de produgdo desses grdos sdo vantagens que
reforcam a escolha por proteinas vegetais, especialmente de culturas domesticadas e de
préticas agricolas amplamente difundidas.

A soja € a semente mais utilizada para producdo de proteina vegetal: um
ingrediente util na elaboracdo de formulagdes infantis, bebidas, suplementos proteicos, de
produtos cédrneos e panificados, pois, possui propriedades funcionais (hidratagdo, interfacial e
reoldgica) apropriadas, além de manter excelentes perfis sensorial e nutricional dos alimentos
destinados ao publico alérgico as proteinas animais (KINSELLA, 1979; PHILIPS;
WHITEHEAD; KINSELLA, 1994). Mesmo assim, a alta demanda por novas proteinas
vegetais tem impulsionado a caracterizacdo das propriedades funcionais de proteinas de outras
fontes. Assim, as sementes da familia Fabaceae ou Leguminosae bem como o feijao comum
do género Phaseolus vém recebendo ampla atencdao da comunidade cientifica. Ciente desse

cendrio, a proposta desse item foi reunir as informacdes publicadas sobre as propriedades
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funcionais tecnoldgicas das proteinas nativas e modificadas (via quimica, enzimdtica ou
fisica) de extratos proteicos de feijio comum do género Phaseolus visando futura aplicacdo

industrial (FEYZIL; MILANI; GOLIMOVAHHED, 2018).

2.1 - Propriedade de hidratacao

A dgua é um constituinte muito importante no alimento. As caracteristicas de
textura e reoldgica de um produto alimenticio sdo o resultado da interacao da dgua com outros
constituintes do alimento, essencialmente com proteinas e polissacarideos. A capacidade de
retencdo de dgua € uma propriedade importante para a qualidade de alimentos como sopas,
produtos de confeitarias, panificacdo e carneos (CELLENO et al., 2007). Essa propriedade da
proteina reflete a sua habilidade de interagir quimica e fisicamente com moléculas de dgua e
reté-las em face da acdo de forcas mecanicas. A capacidade de retencdo de dgua de uma
proteina é dependente de sua composicdo de aminodcidos, do pH, da forca idnica, da
temperatura, do tipo e da concentracdo de sal e da conformagdo proteica (DAMODARAN et.
al., 2010). Segundo Damodaran et. al. (2010), a capacidade de retencdo de 4gua, também

chamada de capacidade de hidrata¢do, é definida como:

my .
CRA = —X100 Equacao 1.1
m,

em que CRA € a capacidade de retencdo de agua, m; € a massa (g) de dgua retida
e mp é massa (g) de proteina.

Uma série de dados reportado em estudos sobre a capacidade de retencdo de dgua
de proteinas de feijdo comum do gé€nero Phaseolus é apresentada na Tabela 1.4. A
capacidade de retencdo de &dgua pode ser relacionada a estrutura das proteinas e a
disponibilidade de residuos de aminodcidos polares, sitios de interacdo proteina-dgua
(LAFARGA et al., 2018) e, ap6s analisar os resultados da lista de estudos (TABELA 1.4) é
possivel sugerir que o método de extracdo (enriquecimento e recuperagdo) pode interferir no
desempenho da capacidade de retencdo de dgua. Isso porque esses dados indicam que valores
altos de pH do enriquecimento alcalino pode modificar o arranjo estrutural da proteina (RUIZ
et al., 2016), expondo grupos hidrofébicos antes mantidos no interior da biomolécula, e que a

recuperagao por ultrafiltracdo/diafiltracdo produz extratos proteicos de perfil proteico distinto
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daquele obtido através da precipitacio isoelétrica. Até o momento, ndo foi localizado nenhum
estudo cujo objetivo fosse relacionar o método de extracio com a CRA. Essa auséncia de
dados incentiva a realizacdo de estudos cujo objetivo seja esclarecer tal possivel relagdo,

sobretudo, porque a influéncia sobre a solubilidade ja foi confirmada.
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Tabela 1.4 - Propriedades de hidratagc@o de extratos proteicos nativos de variedades de feijdo do género Phaseolus.

Variedade Processo de extracao Variaveis de extracao Proteina (%)* CRA Referéncia
Comum preto Solubilizagdo alcalina / D1}slp7e rgaoofrél ;1 iuarélc? E?;'/agg i 6.0 o He et al. (2018)
(Phaseolus vulgaris) Precipitagdo isoelétrica pHLUD pH4 5p prag Y EE '
Comum preto 10 mg/mL proteina
(Phaseolus vulgaris 81,8 %! PH2 0.9 g/g
L.) pH7 > 1,0g/g
pH 10 > 0,9 g/g
Comum Vermelho 10 mg/mL proteina
escuro 79.1 %! pH2 > 1,6 g/g
(Phaseolus vulgaris o . Dispersdo em 500 mM NaCl (pH pH7->20g¢g/g .
L.) Solubilizagdo salina (pH  ¢,13), 45 °C por 3 h; Liofilizacdo pH 10 > 1,4 g/g Hojilla-
6,15) / Precipitacio por 3 dias (concentracdo de 10 me/mL. protefna Evangelista et al.
Great Northern aquosa s6lidos); Didlise 4 °C por 1 ng 5 lp Lo/ (2018)
(Phaseolus vulgaris semana; Atomizagao; 80,8 %! p 1 88
L) pH7 > 1,6¢g/g
’ pH 10> 1,3 g/g
‘ 10 mg/mL proteina
Comum Pinto ' 82.4 %! pH2 >2,0¢/g
(Phaseolus vulgaris pH7 522 g/g
L) pH 10 > 1,2 g/g
Dispersao em 400 mM NaOH (pH
Ganxet Solubilizagdo alcalina + 12), homogeneizacdo (14 000 Lafarea et al
(Phaseolus vulgaris sonicagdo / Precipitagdo rpm/30 s), sonicacio (4 °C, 40 69,59 %? 0,98 g/g (2%)18) °
L. var. Ganxet) isoelétrica kHz, 250 W/60 min) e

precipitacdo pH 5,5.

“Refere-se ao teor de protefnas do extrato proteico produzido. Os métodos de quantificacio: ! método AOCS Ba4e-93 (Nx6,25); 2 método Bradford; 3método
AOAC 920.87; *método Lowry.



Tabela 1.4 - Propriedades de hidratagc@o de extratos proteicos nativos de variedades de feijdo do género Phaseolus. (Continuagdo)

Variedade Processo de extracao Variaveis de extracao Proteina (%)* CRA Referéncia
o Pinlo)g meZ Cl.(fna " (20 mL/g) a 25 °C e 60 min : & (2014)
R L ] Dispersao em dgua (4 mL/g)
Comum Francés  Solubilizagdo alcalina / pH10por1he 76,96 %" 583mL/g  Wani etal. (2014)
(Phaseolus vulgaris)  Precipitacdo isoelétrica precipitacdo pH 4,5
Dispersao em NaHPO, pH 8,0 Albumina: 3,40 mL/g
i (1:10 - m:v) a4 °C/2 h; 41 %* ’
Comum Vermelho  Solubizacdo NatPOs o o a0 o (NH,),SO ’ Mundi & Aluko
(Phaseolus vulgaris / Precipitagdo priagao: 42
L) (NH.),SO; — 80 % (NHy),80, — Didlise . = . (2012)
) — Albumina (sobrenadante) e 81 liylfa' 2,56 mL/g
(Y

Globulina (precipitado)

36

ARefere-se ao teor de protefnas do extrato proteico produzido. Os métodos de quantificagdo: 'método AOCS Bade-93 (Nx6,25); 2 método Bradford; 3método

AOAC 920.87; “método Lowry.
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Como altera¢des conformacionais das cadeias polipeptidicas podem influenciar no
desenvolvimento da habilidade proteica de reter d4gua, grupos de pesquisas estudam o efeito
das modificagdes quimicas, enzimdticas e fisicas nos extratos proteicos de feijdo comum
(Phaseolus vulgaris L.) para mensurar as alteracdes da CRA (TABELA 1.5). Ahmed et al.
(2018) averiguaram a implicagcdo do tratamento de alta pressdo sobre a capacidade hidratacio
de extratos proteicos de feijaio comum (Phaseolus vulgaris) e detectaram relagdo positiva
entre a propriedade e a intensidade de pressdo aplicada seguindo uma equacio polinomial de
segunda ordem (R2>0,92 e p<0,05). Para estudiosos essa relagdo positiva é devido as
diferencas geradas na conformacdo da proteina e as mudancas no nimero e natureza de sitios
de ligacdo com dgua na molécula proteica.

A CRA de extratos proteicos de feijdo comum preto (Phaseolus vulgaris L.)
conjugados ao monometoxipoli(etilenoglicol) (mPEG) foi examinada por He et al. (2018),
que constataram a diminui¢do da capacidade de retencdo entre o0s extratos nativo e
modificado. Embora as diferencas ndo tenham sido significativas (p>0,05), para os autores, a
conjugacao produziu o efeito mdscara sobre os residuos de aminoécidos hidrofilicos fato que
levou a diminui¢do da capacidade de retengdo de dgua.

A hidrélise proteolitica € um dos métodos recorrentes entre as tentativas de
melhorar as propriedades funcionais das proteinas. Wani et al. (2014) e Wani, Sogi & Gill
(2015) avaliaram as propriedades funcionais de extratos proteicos de feijoes comuns
modificados pela papaina, entre elas, a capacidade de retencdo de dgua e relataram que houve
aumento significativo (p<0,05) na capacidade de retencdo apds a hidrélise. A hidrélise
enzimatica da cadeia polipeptidica produz peptideos de cadeia curta e exposicdo de mais
cadeias laterais de aminodcidos para interagir com moléculas de dgua, o que justifica a

melhoria da capacidade de retencao de dgua.



Tabela 1.5 - Propriedades de hidratagc@o de extratos proteicos modificados de variedades de feijdo do género Phaseolus.

Variedade

Extracao

Método da
modificacio

proteina®

CRA

Referéncia

Comum preto
(Phaseolus vulgaris
L.)

Black gram,
Cultivar Mash 1-1
(Phaseolus mungo L.)

Black gram,
Cultivar PU-19
(Phaseolus mungo L.)

Comum Vermelho
(Phaseolus vulgaris
L.

Comum Contendor
(Phaseolus vulgaris
L.

Solubilizacdo alcalina (pH
7,0) e Precipitagdo
isoelétrica (pH 4,5).

Solubilizacdo alcalina (pH
10) e Precipitagdo
isoelétrica (pH 4.,5).

Solubilizagdo alcalina (pH
10) e Precipitacao
isoelétrica (pH 4.,5).

Solubilizacdo alcalina (pH
10) e Precipitacdo
isoelétrica (pH 4.,5).

Solubilizacdo alcalina (pH
10) e Precipitacao
isoelétrica (pH 4.,5).

Modifica¢do Quimica:
Conjugacao proteina +
mPEG-SC:

Modificacdo enzimadtica:

e Papaina, 37 °C pH
8,0 por 60 min

Modifica¢do enzimadtica:

e Papaina, 37 °C pH
8,0 por 60 min

Modificacdo enzimatica:

e Papaina, 37 °C pH
8,0 por 30 min

Modificacdo enzimatica:

e Papaina, 37 °C pH
8,0 por 30 min

Nativo—> ~ 6,0 g/g
Conjugado—> ~ 5,5 g/g

Nativo—> 6,7 g/g
Hidrolisado—> 7,0 g/g

Nativo—> 6,1 g/g
Hidrolisado—> 7,1 g/g

Nativo—> 5,34 g/g
Hidrolisado—> 5,48 g/g

Nativo-> 5,48 g/g
Hidrolisado—> 5,64 g/g

He et al. (2018)

Wani, Sogi & Gill
(2015)

Wani, Sogi & Gill
(2015)

Wani et al.,
(2014b)

Wani et al. (2014)

“Refere-se ao teor de protefnas do extrato proteico produzido. Os métodos de quantificacdo: 'método AOAC 920.87.
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2.2 - Solubilidade

A solubilidade é apontada como a mais relevante propriedade funcional de uma
proteina porque a eficiéncia do desempenho das demais propriedades funcionais (interfacial e
reoldgica) depende do qudo a proteina se solubiliza em dgua. A titulo de exemplo, a taxa de
difusdo da proteina em direcdo as regides interfaciais e a flexibilidade da biomolécula na
interface sdo relacionados a solubilidade, ou seja, a viscoelasticidade do filme formado ¢é
dependente da solubilidade no solvente. Portanto, extratos proteicos que exibem a maior
solubilidade proteica podem atuar como melhores agentes espumante e emulsificante
(FANTINI et al., 2009).

A solubilidade de uma proteina é a manifestacdo termodindmica do equilibrio
entre interagdes proteina-proteina e proteina-agua. As principais interacoes intermoleculares
que regem as caracteristicas de solubilidade das proteinas sdo de natureza hidrofébica e
ionica. As interacdes hidrofébicas governam as interagdes proteina-proteina, gerando
diminui¢do de solubilidade enquanto as idnicas promovem interacdes proteina-agua levando
ao aumento ou diminui¢ao da solubilidade (DAMODARAN et al., 2010).

Segundo as caracteristicas de solubilidade, as proteinas sao classificadas em:

e Albuminas: soliveis em dgua. Exemplo: ovoalbumina e a-lactoalbumina;

e Globulinas: soluveis em solugdes salinas de baixa concentracdo (200 mM).
Exemplo: vicilinas, leguminas e B-lactoglobulinas;

e (Qlutelinas: soliveis apenas em solucdes 4cidas (pH 2,0) e em solugdes alcalinas
(pH 12). Exemplo: glutelinas de trigo;

e Prolaminas: soliveis em etanol 70 %. Exemplo: gliadina;

A solubilidade das proteinas € influenciada pelos seguintes fatores: pH, forca
10nica, temperatura e presenca de solventes. A curva caracteristica da solubilidade em func¢éo
da pH da maior parte das proteinas dos alimentos exibe o formato de “U”. A solubilidade
minima ocorre em proximidade ao ponto isoelétrico das proteinas devido a falta de repulsdo
eletrostitica resultante da presenca de carga elétrica superficial liquida neutra,
consequentemente, surgem interacdes eletrostiticas de natureza atrativa seguida de interacdes
hidrofébicas, o que leva a precipitacao e agregacio (DAMODARAN et. al., 2010).

Os resultados de solubilidade em func¢do do pH de extratos proteicos de feijoes
comuns do género Phaseolus exibem o formato “U” com a solubilidade minima na faixa de

pH 4 — 6 (FIGURA 1.1). Além dos fatores citados anteriormente, € observado na literatura
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que os extratos proteicos obtidos de variedades de feijao comum (Phaseolus vulgaris) podem
apresentar diferencas entre os perfis de solubilidade (RAHMATTI et al., 2018) (FIGURA
1.1A) e que o método de extracdo das proteinas pode influenciar no perfil de solubilidade dos
extratos proteicos (FIGURA 1.1B). Na etapa de solubilizacdo alcalina, resultados da literatura
mostram que o pH empregado pode apresentar correlacdo negativa com a solubilidade. Isso
porque as proteinas solubilizadas dessa forma podem sofrer mudanga conformacional ou até
modifica¢do estrutural o que promove exposicdo de grupos hidrofébicos antes escondidos no

nidcleo do arranjo estrutural da proteina (RUIZ et al., 2016).

Figura 1.1 - Perfis de solubilidade proteica em fung¢do do pH de (A) isolados proteicos de
diferentes variedades de feijoes comuns (Phaseolus vulgaris) produzidos por solubilizacdo
alcalina (pH 9) e precipitacdo isoelétrica (pH 4,5). Variedades: (®) Speckled Sugar, (0) Red
Mexican, (A) Great Northern; (B) isolado proteico de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.)
produzido por: solubilizacdo alcalina (pH 8,5), precipitacdo isoelétrica (pH 4,5) e
centrifugacao 4000 rpm (#), solubilizacdo alcalina (pH 8,5), precipitacdo isoelétrica (pH 4.,5)
e centrifugacdo 9900 rpm (A), solubilizacio alcalina (pH 8,5) e ultrafiltragdo (5 kDa) (m) e
solubilizacdo salina (2 % NaCl) (x); (C) de produto proteico rico em faseolamina (PRP, m) e
isolado proteico (KPI, @) de feijaio comum; (D) das fracdes de albumina (- -) e globulina de
feijao (-);
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(A) Fonte: adaptada de Rahmati et al. (2018); (B) Fonte: adaptada de Makri & Doxastakis
(2006); (C) Fonte: adaptada de Yin et al. (2010); (D) Fonte: adaptada de Mundi & Aluko
(2012);
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O método de recuperagdo das proteinas € outro fator que pode interferir no perfil
de solubilidade. Makri & Doxastakis (2006) investigaram os efeitos dos métodos de
recuperagao (precipitacdo isoelétrica e ultrafiltragdo) sobre as propriedades funcionais de
extratos proteicos de feijao comum (Phaseolus vulgaris). Os pesquisadores observaram que a
solubilidade minima na faixa de pH 4 — 6 das proteinas recuperadas por ultrafiltracdo foi
maior que a obtida elo processo de precipitacdo, associando tal diferenca ao perfil proteico
(albumina e globulina) do extrato proteico recuperado (MAKRI; DOXASTAKIS, 2006).

Yin et al. (2010) avaliaram as propriedades funcionais de extratos proteicos de
feijao produzidos por (i) solubilizag¢do alcalina e precipitagdo isoelétrica e (ii) solubilizacdo
salina dcida (pH 3,5). Os pesquisadores observaram diferencas de solubilidade nas condi¢des
de pH éacido e alcalino e atribuiram tais diferengas a desnaturacido na condicdo alcalina e ao
perfil de fracdo proteica que compde cada extrato proteico produzido (FIGURA 1.1C). A
influéncia da composi¢do proteica no extrato também foi observada por Mundi & Aluko
(2012) que mostraram que as globulinas apresentam solubilidade minima na faixa de pH 4 — 6
enquanto que a albumina é solivel em todos os valores de pH 3 — 10 (FIGURA 1.1D).
Segundo os pesquisadores, a maior solubilidade da albumina pode ser atribuida a presenca e
quantidade de glicoproteinas (45 % de contetido de carboidrato) quando comparada a
globulina (3,9 % contetddo de carboidrato).

Investigacdes sobre o efeito de modificacdo estrutural das proteinas de feijao
(Phaseolus) sobre a solubilidade demonstram que os resultados sdo dependentes do método
de modificacdo aplicado (quimico, enzimatico e fisico) (FIGURA 1.2), contudo, em geral, nao
observa-se melhoria de solubilidade na regido do ponto isoelétrico (4<pH<5). Resultados da
modificacdo quimica por meio da conjugacdo de monometoxipoli(etileno glicol) (mPEG) a
moléculas de proteinas de feijdo comum preto indicam aumento da solubilidade proteica em
pH<4 e 5>pH>12 (HE et al.,, 2018). A melhoria da solubilidade observada provem do
favorecimento das interacdes proteina-dgua que surge com a introducdo dos grupos
hidrofilicos do mPEG e, provavelmente, da diminui¢do da agregacdo induzida pelas
interacOes eletrostaticas, pois, a conjugacdo leva a redugdo da carga elétrica superficial da
proteina. Ao contrdrio da conjugacdo, a modificagdo quimica por reticulacdo enzimatica
(transglutaminase microbiana — MTGase) ndo favoreceu a solubilidade de extratos proteicos
de feijao do género Phaseolus (FIGURA 1.2A) (TANG et al.,, 2008). O processo de
reticulacdo enzimética envolve aplicacdo de energia na forma de calor com objetivo de
desnaturar parcialmente a proteina para expor as cadeias polipeptidicas a agdo da MTGase,

que leva a modificacdo conformacional e ao progressivo aumento de massa molecular,
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caracteristicas que ndo favoreceram as interagdes proteina-dgua. Wani et al. (2014) e Wani,
Sogi & Gillb (2015) investigaram os efeitos da acdo da papaina sobre o perfil de solubilidade
de extratos proteicos de feijao comum (Phaseolus) e verificaram que os hidrolisados proteicos
produzidos exibem melhor solubilidade que as amostras nativas. A Figura 1.2B apresenta o
perfil de solubilidade de extratos proteicos nativos e hidrolisados de feijao comum Contendor
em funcdo do pH obtido por Wani et al. (2014). Ao examinar o perfil, constata-se que a
hidrélise enzimdtica ndo proporcionou melhoria de solubilidade na regido do ponto isoelétrico
(4<pH<5), mas, por outro lado, favoreceu o aumento da solubilidade proteica em condig¢des
de pH>5 e pH 2,0. Segundo os autores, o incremento da solubilidade pode ser atribuido a
presenca de peptideos de baixa massa molecular e a exposicdo de grupos hidrofébicos e

hidrofilicos, antes escondidos no interior da biomolécula nativa.

Figura 1.2 - Perfil de solubilidade em funcio do pH de (A) extratos proteicos reticulados pela
transglutaminase microbiana (MTGase), Control (o), K-30 (o), K-60 (A) e K-120 (V)
indicam as amostras tratadas pela MTGase por 0, 30, 60 e 120 min, respectivamente,); (B)
hidrolisados proteicos de feijao comum Contendor (Phaseolus vulgaris L.) obtidos pela acdo
de papaina. Nativo (¢), hidrolisado por 30 min (m), hidrolisado por 60 min (A).
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(A) Fonte: adaptada de Tang et al. (2008); (B) Fonte: adaptada de Wani et al. (2014);

A aplicacdo de energia na forma de calor € outra op¢do de modificacdo estrutural
das proteinas e seu efeito sobre a solubilidade de extratos proteicos ricos em vicilina de
feijoes comuns (Phaseolus) foi investigada por Tang, Sun & Yin (2009). Os resultados da
pesquisa revelaram que o aquecimento provocou modificacio estrutural e, consequentemente,
favoreceu significativamente a solubilidade do extrato proteico no pH 7. Essa melhoria
observada, segundo os pesquisadores, se deve ao aumento da exposicdo de residuos
carregados na superficie da proteina, consequéncia do desenovelamento causado pelo

aquecimento (TANG; SUN; YIN, 2009). A adogdo do tratamento de altas pressoes para fins
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de conservacdo de alimentos ¢ uma realidade industrial e a implicacdo desse tratamento sobre
a solubilidade das proteinas do extrato rico em vicilinas de feijdo comum vermelho
(Phaseolus vulgaris L.) foi averiguada por Yin et al. (2008) que relatam melhora na
solubilidade dos extratos proteicos tratados com pressdo superior a 400 MPa. Os
pesquisadores alegaram que a aplicacdo de altas pressdes nas proteinas pode provocar o
desenovelamento estrutural, o que conduz a formacdo de novas ligagdes dissulfidicas, fato

que estd envolvido na formacao de agregados soliveis (YIN et al., 2008).

2.3 - Sistemas interfaciais

As proteinas sdo moléculas anfifilicas, o que significa que possuem, em sua
cadeia polipeptidica, trechos hidrofébico e hidrofilico. Essa caracteristica fornece as proteinas
a capacidade de interagirem, simultaneamente, com moléculas hidrofébica e hidrofilica.
Quando as proteinas sdo acrescentadas a dispersdes, essas biomoléculas migram
espontaneamente do volume total das dispersdes para a regido de contato entre as fases,
denominada interface, e adsorvem nela, o que permite que haja interacdo simultanea com as
fases. Essa capacidade das proteinas de adsorverem na regido interfacial as inclui no grupo de
substéncias tensoativos/surfactantes.

Em sistemas alimenticios, a utilizacdo das proteinas na producdo de emulsdes e
espumas € muito relevante e possivel porque essas biomoléculas sdo anfifilicas. Contudo,
existem diferencas expressivas no desempenho de suas habilidades interfaciais atribuidas as
diferencas de conformacdo das proteinas, de flexibilidade da cadeia polipeptidica, de
capacidade de adaptagcdo a mudangas no meio (pH, forca i0nica, temperatura, etc.) e ao padrdao
de distribuicio de grupos hidrofilicos e hidrofobicos na superficie proteica, fatores
conformacionais que, de forma interdependentes, influenciam a propriedade ativa de interface
das proteinas. Resumindo, € consenso na literatura que as proteinas que apresentam a
propriedade tensoativa almejada exibem: (i) capacidades de difundir e adsorver rapidamente
na interface e (ii) de desdobrar-se com rapidez (flexibilidade) e reorientar-se na regido
interfacial e (iii)) uma vez na interface, tenham habilidade de interagir com moléculas
vizinhas e, assim, formar uma forte pelicula coesiva e viscoeldstica que possa suportar
movimentos térmicos € mecanicos (DAMODARAN, 1990; DICKINSON, 1992).

Emulsdes e espumas sdo sistemas coloidais termodinamicamente instaveis. O

equilibrio cinético desses sistemas € alcancado com o uso de um tensoativo ou surfactante
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adequado que adsorve na interface entre as fases imisciveis, promovendo reducdo efetiva da
tensdo interfacial. Tensoativos de estrutura molecular pequena, como lecitina, fosfolipidios e
monoacilglicerol, ou macromoléculas, como proteinas, sdo exemplos de substincias
anfifilicas empregadas em emulsdes e espumas alimenticias. As proteinas costumam ser
menos efetivas do que tensoativos de baixa massa molecular na diminuicio da tensdo
interfacial, entretanto, formam uma pelicula viscoeldstica na interface, o que fornece
resisténcia mecanica, e os sistemas coloidais preparados por polipeptideos sao mais estaveis
do que aqueles formados com surfactantes de baixa massa molecular.

A flexibilidade molecular é a propriedade molecular que causa mais impacto
sobre a propriedade interfacial das proteinas. Essa propriedade refere-se a capacidade da
proteina de sofrer mudanca conformacional rapidamente quando as condi¢cdes do ambiente
sdo diferentes. As moléculas altamente flexiveis podem sofrer mudancas conformacionais
rdpidas quando adsorvidas na interface, permitindo que mais segmentos polipeptidicos se
conectem a interface. As caseinas e albumina sérica bovina sdo exemplos de proteinas
flexiveis. Em contrapartida, as proteinas globulares com estrutura compacta e rigida, como as

proteinas de soja e de feijdo, ndo podem passar por mudangas conformacionais expressivas.

2.3.1 - Emulsao

Diversos géneros alimenticios naturais ou industrializados, como leite, molhos
para salada, bolos, creme de leite, sdo produtos do tipo emulsio (DAMODARAN, 2010).
Emulsao € uma dispersd@o formada por dois liquidos imisciveis, comumente 6leo e 4gua,
sendo que um dos liquidos estd disperso, no outro, na forma de goticulas esféricas com
tamanhos variando entre 0,1 e 100 pm. Comumente, as emulsdes sdo classificadas segundo a
distribuicao das fases 6leo e dgua. Um sistema que consiste de gotas de dleo dispersas em
uma fase aquosa € chamado de emulsdo 6leo em agua (oil/water — O/W), por exemplo, leite,
molhos de saladas, maionese. O sistema que € formado por gotas de dgua dispersas em uma
fase oleosa é chamado de emulsdo dgua em 6leo (water/oil — W/O) (MCCLEMENTS, 2005).
Damodaran et. al. (2010) afirmaram que alimentos que sejam verdadeiras emulsdes dgua em
6leo dificilmente existem: manteiga e margarina sao formadas por goticulas aquosas que estao
embebidas em uma gordura pléstica, o derretimento desse sistema produz uma emulsdo dgua
em Oleo que, imediatamente, sofre separacdo de fases.

A producgdo de emulsdo envolve 6leo, dgua, emulsificante e energia, geralmente, a

mecénica que € aplicada com objetivo de aumentar a superficie de contato entre as fases e,
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simultaneamente, permitir a difusdo do emulsificante para a interface formada. As proteinas
sdo os emulsificantes prioritarios para a producdo de emulsdes alimenticias, especificamente,
as de origem animal por desempenharem com exceléncia sua habilidade interfacial (ZAYAS,
1997). A habilidade emulsificante das cadeias polipeptidicas estd diretamente associada a
estrutura das proteinas, massa molecular, estabilidade conformacional, composicdo de
aminodcidos (cadeias laterais carregadas ou ndo, hidrofébicas ou hidrofilicas), solubilidade
em 4gua, hidrofobicidade superficial das biomoléculas e, também, a fatores fisico-quimicos
incluido temperatura, pH e/ou for¢a idnica (BESSADA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2019). As
propriedades emulsificantes de proteinas dependem basicamente de dois efeitos, segundo
Wani et al. (2014): (i) da considerdvel diminui¢do da energia interfacial devido a adsorcdo de
proteinas na regido interfacial 6leo-dgua e (i) das barreiras das energias eletrostitica,
estrutural e mecanica causadas pela camada interfacial que se opdem aos processo de

desestabilizacao.

a) Propriedades emulsificantes de extratos proteicos de feijao

As avaliagdes das propriedades emulsificantes de extratos proteicos de feijao
comum do género Phaseolus sdo realizadas, principalmente, através de parametros que
descrevem as propriedades das proteinas alimenticias: indice da atividade emulsificante, da
capacidade de emulsdo, da distribuicio dos tamanhos das goticulas formadas e/ou da
estabilidade da emulsdo. O indice de atividade emulsificante (EAI) corresponde a darea
interfacial criada por unidade de massa de proteina que, comumente, ¢ estimado pelo método
turbidimétrico (PEARCE; KINSELLA, 1978). A estabilidade da emulsdo (ES), também
estimada por método turbidimétrico (PEARCE; KINSELLA, 1978), fornece medida da
estabilidade das emulsdes ao longo de um periodo definido que retrata a capacidade das
goticulas de permanecerem dispersas sem que desencadeiem os mecanismos de
desestabilizacdo de emulsdes (DICKINSON, 1987; ZAYAS, 1997)

As globulinas sdo as proteinas de reserva predominantes entre variedades de
feijdlo comum (DE LA FUENTE et al, 2011) e apresentam excelentes propriedades
emulsificantes (HOJILLA-EVANGELISTA et al.,, 2018). Contudo, entre as proteinas
globulares, a vicilina 7S possui propriedades emulsificantes melhores que a legumina 118,
provavelmente, porque exibe maiores solubilidade, hidrofobicidade de superficie e

flexibilidade conformacional da vicilina (SHEN; TANG, 2014; TANG; SUN, 2011a; YIN et

al., 2010). Ao comparar vicilinas extraidas de feijao comum, feijdo vermelho e feijao Mung,
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Shen & Tang (2014) confirmaram as boas habilidades emulsificantes das vicilinas. Sabe-se
que o conjunto de técnicas de extracdo de proteinas tem o poder de selecionar as proteinas e
tornar um extrato mais rico em vicilina ou ndo, fato que leva a considerar o processo de
extracdo das proteinas como um fator tecnoldgico que pode ser testado, para que possa ser
usado na producdo de ingrediente proteico com a propriedade emulsificante desejavel.

O perfil de solubilidade em fun¢do do pH € tida como relevante pardmetro para
estimar as propriedades emulsificantes de extratos proteicos de variedades de feijao comum
vermelho porque sabe-se que as propriedades EAI e ES sd@o minimas na regido do ponto
isoelétrico, caracteristica intrinseca a variedade da semente, sendo também minima a
solubilidade das proteinas examinadas. Com base nessas informacdes, pesquisadores relatam
que proteinas insoldveis ndo sdo bons agentes emulsificantes e, portanto, emulsdes preparadas
com tais proteinas nao sdo resistentes aos mecanismos de instabilidade (TANG; SUN, 2011b;
WANI et al., 2014). A Tabela 1.6 apresenta uma breve lista de resultados de recentes de
investigacdes das propriedades emulsificantes de extratos proteicos nativos de variedades de

feijao do género Phaseolus.
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Variedade Extracao Variaveis de extracao EAI (m%g) ES (min) Referéncia
Comum preto Solubilizagéo alcalina e Dispersao em dgua (10 mL/g) 1 mg/mL em! 1 mg/mL em! He et al
P haseqlus Precipitacdo isoelétrica P'H'7’0~/ 6he NaHPO,4 pH 7,0 NaHPO, pH 7,0 (SOC | gl)'
vulgaris) Teor de proteina omitido Precipitagdo pH 4,5. pH 7,0 55 m?/g pH 7,0 >75%
Comum preto Solubilizagdo salina e 10 mg/mL protel’?al 10 mg/mL protei‘na1
(Phaseolus vulgaris Precipitacio aquosa pH 2 - 108,6 n; /g pH2 - 12,8 min
L.) Teor de proteina 81,8 % pH 7 - 70,1 m?/g pH 7 - 39,1 min
pH 10 - 387,8 m¥g  pH 10 - 82,4 min
TR . 10 mg/mL proteina! 10 mg/mL proteina!
Vermelho escuro Solubilizagdo salina e Dispersio em 500 mM NaCl pH2 > 1122 m¥g pH 2 - 234 min
(Phaseolus vulgaris Precipitagao aquosa (pH 6,13), 45 °C por 3 h = 65.8 m2/ 45.0 mi
L) Teor de proteina 79,1 % DS : pH 7 - 65,8 m?/g pH 7 - 45,0 min Hoiilla-
Liofilizagdo (3 dias) para pH 10 > 378,8 m?/g  pH 10 - 47,1 min o
concentracdo de sélidos - - . Evangelista et
Great Northern  Solubilizagdo salina e Didlise 4 °C/1 semana-> 10 mg/mL proteina® 10 mg/mL proteina’ al. (2018)
(Phaseolus vulgaris ~ Precipitagdo aquosa Liofilizag¢do pH2 > 1313 n; g pH2 > 134 min
L) Teor de protel’na 80,8 % pH 7->51,8m /g pH 7 = 52,0 min
pH 10 - 379,7m%g  pH 10 - 43,7 min
Comunm Pinto Solubilizagio salina e 10 mg/mL protel’;la1 10 mg/mL proteipal
(Phaseolus vulgaris Precipitagdo aquosa pH2 = 139.8 rr; /e pH2->13.1 mn
L) Teor de proteina 82,4 % pH 7 - 60,1 m%/g pH7 - 47,6 min
pH 10 - 384,5m?%»g pH 10 - 105,8 min
. Solubilizacdo alcalina e 0,2 % proteina! 0,2 % proteina!
Francés amarelo Precipitagdo isoelétrica  Dispersio em dgua (4 mL/g) pH pH 3: 19,16 m%/g pH 3: 12,84 min Wani et al.
P haseqlus Teor de proteina 10 por 1 h e precipitacio pH 4,5 pH 5: 8,24 m?/g pH 5: 15,91 min (2014)
vulgaris) 76,96 % pH 7: 48,92 m¥/g pH 7: 19,03 min

EAL: indice de atividade emulsificante; EC: capacidade emulsificante; ES: estabilidade emulsificante; IMétodo Pearce & Kinsella (1978).



Tabela 1.6 - Propriedades emulsificantes de extratos proteicos nativos de feijoes do género Phaseolus. (Continuag¢io)

Variedade

Extracao

Variaveis de extracao

EAI (m¥g) / EC (%)

ES (min) / (%)

Referéncia

Vermelho
(Phaseolus
angularis)

Vermelho
(Phaseolus vulgaris
L)

Solubilizagdo salina
4cida (pH 3,5) e
precipitacdo aquosa

Solubilizacdo salina
(NaHPOy) e
Precipitagdo com
saturacdo de
(NH4)2504

Dispersdo em 500 mM NaCl e
25 mM HCI (pH 3,5) por 2 h.
Precipitagcdo aquosa.

Dispersao em NaHPO, pH 8,0
(1:10 -m:v) a4 °C/ 2 h;
Precipitacao: 40 % (NH,4),SO,
— 80 % (NH4)st4 — Dialise
— Albumina (sobrenadante) e
Globulina (precipitado)

0,5 % proteina em
NaHPO,4 pH 7,0
pH 3->~30 m%/g
pH 5>~15 m?/g
pH 7->~60 m%g
pH 9->~70 m?/g

Albuminas:
12,5 % proteina
pH 3->D;,=20 nm
pH 5-D3,=18 nm
pH 3->D;,=22 nm
pH 3->D3,=20 nm

Globulinas:
12,5 % proteina
pH 3->D3,=17 nm
pH 5->D;,=17 nm
pH 7->D3,=16 nm
pH 9->D;,=15 nm

0,5 % proteina em

NaHPO, pH 7,0
pH 3->~27 min
pH 5->~15 min
pH 7->~30 min
pH 9->~32 min

Albuminas:
12,5 % proteina
pH3-> ~35%

pH 5> 50 %

pH7- 40 %
pH 9> ~45 %
tina= 60 min

Globulinas:
12,5 % proteina
pH 3- 80 %
pH 5> ~95 %
pH 7- 80 %
pH 9> ~90 %
tna=060 min

Tang & Sun
(2011a)

Mundi &
Aluko, (2012)

EAL: indice de atividade emulsificante; EC: capacidade emulsificante; ES: estabilidade emulsificante; ! Método de Pearce & Kinsella (1978).
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As modificagdes estruturais das cadeias polipeptidicas sdo consideradas pela
comunidade cientifica uma maneira para alcangar melhoria das propriedades emulsificantes e
tais modificagdes, também, t€m sido aplicadas as proteinas de feijoes (SHARIF et al., 2018).
Na Tabela 1.7 estdo reunidos alguns exemplos de propriedades emulsificantes de proteinas
modificadas de feijio comum do género Phaseolus publicadas na literatura.

A implicacdo de tratamento de alta pressdo sobre as propriedades emulsificantes
de extratos proteicos de feijdo comum vermelho (Phaseolus vulgaris L) foi investigada por
Yin et al. (2008). Os pesquisadores verificaram que o tratamento causou mudangas positivas
nas habilidades emulsificantes: as proteinas tratadas com alta pressdo apresentaram melhor
atividade emulsificante comparadas as biomoléculas nativas. Os autores afirmaram que o
tratamento promoveu o desdobramento da cadeia polipeptidica, aspecto que contribuiu para a
mehoria observada. Esses resultados sdo semelhantes aos apresentados por Ahmed et al.
(2018) apds aplicacdo de alta pressdo no extrato proteico de feijdo comum vermelho
(Phaseolus vulgaris L).

Outra op¢do de modificacio estrutural dos extratos proteicos de feijdo € a acdo
enzimatica. Embora as proteinas de reserva sejam mais resistentes a acdo das enzimas
(MONTOYA et al., 2008), resultados demonstraram que os hidrolisados proteicos exibem
melhores propriedades emulsificantes comparados as proteinas nativas. De acordo com Wani,
Sogi & Gill (2015) e Wani et al. (2014), os hidrolisados de proteicos de feijdoes comuns
(Phaseolus vulgaris L.) e de feijoes Gram black (Phaseolus mungo L.) obtidos pela acdo da
papaina apresentaram melhores propriedades emulsificantes comparado as propriedades do
extrato proteico nativo. Os estudiosos associaram as diferencas, principalmente, ao aumento
da solubilidade dos hidrolisados proteicos promovido pelo desenovelamento estrutural da
cadeia polipeptidica, o que causou exposi¢cdo de aminodcidos hidrofébicos e hidrofilicos.
Evangelho et al. (2017) compararam os efeitos das modificacOes enzimaticas (pepsina e
alcalase) sobre as propriedades emulsificantes (6leo/dgua) de extratos proteicos de feijao
comum preto (Phaseolus vulgaris 1L.). Os autores verificaram que ndo houve separacdo de
fases na emulsdo preparada com os hidrolisados proteicos obtidos via alcalase ao longo do
armazenamento (30 dias, temperatura ambiente). Por outro lado, detectaram separacdo de
fases na emulsao preparada com os hidrolisados obtidos via pepsina ja no primeiro dia de
armazenamento. Em outras palavras, a emulsdo obtida com os hidrolisados produzidos pela
acdo da alcalase exibiu maior estabilidade cinética. Esse resultado foi relacionado pelos
autores a maior hidrofobicidade superficial observada nos hidrolisados obtidos pela alcalase,

quando comparados aos obtidos por pepsina (EVANGELHO et al., 2017).
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Variedade Extracao Método da modificacao EAI (m?%g) ES (min) Referéncia
Solubilizacdo alcalina Modificagdo fisica: 0,5 % proteina em 0,5 % proteina em
Comum (pH 8) e Precipita¢io Alta pressdo Na.HPO4 pH 7,0! NaHPO4 pH 7’91 Ahmed et al.
(Phaseolus vulgaris) isoelétrica (pH 4,5) Aplicagdo de pressdo: Nativo—> 24,2 m?/g Nativo—> 68,3 min (2018)
Teor de proteina 80,82 % 400 MPa por 15 min 400 MPa- 40,4 m?/g 400 MPa->142,3 min
Solubilizagdo alcalina 1 mg/mL em 1 mg/mL em

Comum preto (pH 7,0) e Precipitacdo
(Phaseolus vulgaris L.) isoelétrica (pH 4.,5).
Teor de proteina omitido
Black gram, Solubilizagao ’fllgalir}a
Cultivar Mash 1-1 (P H 19) ¢ Precipitacdo
(Phaseolus mungo L.) isoelétrica (,p H45).
Teor de proteina 83,3 %
Black gram, Solubilizac¢do alcalina
Cultivar PU-19 (pH 10) e Precipitacdo
(Phaseolus mungo L.) isoelétrica (pH 4,5). Teor

de proteina 86,3 %

Modifica¢do Quimica:
Conjugagdo proteina +
mPEG-SC":

Modificacdo enzimdtica:
e Papaina, 37 °C pH 8,0
por 30 min

Modificacdo enzimatica:
e Papaina, 37 °C pH 8,0
por 30 min

NaHPO, pH 7,0!

Nativo—> ~55 m?/g
Conjugado—> ~60 m?/g

0,2 % proteina!
Nativo:
pH 3->10,1 m?/g
pH 5> 4,8 m?/g
pH 7> 15,0 m?/g
Hidrolisado:
pH 3->21,3 m?/g
pH 5-10,5 m%/g
pH 7->30,8 m?/g

0,2 % proteina!
Nativo:
pH 3->13,8 m?/g
pH 5- 6,1 m%g
pH 7->20,5 m?/g
Hidrolisado:
pH 3->20,4 m?/g
pH 5> 9,4 m?/g
pH 7 40,4 m?/g

NaHPO, pH 7,0!
Nativo—> ~75 min

Conjugado—> ~82 min

0,2 % proteina!
Nativo:
pH 3->17,1 min
pH 5= 32,0 min
pH 7= 22,2 min
Hidrolisado:
pH 3->18,9 min
pH 5 42,0 min
pH 7->20,0 min

0,2 % proteina!
Nativo:
pH 3->18,3 min
pH 5- 75,4 min
pH 7- 21,8 min
Hidrolisado:
pH 3->21,1 min
pH 5- 89,0 min
pH 7 15,8 min

He et al. (2018)

Wani, Sogi & Gill
(2015)

Wani, Sogi & Gill
(2015)

"mPEG-SC: monometoxipoli(etilenoglicol) — carbonato succinimidil; "Método Pearce & Kinsella (1978).
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Tabela 1.7 - Propriedades emulsificantes de extratos de proteinas modificados de feijoes do género Phaseolus. (Continuagdo)

Variedade Extracao Método da modificacao EAI (m?%/g) ES (min) Referéncia
0,2 % proteina 0,2 % proteina!
Nativo: Nativo:

Comum Vermelho
(Phaseolus vulgaris L.)

Comum Contendor
(Phaseolus vulgaris L.)

Comum vermelho
(Phaseolus vulgaris L.)

Vermelho
(Phaseolus angularis)

Solubilizagdo alcalina
(pH 10) e Precipitacao
isoelétrica (pH 4,5).
Teor de proteina
80,04 %

Solubilizagdo alcalina
(pH 10) e Precipitacdo
isoelétrica (pH 4,5).
Teor de proteina
83,96 %

Solubilizagdo alcalina
(pH 8) e Precipitacdo
isoelétrica (pH 4,6).

Teor de proteina 92,2 %

Solubilizagdo alcalina
(pH 8) e Precipitacdo
isoelétrica (pH 4.6).

Teor de proteina 89,3 %

Modificac¢do enzimética:
e Papaina, 37 °C pH 8,0

por 30 min

Modificacdo enzimatica:
e Papaina, 37 °C pH 8,0

por 30 min

Tratamento térmico:

95 °C por 30 min

Tratamento térmico:

95 °C por 30 min

pH 37,88 m?/g
pH 5 4,15 m?/g
pH 727,91 m?/g
Hidrolisado:
pH 3->29,25 m?/g
pH 519,92 m?/g
pH 750,74 m?/g

0,2 % proteina!
Nativo:

pH 36,45 m?/g
pH 5= 5,30 m?/g
pH 715,71 m?/g

Hidrolisado:

pH 3->20,13 m?/g
pH 5> 17,55 m#/g
pH 7- 61,01m?/g

0,25 % em
NaHPO, pH 7,0
Nativo—> ~18 m?/g
95 °C-> ~30 m%/g

0,25 % em
NaHPO, pH 7,0t
Nativo—> ~15 m?/g
95 °C = ~29 m%/g

pH 312,13 min
pH 5 15,26 min
pH 7= 13,35 min
Hidrolisado:
pH 3->12,93 min
pH 5= 19,67 min
pH 7->13,78 min

0,2 % proteina!
Nativo:
pH 3->19,77 min
pH 5- 14,33 min
pH 7= 18,53 min
Hidrolisado:
pH 319,60 min
pH 5- 20,71 min
pH 7= 15,45 min

Wani et al. (2014)

Wani et al. (2014)

Tang, Sun & Yin,

(2009)

Tang, Sun & Yin,
(2009)

IMétodo Pearce & Kinsella (1978).
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Tabela 1.7 - Propriedades emulsificantes de extratos de proteinas modificados de feijoes do género Phaseolus. (Continuagdo)

Variedade Extracao Método da modificacao EAI (m?%g) ES (min) Referéncia
Solubilizagdo alcalina 0,25 % em
Mung (pH 8) e Precipitagdo Tratamento térmico: NaHPO, pH 7,0 1 Tang, Sun & Yin
(Phaseolus aureus) isoelétrica (pH 4,6). 95 °C por 30 min Nativo—> ~20 m?/g } (2009)

Teor de proteina 93,9 %

Solubilizagdo alcalina
(pH 8) e Precipitagio
isoelétrica (pH 4,6).
Teor de proteina omitido

Comum vermelho
(Phaseolus vulgaris)

Solubilizagdo alcalina
(pH 8) e Precipitacdo
isoelétrica (pH 4,6).
Teor de proteina omitido

Comum vermelho
(Phaseolus vulgaris. L)

Reticulacdo enzimética:
1 % MTGase,
pH 7,4 por 30 min

Modificagao fisica:
Alta pressao
Aplicagdo de pressdo:
400 MPa

95 °C > ~37 m?/g

0,1 % em NaHPO,
pH7,01!
Nativo—> ~19,5 m?/g
MTGase - ~15,5 m?/g

0,1 % em pH7,0!
Nativo—> ~28 m?/g
400 - ~32 m¥/g

0,1 % em NaHPO,
pH7,01
Nativo-> ~33 min
MTGase - ~30 min

Tang et al. (2008)

0,1 % em pH7,0!
Nativo—> ~60 min
400 - ~175 min

Yin et al. (2008)

IMétodo Pearce & Kinsella (1978).
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2.3.2 - Espumas

As espumas sdo semelhantes as emulsdes do tipo 6leo em dgua porque ambas siao
dispersdes de um fluido hidrofébico em um liquido hidrofilico (DAMODARAN et. al., 2010).
A espuma liquida consiste de uma fase gasosa dispersa na forma de bolhas em uma fase
aquosa, como € o caso de espumas de bebidas. Embora menos comentada, as espumas sélidas
existem e trata-se de uma dispersdao de uma fase descontinua de ar em uma fase continua de
s6lido, como € o caso de paes e bolos (WALSTRA, 1989).

As espumas sdo sistemas cuja formacdo ndo € espontinea, em outras palavras, é
necessdria a aplicacdo de energia para dispersar o ar no liquido e, assim, criar as bolhas
(HILL; EASTOE, 2017). Uma espuma pode ser preparada de duas maneiras: (i) por saturacao
de um liquido com gés, dissolvendo o gas sob pressdo e depois liberando a pressdo (como nos
refrigerantes), ou (i1) por forcas mecanicas, por exemplo, por agitacdo ou batimento, método
escolhido para o processamento industrial (DAMODARAN et. al., 2010; WALSTRA, 1989).

As espumas sdo sistemas termodinamicamente instdveis devido a quantidade de
interacOes intermoleculares desfavordveis que existem na regido superficial de contato. A
estabilidade cinética da espuma € possivel de ser alcancada, contudo, depende da presencga de
tensoativo, que € usado para reduzir a tensdo interfacial e, consequentemente, formar um
filme resistente a ruptura (HILL; EASTOE, 2017; WALSTRA, 1989). A estabilizacdo das
espumas alimenticias, comumente, € realizada usando proteinas como tensoativos, devido a
comprovada habilidade de adsorverem na interface ar/dgua e formarem filme com maior
viscoelasticidade que tensoativos de baixa massa molecular, atributo que potencializa a
estabilidade cinética (BOS; VLIET, 2001; PHILIPS; WHITEHEAD; KINSELLA, 1994).

Durante a formagdo da espuma, uma sucessdo de eventos ocorre: as proteinas
soliveis, na conformacdo entropicamente governada pelas interacOes favordveis proteina-
agua, atingem a interface ar/dgua por difusdo, adsorvem, desenovelam parcialmente,
concentram e reduzem a tensdo interfacial (PHILIPS; WHITEHEAD; KINSELLA, 1994). A
formacdo e estabilidade das espumas depende de varios fatores intrinsecos a proteina:
tamanho molecular, carga elétrica liquida, taxa de difusdo, flexibilidade molecular (taxa de
desenovelamento) e propor¢do de residuos hidrofébicos e hidrofilicos (PHILIPS;
WHITEHEAD; KINSELLA, 1994). Para ser considerada bom agente espumante, a proteina
deve rapidamente difundir até a interface e adsorver, possuir boa flexibilidade para sofrer
desenovelamento e interagir com as proteinas vizinhas na interface ar-agua favoravelmente

para formar um filme fino e coeso (DAMODARAN, 1990; HILL; EASTOE, 2017).
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a) Propriedade espumante de proteinas de feijao

As propriedades espumantes das proteinas de feijao comum do género Phaseolus
sdo, geralmente, descritas na literatura em termos de dois pardmetros: capacidade espumante e
estabilidade cinética de espuma. A capacidade de espuma (foam capacity - FC) refere-se a
area interfacial (ar/dgua) criada pela proteina, ou seja, descreve a capacidade de formar uma
pelicula fina e resistente na interface ar/dgua, de modo que grandes quantidades de bolhas de
g4s possam ser incorporadas e estabilizadas (DAMODARAN et. al., 2010). J4 a estabilidade
de espuma (foam stability — FS) refere-se a habilidade da proteina de estabilizar a espuma
frente as forcas gravitacionais € mecanica, ou seja, representa a porcentagem volumétrica de
espuma que permanece apds um periodo de tempo em relacdo ao volume inicial
(DAMODARAN et. al., 2010).

Segundo estudos comparativos entre albuminas e globulinas de sementes de
feijoes, as albuminas apresentam melhores propriedades espumantes (GHUMMAN; KAUR;
SINGH, 2016; MUNDI; ALUKO, 2012). As menores propriedades espumantes das
globulinas sdo associadas as reduzidas solubilidade e habilidade das proteinas globulares de
se desenovelarem na superficie, caracteristicas que limitam a habilidade de reten¢do do ar
dentro das bolhas. A capacidade espumante da proteina estd intimamente relacionada a
concentracdo de proteina solivel, porque as proteinas soliveis podem reduzir a tensdo
superficial na interface entre as bolhas de ar e o liquido circundante, e podem se desdobrar e
interagir umas com as outras para formar filmes de proteinas multicamadas com maior
flexibilidade na interface (WANI et al., 2014). Logo, a propriedade espumante das proteinas
de reserva de feijdo comum pode apresentar dependéncia do pH, uma vez que a solubilidade
proteica esta atrelada ao desempenho das habilidades espumantes das cadeias polipeptidicas.
Interpretacdo que pode ser conferida ao analisar alguns resultados de pesquisas sobre as
propriedades espumantes de feijao comum do género Phaseolus (TABELA 1.8).

Hojilla-Evangelista et al. (2018) relataram que o aumento do pH ndo favoreceu a
capacidade espumante das proteinas soltveis de feijoes comuns, embora as diferencas entre os
extratos proteicos ndo fossem significativas. Contudo, as espumas eram altamente estaveis: 86
—96 % do volume permaneceram estaveis apos 15 min, independente do pH. Esse resultado é
contrario aos relatados por outros pesquisadores, porém, Hojilla-Evangelista et al. (2018)
acreditaram que havia repulsdes eletrostdticas suficientes para evitar interacdes proteina-
proteina que levam a formagao e estabilidade das espumas (KINSELLA, 1976).

As propriedades espumantes de extrato proteico de feijao comum Ganxet em

funcdo do pH foram determinadas por Lafarga et al. (2018) e, ao contrario encontrado por
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Hojilla-Evangelista et al. (2018), os autores verificaram aumento significativo da capacidade
espumante das proteinas em pH 10, porém, a maior capacidade espumante detectada durante o
estudo foi no pH acido (pH 2, FC = 65 %). As maiores capacidades espumantes nos pH 4cido
e alcalino, segundo Lafarga et al. (2018), foram causadas pelo aumento das cargas elétricas
liquidas das proteinas, o que enfraqueceu as interagdes hidrofdbicas, mas, por outro lado,

intensificou a flexibilidade molecular das proteinas do feijio comum.



Tabela 1.8 — Propriedades espumantes de extratos proteicos nativos de feijado do género Phaseolus.

Variedade de feijao

Extracao

Variaveis de extracao

FC (mL) / (%)

FS (min ou h) / (%)

Referéncia

Comum Preto
(Phaseolus vulgaris)

Comum Preto

(Phaseolus vulgaris
L.)

Vermelho escuro
(Phaseolus vulgaris
L.

Great Northern

(Phaseolus vulgaris
L.)

Pinto
(Phaseolus vulgaris
L.

Solubilizagdo alcalina /
Precipitacdo isoelétrica
Teor de proteina omitido

Solubilizacdo salina e
Precipitacdo aquosa
Teor de proteina 81,8 %

Solubilizacdo salina e
Precipitag¢do aquosa
Teor de proteina 79,1 %

Solubilizacdo salina e
Precipitagcdo aquosa
Teor de proteina 80,8 %

Solubilizacdo salina e
Precipitagao aquosa
Teor de proteina 82,4 %

Dispersao em dgua (10 mL/g)
pH 7,0, agitagdo por 6 h,
Precipitag¢do pH 4,5

Dispersao em 500 mM NaCl
(pH 6,13),45 °Cpor 3 h -
Liofilizacdo (3 dias) para
concentracdo de s6lidos -
Diélise 4 °C/1 semana—>
Liofilizacdo

10 % proteina,
10 mM NaHPO,
pH 7,0 27,5 mL

10 mg/mL proteina
pH2 ->126 mL
pH7 ->115mL
pH 10 >111 mL

10 mg/mL proteina
pH2 > 127 mL
pH7 > 114 mL
pH 10 - 139 mL

10 mg/mL proteina
pH2 ->113 mL
pH7 > 119 mL

pH 10 - 110 mL

10 mg/mL proteina
pH2 - 124 mL
pH7 - 123 mL
pH 10 - 129 mL

10 % proteina,

10 mM NaHPO,

pH 7,0 30 %
trina=10 min

10 mg/mL proteina
pH2 > 88 %
pH7 >97 %
pH 10 >78 %

thna=15 min

10 mg/mL proteina
pH2 591 %
pH7 > 86 %
pH 10 > 85 %

thna=15 min

10 mg/mL proteina
pH2 > 9% %
pH7 > 87 %
pH 10 > 88 %

thna=15 min

10 mg/mL proteina
pH2->94 %
pH7 > 87 %
pH 10 > 88 %

thna=15 min

He et al. (2018)

Hojilla-
Evangelista et
al. (2018)
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Tabela 1.8 - Propriedades espumantes de extratos proteicos nativos de feijao do género Phaseolus. (Continuag¢ao)
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Variedade de feijao

Extracao

Variaveis de extracio

FC (mL)/(%)

FS

Referéncia

Ganxet
(Phaseolus vulgaris
L. var. Ganxet)

Comum francés
(Phaseolus vulgaris)

Feijao vermelho
(Phaseolus vulgaris
L.)

Solubilizagdo alcalina +
sonicagdo e Precipitacdo
isoelétrica
Teor de proteina omitido

Solubilizagdo alcalina e
Precipitagdo isoelétrica
Teor de proteina 76,96 %

Solubilizagdo NaHPO, e
Precipitagdao (NH4),SO4
Teor de proteina 41,00 %

Solubilizagdo NaHPO, e
Precipitagao (NH4),SO4
Teor de proteina 91,50 %

Dispersao em 400 mM NaOH
(pH 12), homogeneizagao
(14 000 rpm/30 s), sonicagdo
(4 °C, 40kHz, 250 W/1 h) e
precipitacdo pH 5.5.

Dispersao em dgua (4 mL/g)
pH 10 por 1 h;
Precipitacdo pH 4,5

Dispersao em NaHPO, pH 8,0
(1:10 gzv) a4 °C /2 h;
Precipitacdo: 40 % (NH,4),SO4
— 80 % (NH,4),SO, — Dialise
— Albumina (sobrenadante) ¢
Globulina (precipitado)

1,5 % proteina
pH=2-> 65 %
pH=4->35 %
pH=6-> ~35 %
pH= 8-> ~30 %
pH=10-> ~47 %

2 % proteina
pH 2: 113,46 %
pH 6: 102,00 %

pH 10: 102,00 %

Albuminas:
0,4 % proteina
pH3-> ~55 %
pH5-> ~35%
pH7-> ~50 %
pH 9> ~80 %

Globulinas:
0,4 % proteina
pH3-> ~50 %
pH5-> ~30 %
pH7-> ~45 %
pH 9> ~62 %

1,5 % proteina:
pH=2-> ~75 %
pH=4-> ~68 %
pH=6-> ~50 %
pH=8-> ~20 %
pH=10-> ~70 %
tﬁna]:30 min

2 % proteina
pH2: 8,72 h
pH6:>12h
pH 10: 3,99 h

Albuminas:
0,4% proteina
pH3-> ~37 %
pH 5= ~20 %
pH7-> ~40 %
pH 9 ~60 %

Uinal= 30 min

Globulinas:
0,4 % proteina
pH3-> ~50 %
pH 5> ~30 %
pH7-> ~45 %
pH 9> ~65 %

tﬁna]= 30 min

Lafarga et al.,
(2018)

Wani et al.
(2014)

Mundi &
Aluko, (2012)
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Nos dltimos anos, pesquisas voltadas para avaliacdo de propriedades funcionais
de extratos proteicos estruturalmente modificados de feijdo apresentaram resultados
importantes sobre as propriedades espumantes (TABELA 1.9). Recentemente, o efeito da
aplicacdo de altas pressdes foi averiguado sobre as propriedades espumantes de feijao comum
(AHMED et al., 2018). A aplicagdo de alta pressdo levou a diminui¢do da capacidade e
estabilidade de espumas do extrato proteico porque causou desenovelamento molecular da
proteina, o que afetou a propriedade espumante.

A modificagdo estrutural das proteinas de feijao comum também foi investigada
por He et al. (2018) que avaliaram a implicacio de conjugar proteinas a
monometoxipoli(etilenoglicol) (mPEG). As proteinas conjugadas exibiram melhores
propriedades espumantes comparadas as proteinas nativas. O aumento da capacidade
espumante foi relacionado a ampliacdo da solubilidade e a maior quantidade de proteinas
desenovelada na interface ar/dgua, j4 a melhoria da estabilidade espumante foi relacionada ao
efeito de blindagem eletrostatica provocada pelas cadeias de mPEG (HE et al., 2018).

A hidrélise proteolitica foi o tratamento de modificacdo estrutural estudado por
Wani, Sogi & Gill (2015) e Wani et al. (2014), que avaliaram dos efeitos sobre as
propriedades espumantes, respectivamente, dos extratos proteicos de feijoes Black Gram e
comum vermelho. Os dois estudos mostraram que a hidrélise enzimdtica promoveu melhoria
das propriedades espumantes dos extratos proteicos modificados e apontam que o
desempenho dessas propriedades apresentam relacdo com o pH. Wani, Sogi & Gill (2015) e
Wani et al. (2014) verificaram que a maior estabilidade espumante das proteinas hidrolisadas
ocorreu na regiao do ponto isoelétrico em fun¢do da reducdo das interacdes repulsivas, o que
promoveu aumento quantitativo de proteinas na interface e intensificacdo das interacdes
proteinas-proteinas, fatos que proporcionaram a formagdao de uma camada ou filme molecular

estavel na interface ar/agua.
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Tabela 1.9 - Propriedades espumantes de extratos proteicos modificados de feijao de género Phaseolus.

arieadade xtracao etodo aa modiiicacao m (4 (4 ererencia
Variedad Extraca Método d dificaca FC (mL) / (%) FS (%) Referénci
Solubilizagdo .al.cahfla Modificaciio fisica: Concentragdo protefna Concentragap proteina
Comum (pH 8) e Precipitagdo Alta pressao omitida omitida
: isoelétrica (pH 4,5) Altap . : Ap6s 60 min Ahmed et al.
(Phaseolus vulgaris) . Aplicagdo de pressao: Nativo-> 76,7 % . (2018)
Teor de proteina 400 MPa vor 15 min 400 MPas> 42.1 % Nativo-> 54,5 %
80.82 % P L 400 MPa->41 %
Solubilizagdo alcalina . . o 10 mg/mL em 10 mg/mL em
Comum preto (pH 7,9) e Precipitacdo héIOQIﬁca(iao Ql:n}llca: NaHPO, pH 7.,0' NaHPO, pH 7,0!
(Phaseolus vulgaris L.) isoelétrica (pH fh5)- On]ui%;égf)sr(()}ema + Nativo=> ~7,5 mL Nativo=> ~30 % He et al. (2018)
Teorgc;e 3pr(;)te1na ‘ Conjugado-> ~8,5 mL Conjugado—> ~35 %
,3 %
2% pl‘s)'[efrla.1 2 % proteina!
Nativo: Nativo:
pH2-5144,6 % pH 2->30 min
Black gram Solubilizagcao glgalirja Modificacio enzimatica: pH 6= 134,0 % pH 6= >12h ' ‘ ‘
Cultivar Mash’l—l (I.)H IQ) e Precipitagio e Papaina, 37 °C‘ pH 8,0 pH 10-> 153,9 % pH 10> >12 h Wani, Sogi & Gill
(Phaseolus mungo L.) T 1soedletr1ca (,p H g?’)sg o por 30 min Hidrolisado: Hidrolisado: (2015)
eor de proteina 63,5 % pH 2-5166,8 % pH 232 h
pH 6> 158,0 % pH6->>12h
pH 10— 160,0 % pH 10>11,5h
2 % proteina! 2 % proteina!
Nativo: Nativo:
Black gram Solubilizagao alcalina Modificacao enzimatica: PGt P
[k gram, (pH 10) e Precipitacdo ,9 o : pH 6> 132,0 % pH6->>12h Wani, Sogi & Gill
Cultivar PU-19 . ‘o e Papaina, 37 °C pH 8,0 H10-> 177.8 % H10->5h
isoelétrica (pH 4,5). : pH U= 177, pH AU (2015)
(Phaseolus mungo L.) Teor de protena 86,3 % por 30 min Hidrolisado: Hidrolisado:
pH 2->158,9 % pH2->11,2h
pH 6> 148,0 % pH6->>12h

pH 10-> 156,0 %

pH 10> 94h




Tabela 1.9 - Propriedades espumantes de extratos de proteinas maodificados de feijoes do género Phaseolus. (Continuagdo)
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Variedade Extracao Método da modificacao FC (mL)/(%) FS (min ou h)/(%) Referéncia
2 % proteina 2 % proteina
Nativo: Nativo:
Solubilizagdo glgalina Modificacao enzimatica: pH 211147 % PH23>12h
Comum Vermelho (pH 19) ¢ Precipitacao e Papaina, 37 °C pH 8,0 EIHI(6)$ Zgg)o%,y p}I;I 16 09 g 1()241;1 Wani et al.,
(Phaseolus vulgaris L.) isoelétrica (pH 4 - por 30 min P 2 SO P % 7 (2014b)
Teor de proteina Hidrolisado: Hidrolisado:
80,04 % pH 2-100,0 % pH2->>12h
pH 6> 76,12 % pH6->>12h
pH 10~ 92 % pH 10> 8,16 h
0,2 % proteina! 0,2 % proteina!
Nativo: Nativo:
Solubilizagdo alcalina pH 2->109,34 % pH2->>12h
Comum Contendor (pH 10) e Precipitacao Modificacao enzimatica: pH 6> 84,00 % pH6->>12h Wani et al
. isoelétrica (pH 4,5). e Papaina, 37 °C pH 8,0 pH 10— 116,0 % pH 10> 541 h N
(Phaseolus vulgaris L.) Teor de protefna por 30 min Hidrolisado: Hidrolisado: (2014b)
83,96 % pH 2->100,00 % pH 23,64 h
pH 6> 82,23 % pH6->>12h

pH 10— 104,0 %

pH 10-> 8,61 h
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CAPITULO 2 - EXTRACAO, FRACIONAMENTO POR CROMATOGRAFIA DE
INTERACAO HIDROFOBICA E CARACTERIZACAO DA FASEOLAMINA DE
FEIJAO COMUM BRANCO (Phaseolus vulgaris).

Lucidarce Martins da MATTAal, Eduardo Basilio de OLIVEIRA?, Marcia Cristina
Teixeira Ribeiro VIDIGAL?, Ana Clarissa dos Santos PIRES?,
Valéria Paula Rodrigues MINIM?, Luis Anténio MINIM*".

*Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Vigosa, Avenida P.H. Rolfs Campus

Universitario, Vicosa-MG, Brasil, CEP: 36570-000.

RESUMO

Os efeitos de duas varidveis do processo da extracido proteica do feijao comum
branco por solubilizac¢do salina (NaCl), propor¢do solvente (NaCl,q)/farinha desengordurada
(Farg4es) € temperatura, sobre a atividade inibitéria da a-amilase (alA) e a purificacdo da
faseolamina por cromatografia de interacdo hidrofébica (HIC) foram avaliados. Apenas a
propor¢do NaCL,q/Farges exibiu efeito sobre a alA e o isolado proteico extraido ISOnar (3,9
MLNaclag/EFardes € 27,5 °C) exibiu 93,48+1,78% de proteinas, alA=5274,03+86,67 U.giso'l,
ponto isoelétrico e o perfil eletroforético na condicao redutora obtido exibiu bandas de 97
kDa, 48 — 43 kDa, ~35 kDa e 20 — 18 kDa. Observou-se através da eletroforese que as duas
fragdes proteicas produzidas na purificagdo cromatografica por HIC ndo eram constituidas por
proteinas isoladas e, sim por mais de duas unidades proteicas. Porém, foi possivel notar
melhoria no processo de purificacdo quando foram comparadas as amostras purificadas e a
farinha desengordurada. A fragdo de maior massa apresentou a menor alA comparada a

atividade da outra, resultado que sugere que a faseolamina contribui na inibi¢cdo total
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desenvolvida pelo isolado proteico de feijao comum branco produzido por solubilizacdo
salina. A propor¢cdo média das estruturas secunddrias do ISOnar foi 12,23 % de estruturas

agregadas, 27,80 % de folha-B, 21,13 % de a-hélice, 25,61 % de random coil e 13,23 % de

turns.

Palavras-chave: Faseolamina. Atividade inibitéria da a-amilase. Estruturas secundarias. folha-

B. a-hélice. Random coil. Eletroforese. Ponto isoelétrico.

1-INTRODUCAO

O feijao do género Phaseolus € uma das leguminosas mais consumida nos paises
em desenvolvimento (FAO, 2020), como China e paises da América Latina e Africa, pois,
trata-se de uma fonte de carboidratos, de proteinas, de fibras e de sais minerais. Além da
qualidade nutricional (BOYE; ZARE; PLETCH, 2010; EVANGELHO et al., 2017),
resultados de estudos epidemiolégicos in vitro e in vivo denotam ao feijdo propriedades
benéficas a saude ao vincular a ingestdo da farinha ou extratos proteicos de feijdo a prevencao
do cancer e a reducdo dos riscos de doencgas cardiovasculares, como propriedade anti-
ateriosclerética e o controle da diabetes. A ultima propriedade estd relacionada a habilidade
bioldgica de certas proteinas de defesa do feijdo de inibir a a-amilase. A inibicdo leva a
reducdo da quantidade de alimento ingerida, do nivel de glicose na corrente sanguinea e do
ganho do peso corporal (ALVES et al., 2016; GARCIA-LAFUENTE et al., 2014; RAMIREZ-
JIMENEZ et al., 2015).

O feijao comum branco (Phaseolus vulgaris) é foco da atencido de pesquisadores
interessados em explorar a atividade bioldgica supracitada, pois, € atribuida a essa variedade
maior atividade inibitéria da a-amilase (alA) comparada as demais variedades de feijao
(FANTINI et al., 2009; UDANI; TAN; MOLINA, 2018). E relatado que esta variedade possui
a maior concentragdo da proteina de reserva denominada faseolamina, que se acredita ser
habil na inibi¢do da a-amilase de mamiferos e de insetos (PUEYO; HUNT; CHRISPEELS,
1993; YAO et al., 2016). A faseolamina ou vicilina 7S possui arranjo quaternrio compacto

(100 — 150 kDa) composto de duas a trés subunidades polipeptidicas (a, B € y) com massas
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moleculares que variam de 43 kDa a 53 kDa e pontos isoelétricos de 5,0 a 5,5 (FUENTE et
al., 2012; LOPEZ-PEDROUSO et al., 2014; MONTOYA et al., 2010).

Virios pesquisadores produziram extratos proteicos de feijdo por solubiliza¢do
alcalina e precipitagdo isoelétrica, e averiguaram a olA em paralelo ao perfil eletroforético de
proteinas. A purificacdo da vicilina 7S a partir dos extratos foi realizada por técnicas
cromatograficas, como de fase reversa (ALLI, GIBBS, OKONIEWSKA, KONISHI &
DUMAS, 1993), de exclusdao molecular (CHEL-GUERRERO et al., 2007; MUNDI; ALUKO,
2013) ou, majoritariamente, de troca anionica (LEE; GEPTS; WHITAKER, 2002; MENG;
MA, 2002; TANG; SUN, 2011a, 2011b). Entretanto, nenhum estudo foi encontrado com
relatos sobre a avaliacio da produgdo de extrato proteico de feijao comum branco por
solubilizacdo salina (NaCl) com o propésito de maximizar a alA. Foi localizado apenas um
estudo cuja separacdo proteica de extrato proteico de feijao por cromatografia de interacdo
hidrofébica (HIC) foi avaliada combinada as técnicas de troca anidnica e exclusao molecular
(FRELS; RUPNOW, 1984).

Considerando o potencial de aplicacdo tecnoldgica da faseolamina de feijao
branco purificada, o objetivo geral desse estudo foi produzir isolado proteico do feijao branco
por solubilizagdo salina visando maximizar a atividade inibitéria da a-amilase, purificar por

cromatografia de interag¢do hidrofébica e caracterizar a faseolamina do isolado.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

O feijao comum branco foi adquirido no comércio de Vicosa (MG). Os padroes de
proteinas (albumina do soro bovino BSA, ovotransferrina, ovoalbumina e lisozima), a
acrilamida (AAm, 99 %), o N,N’-metileno-bis-acrilamida (MBAAm), o alil glicidil éter
(AGE), o persulfato de amoénio (APS), o N, N, N’, N’-tetrametilenodiamino (TEMED, 99 %),
B-mercaptoetanol, dcido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), 4cido trifluoracético (TFA), acetonitrila,
tripsina (T6567) e a a-amilase pancredtica suina (Tipo IV-B) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os reagentes quimicos usados exibiam grau de pureza

analitico PA-ACS.
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2.2 - Producio da farinha desengordurada de feijao branco

O feijao comum branco foi, inicialmente, imerso em dgua destilada a 8 °C por 8 h
para remoc¢ao manual do revestimento. Os cotilédones foram desidratados (50 °C por 8 h),
triturados em processador doméstico e a farinha foi armazenada a -18 °C sob viacuo. As
andlises fisico-quimicas da farinha dos cotilédones indicaram umidade 10,47 %, lipidios 1,19
% (base seca - bs), proteina 21,53 % (bs), cinzas 4,60 % (bs), carboidratos 72,68 % (bs) e
tamanho de particula < 500 um (mesh 32). A farinha foi desengordurada (Farg.) usando
hexano na propor¢do 1:6 (m:v) em extrator Soxhlet por 6 h de recirculagdo, seguida da

evaporacao do solvente por 8 h em capela com exaustio de gases.

2.3 - Delineamento experimental

Os isolados proteicos de feijao comum branco foram produzidos por solubiliza¢do
salina (NaCl). Foram estudados efeitos de duas varidveis de processo da etapa de
enriquecimento de proteinas através do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
inteiramente casualizado, na ordem 22 com trés repeticOes no ponto central e mais quatro
pontos axiais. A Propor¢do tampdo salino (NaCl,g)/farinha desengordurada (Farg) € a
temperatura foram as varidveis independentes avaliadas e a atividade inibitéria da a-amilase
dos isolados proteicos foi a varidvel resposta mensurada (TABELA 2.1). A varidvel resposta
(Y) foi analisada em fun¢do das varidveis independentes no modelo matematico de segunda

ordem:

2 2 2
Y= B+ ZﬁiXi + Z,BiiXiz + Z Z BijX:Xj+e Equacgio 2.1
i i

i<j=1

Em que Y € a resposta, S € o coeficiente de regressdo, X; e Xj sdo as varidveis

independentes, e é o erro puro.



72

Tabela 2.1 - Delineamento do estudo do processo de producdo de extrato proteico de feijao
comum branco por solubilizacdo salina: valores reais e codificados das varidveis de
independentes.

Variavel real Varidvel
codificada
. Propor¢ao NaCl,g/Farges Temperatura
Ensaio (mL/g) o X1 X2
X (°O X,
1

1 10,0 30,0 +1 +1

2 10,0 25,0 +1 -1

3 5,0 30,0 +1 +1

4 5,0 25,0 +1 -1

5 7.5 27,5 0 0

6 7.5 27,5 0 0

7 7.5 27.5 0 0
8 7.5 31,0 0 +1,414
9 7.5 23,9 0 -1,414

10 11,0 27,5 +1,414 0

11 3,9 27.5 -1,414 0

A significancia dos efeitos dos fatores lineares (L), quadréticos (Q) e da interagcdo
foi avaliada pelo teste t ao nivel de confianca de 95 %. As significancias do modelo de
regressdao e da falta de ajuste a um nivel de confianca de 95 % verificadas por andlise de
variancia utilizando o teste F. O modelo matemético ajustado para alA foi utilizado para
estimar a condicdo de processo de maxima olA. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando Statystical Analysis System® versdao 9.0 (SAS Institute Inc., EUA).

O isolado preparado nessa condicao (ISOnat) foi analisado quanto ao teor de
proteinas por Biureto (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949), perfil eletroforético SDS-
PAGE, ponto isoelétrico médio e encaminhado ao processo de purificacdo da faseolamina por

cromatografia HIC.
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a) Producdo do isolado proteico de feijdo comum branco

A Fary. foi misturada ao tampao fosfato de sédio (50 mM, pH 8,0) contendo 600
mM NaCl na proporciao (X;), previamente equilibrado na temperatura (X;). A mistura foi
mantida em agitacdo magnética (60 min) e centrifugada (7000 xg por 40 min, 4 °C). O
sobrenadante foi dialisado (12,4 kDa cut-off ) contra dgua ultrapura (Milli-Q, Milipore, EUA)
a4 °C por 7 dias. O contetdo dialisado foi centrifugado (9000 xg por 40 min, 4 °C) e o
precipitado lavado com dgua ultrapura, centrifugado (9000 xg por 40 min, 4 °C) e liofilizado
(-30 °C e 0,37 mbar) (AJIBOLA et al., 2016). Os isolados produzidos foram armazenados a -
18 °C protegidos da luz até serem submetidos as anédlises de quantificacdao de proteina total

por Biureto (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949) e de alA.

2.4 - Captura cromatografica da faseolamina

A cromatografia de interacdo hidrofébica (HIC) foi utilizada para captura e
purificacdo da faseolamina a partir do ISOnar. Os experimentos foram conduzidos em
cromatografo preparativo (AKTA pure 25, GE Healthcare, Suécia) acoplado ao coletor
automdtico de fracdes (F9-R, GE Healthcare, Suécia) usando uma coluna de vidro 5/100
(Pharmacia Biotech) empacotada com resina Fenil Streamline (GE Healthcare, Suécia) cujo
volume de coluna (VC) era de 1,92 mL. As solu¢gdes foram preparadas com 4gua ultrapura,
previamente, filtrada com membrana de PVDF 0,47 um.

Inicialmente, a coluna foi equilibrada com 10 VC de tampao de adsor¢do (20 mM
fosfato de sodio pH 8,0) com 3 M sulfato de amonio (NH4)SO4 na vazdo de 1,0 mL.min”".
Nesta vazdo, a captura das proteinas foi realizada bombeando 5 VC da solugdo do isolado
proteico (4 mg.mL™"), preparada em tampdo de adsor¢io contendo 3 M (NH,)SO, pela coluna
e, em seguida, foi realizada a lavagem da coluna com 8 VC do tampao de adsor¢c@o contendo
3 M (NH4)SO4. Mantendo a vazdo, as proteinas foram eluidas com 8VC de tampdo de
adsorcao contendo 1,5 M (NH4)SO4 e, em seguida, mais 8 VC a 0 % do tampao de adsor¢ao
isento de (NH4)SO,. Proteinas fortemente ligada foram eluidas com 5 VC de 500 mM NaOH.
A fase estaciondria foi regenerada com 10 VC de tampao de adsorcdo. Os ensaios de adsor¢cdo
foram realizados em triplicata e os eluidos foram monitorados por detector UV a 280 nm.
Para serem resolvidas em eletroforese e analisadas quanto ao teor de proteinas (GORNALL;

BARDAWILL; DAVID, 1949), as fragdes coletadas foram diafiltradas em célula de
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ultrafiltracdo (Amicon modelo 8200, Merck Millipore, EUA) com membrana 10 kDa cut-off
usando 20 mM fosfato de sédio pH 8,0. E, para serem caracterizadas quanto a alA e ponto
isoelétrico, as fragcdes foram dialisadas (12,4 kDa cut-off ) contra dgua ultrapura a 4 °C por 4
dias e o conteddo dialisado foi submetido a liofilizacdo (-30 °C e 0,37 mbar). A conformacdo
das estruturas secunddrias do isolado solubilizado no tampdao de adsor¢do (ISOtrart) da
cromatografia HIC foi caracterizada usando espectrofotometria FTIR-ATR tendo o isolado
nativo (ISOnat) como controle. A fim de identificar as proteinas da fracdo 1 observadas no
gel SDS-PAGE (maior em massa obtida na purificacdo), as bandas de maior intensidade

foram extraidas e analisadas por espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF.

2.5 - Caracterizacao dos isolados e fracoes proteicas

a) Eletroforese (SDS-PAGE)

A eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi feita
conforme Laemmli (1970) com modificacdes. Foram preparados géis de empilhamento (500
mM Tris-HCl pH 6,8) e de resolucdo (1,5 M Tris-HCI pH 8,9) nas concentracdes de
poliacrilamida de 4 % (m/v) e 10 % (m/v), respectivamente. Aliquotas de 200 uL. dos eluidos
de etapa cromatografica foram misturados a 400 puL de solucdo desnaturante (500 mM Tris-
HCl pH 6,8 com 10 % SDS, 10 % glicerol, 5 % p-mercaptoetanol e 0,1 % azul de
bromofenol) e incubados a 90 °C por 10 min. A mesma propor¢cdo foi empregada para
preparar a amostra destinada para condi¢do ndo desnaturante (sem [-mercaptoetanol).
Efetuou-se a resolugdo das proteinas (aliquotas de 20 — 30 uL) usando solug@o tampao Tris-
Glicina SDS (25 mM, pH 8,9) e voltagem de 100 V. As proteinas fixadas no gel foram
coradas com azul de Coomassie (0,2 % - m/v) dissolvido em etanol 50 % contendo 12 % de
acido acético. A descoloracdo do gel foi realizada empregando etanol 50 % contendo 12 % de
acido acético.A estimativa da massa molecular foi realizada usando as proteinas

ovotransferrina (74,6 kDa), BSA (66,4 kDa), ovoalbumina (44,3 kDa) e lisozima (14,3 kDa).

b) Atividade de inibi¢do de a-amilase in vitro

A alA foi medida mediante a incubacdo dos isolados ou fracdes proteicas
(inibidor) com a a-amilase e, posterior, avaliacdo da atividade remanescente. A atividade da

a-amilase pancredtica suina sobre o amido modificado foi mensurada usando o reagente DNS,
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metodologia de Bernfeld (1955) acrescida das modificagdes propostas por Tanizaki & Lajolo
(1984) usando acetato de sodio (50 mM, pH 5,5) contendo NaCl (20 mM), CaCl, (10 mM) e
BSA (3 mg.mL’l). A maltose foi usada como padrao para constru¢cdo da curva de calibragio
para expressar uma unidade de atividade enzimadtica (U), ou seja, expressada em termos de 1
pmol de maltose em 3 min em 20 °C por 1 mL de solu¢do de enzima.

A alA foi determinada conforme metodologia descrita por Tanizaki & Lajolo
(1984) com alteragdes nas aliquotas e a eliminacdo do CaCl, (cofator) e da BSA do meio
durante a incubagio. Aliquotas de 250 pL da a-amilase (600 pg.mL™") e do inibidor (0,8 — 4
mg.mL'l) dissolvidos em acetato de sédio (50 mM, pH 5,5) contendo NaCl (20 mM) foram
incubadas a 37 °C por 30 min. A mistura enzima:inibidor foram adicionados, nessa ordem,
250 pL do tampdo acetato de sédio (50 mM, pH 35,5) contendo NaCl (20 mM), CaCl, (10
mM) e BSA (3 mg.mL'l) e 250 uL de amido modificado 1 % dissolvido em fosfato de
potassio (40 mM, pH 6,9) contendo NaCl (50 mM). A mistura foi incubada a 20 °C por 3 min.
A reacdo foi interrompida com a adicdo de 500 pL do reagente de DNS. Os tubos foram
aquecidos a 90 °C por 15 min, resfriados antes da adi¢cdo de 4 mL de dgua destilada. A leitura
da absorvancia foi realizada em 540 nm. O branco e o controle foram preparados seguindo o
protocolo descrito, porém, sem a adicdo da a-amilase e do inibidor, respectivamente. Uma
unidade inibitéria foi definida como a quantidade de inibidor de oa-amilase que inibiu

completamente a atividade de uma unidade (U) da enzima.

¢) Ponto isoelétrico médio (pImédio)

As medidas de potencial zeta foram realizadas em analisador de particula
(Zetasizer Nano Malvern, Malvern Instruments Ltd., UK) acoplado ao titulador automético
universal (MPT-2 Zetasizer Nano Malvern, Malvern Instruments Ltd., UK). As amostras
foram preparadas com dgua ultra pura, pH 9 foi ajustado e centrifugadas (9000 x g por 20
min, 20 °C). O sobrenadante foi submetido a titulagdo automética variando o pH de 10 a 2
usando 100 mM HCI e 100 mM NaOH sob agitacdo magnética. As medidas foram feitas
usando as células DTS 1070C (Malvern Instruments Ltd., UK) sob 25 °C. Expressou-se o

resultado como média de quintuplicatas.
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d) Espectrofotometria no Infravermelho FTIR-ATR

Os espectros no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos
usando amostras de isolados liofilizados (ISOnar € ISOtrat) €m espectrofotometro FTIR
(Varian FT-IR 660, EUA) com sistema de Reflexdo Total Atenuada (ATR), realizando
varredura de 4000 cm™ a 400 cm™'. A resolucdo das medidas foi 4 cm™ e as iteragdes foram
executadas 16 vezes. A deconvolugio da banda espectral amida I (1700 — 1600 cm™) foi

realizada no software PeakFit versio 4.12.

e) Espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF

Foram selecionadas duas bandas em cada gel (ndo redutor — LN2 e FN2; redutor —
LR2 e FR2) (FIGURA 2A e 2B) para serem submetidas a digestdo enzimdtica com tripsina
(SHEVCHENKO et al., 2007). Em resumo, as bandas foram extraidas do gel e descoloridas
usando solucdo de bicarbonato de amonio (25 mM) contendo 50 % acetonitrila. A reducgdo foi
realizada usando ditiotreitol (65 mM) a 56 °C por 30 min e a alquilacdo foi feita com
iodoacetamida (200 mM) a temperatura ambiente por 30 min. Os peptideos tripticos foram
obtidos por digestdo com tripsina (37 °C por 20 h) (T6567, Sigma Aldrich) solubilizada em
bicarbonato (40 mM) contendo 10 % acetonitrila. A digestao foi interrompida com solugdo de
acido férmico 5 % contendo 50 % acetonitrila. Apds isso, os peptideos tripticos foram, nesta
ordem, liofilizados (-30 °C e 0,37 mbar) (Alpha 2-4 LD plus, Martin Christ, Alemanha),
dessalinizados (ZipTip, Millipore, EUA) e aplicados junto a matriz o 4cido a-ciano-4-
hidroxicinamico na propor¢do 1:1 na placa de aco polida (MTP 384 SP, Buker Daltonics,
Alemanha).

A espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF foi realizada em espectrometro de
massa modelo Ultraflex III (Bruker Daltonics GMBH, Bremen, Alemanha). A calibracido do
método foi conduzida usando o Peptideo Padrdo de Calibragdo II (Bruker Daltonics,
Alemanha). O espectrometro operou com o FlexControl (versdo 3.3, Bruker Daltonics,
Alemanha), os espectros das andlises de MS e MS/MS foram processados no FlexAnalysis
(versao 3.3, Bruker Daltonics, Alemanha) e a lista de picos de MS/MS foi obtida no Formato
Mascote Genérico usando o BioTools (versio 3.2, Bruker Daltonics, Alemanha). A
identificacdo dos peptideos foi confirmada usando o MASCOT (versao 2.4.0, Matrix Science,
Londres, UK) de encontro ao subconjunto de dados da familia Fabaceae do UNIPROT.
Acertos significativos para 0 MASCOT foram definidos usando valor-p<0,05 para peptideos

que mostraram correspondéncia na pesquisa de fons MS/MS. Esses foram validados
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estatisticamente utilizando o Scaffold (versdo 3.6.4, Proteome Software Inc., Portaland, OR,
EUA) usando os algoritmos Peptide Prophet (KELLER et al., 2002) e Protein Prophet
(NESVIZHSKII et al., 2003) para peptideos e proteinas, respectivamente. Os critérios foram:
90 % de probabilidade de identificacdo pra ambos e a presenca de pelos menos um peptideo

tnico para cada proteina identificada.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Extracao de proteinas de feijao comum branco

A Tabela 2.2 apresenta os resultados de rendimento de extragdo, teor proteico,
rendimento especifico e alA dos isolados proteicos. As condicdes de extracdo por
solubilizacdo salina conduziram a rendimentos de produ¢do que variaram entre 110,00 -
132,06 mgext.gpardes'l, valores maiores comparados aos relatados na literatura. Tan, Ngoh &
Gan (2014) verificaram rendimento de aproximadamente 54,8 mg.g' apds extrair proteina de
feijao pinto usando NaHPO4 100 mM pH 8,0. Os isolados proteicos obtidos neste estudo
apresentaram teor proteico que variaram entre 90,48 - 97,85 %, valores semelhantes aos
relatados por outros autores na producdo de isolados de feijao vermelho (90,58 %) extraido
por solubilizacdo salina com NaCl 1 M (MENG; MA, 2002), de feijao mung (93,4 %)
extraido por solubilizagdo alcalina em pH 8,0 (TANG, 2008), de feijao comum (92,2 %)
extraido por solubilizacdo alcalina em pH 8,0 (ZHANG et al., 2010).

As condig¢des de processo avaliadas conduziram a valores de extragcdo entre 43,24
- 52,53 % das proteinas da Farge, valores maiores que os relatados por Wani et al., (2014a),
que produziram extrato proteico de feijao por solubilizacdo alcalina (pH 10) e obtiveram
rendimentos especificos entre 16,89 - 20,50 %, e por Yin, Tang, Wen & Yang (2010), que
apresentaram rendimento especifico de 32 % de extrato proteico de feijao comum produzido

por solubilizac¢do salina dcida (500 mM NaCl pH 3,5).
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Tabela 2.2 - Delineamento do estudo do processo de produgdo do extrato proteico de feijao
comum branco (Phaseolus vulgaris) por solubilizacdo salina: valores reais e codificados das
varidveis independente e resposta: rendimentos, teor de proteina e atividade inibitéria da a-
amilase (alA).

Variavel Variavel
Variavel resposta
real* codificada
Ensaio X X, X X Rendimento!  Proteina? Rendimento,,? alA*

(InL/g) (OC) : : (mgext-gFardes_l) (%) (%) (U-giso_l)
1 10,0 30,0 +1 +1 114,28 95,91 48,18 3740,39
2 10,0 25,0 +1 -1 132,06 90,48 52,53 4242,10
3 5,0 30,0 +1 +1 109,62 96,46 46,47 5196,30
4 5,0 25,0 +1 -1 110,00 92,75 44,74 5321,37
5 7,5 27,5 0 0 116,58 95,75 49,06 4743,37
6 7,5 27,5 0 0 115,56 95,24 48,35 4327,32
7 7,5 27,5 0 0 119,33 95,98 50,34 5521,34
8 7,5 31,0 0 +1,414 115,25 96,24 48,75 4664,21
9 7,5 239 0 -1,414 111,09 97,57 47,63 4491,34
10 11,0 27,5 +1,414 0 114,81 95,85 48,36 3717,98
11 3,9 275 -1414 0 100,52 97,85 43,24 5536,56

*X — Propor¢ao NaCl,q/Farg (mL/g); X, — Temperatura (°C)

IRendimento de extracao (massa;s,/massagges)

2Base umida (bu)

3Rendimento de proteina extraida [(massapyror iso/MASSaAprot farinhadesengordurada) + 100]
*Atividade enzimdtica da a-amilase (Controle) = 19,88+1,61U

Os resultados encontrados para olA (TABELA 2.2) variaram entre 3717,98 -
5536,56 U.gi, ', valores semelhantes aos relatados por Yao et al. (2016) que avaliaram a alA
de isolados proteicos de feijoes de 40 acessos amostrados ao redor do mundo (Asia, Américas
do Norte e Sul, Europa e Africa) produzidos por solubilizagio alcalina (pH 9,5) e precipitacio
isoelétrica (pH 4,5). Os autores apresentaram oIA variando de 1485,8 U.gi," para o feijdo
preto a 5776,7 U. giso'l para feijao branco

As significancias dos efeitos das varidveis independentes foram avaliadas através
do teste t (TABELA 2.3) e, dentro dos limites avaliados, apenas o efeito linear da varidvel X;
(propor¢do NaCl,g/Fargs) exibiu efeito negativo significativo pelo teste t (Pr<0,05) sobre a
alA. Os efeitos lineares ou quadratico da varidvel X, (temperatura) ndo foram significativos
pelo teste t (Pr>0,05), sequer a interagdo entre as varidveis independentes. A niao significancia

da temperatura sobre a resposta avaliada pode ser atribuida ao curto intervalo entre os niveis
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de temperatura avaliados e, para futuros estudos cujo propdsito seja semelhante ao deste,

sugere-se ampliar o intervalo da varidvel temperatura.

Tabela 2.3 - Efeito estimado, erro padrdo, valor t e grau de significincia para cada fator do
modelo codificado para atividade inibitoria da a-amilase.

Fatores! Efeito Erro Padrao teal Pr> (t)
Média 5025,11 169,6 29,62 <0,0001
Propor¢ao X; (L) -609,10 103,9 -5,86 0,0020
Temperatura X, (L) -54,476 103,9 -0,52 0,6225
Proporcao X; (Q) -215,36 123,6 -1,74 0,1421
Temperatura X; (Q) -75,239 146,9 -0,51 0,6304
Proporcao (X;) X Temperatura (X5) -189,19 123,7 -1,53 0,1867
R? 0,8865

Fatores sdo significativos ao nivel de Pr<0,05; (L) — efeito linear; (Q) — efeito quadratico;

Fatores ndo significativos foram eliminados, as significincias do modelo de
regressdao e da falta de ajuste a um nivel de confianca de 95 % verificadas por andlise de

variancia utilizando o teste ' (TABELA 2.4).

Tabela 2.4 - Anélise de variancia do modelo ajustado para a atividade inibitéria da a-amilase.

Graus de Soma dos Quadrado ]
Liberdade Quadrados Médio Valor F  Pr>F

Fonte de variacao

Regressao 1 2967603 2967 603 31.88 0,0003
Residuos da regressao 9 837 886 93 098
Lackfit 7 466 273 66 610 0,36 0,8714
Erro puro 2 371 613 185 807
Tratamentos 8 3433 876 429 234 2,31 0,3370
TOTAL 10 3 805 490

*Fontes significativas ao nivel de (Pr<0,05)

ApOs analisar os resultados, verificou-se que a regressdo do modelo de primeira
ordem ¢ significativa (Pr<0,05 e R2=0,8642), enquanto a falta de ajuste foi ndo significativa

ao nivel de confianga estabelecido de probabilidade (Pr<0,05). Portanto, o modelo de primeira
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ordem codificado (EQUACAO 2.2) se ajusta a resposta aIA dentro dos limites da varidvel

independente (X;) do processo de enriquecimento proteico:

alA = 4730.9 — 609,1 X, Equagio 2.2

Em que X € a varidvel codificada para Propor¢do NaCl,q/Fares

De acordo com a Equacao 2.2, foram realizados novos experimentos com valores
decrescentes da propor¢do NaCl,y/Fargs a 27,5 °C a fim alcangar a maximizac¢do da alA.
Todavia, devido a problemas de solubilizacdo da farinha desengordurada na solu¢do salina, o
menor nivel possivel foi X; = -1,414 (3,9 mLnaclag/EFardes), 1€vando a um isolado contendo
93,48+1,78 % (base umida — bu) de proteina e alA=5274,03+86,67 U.giso‘l. O erro entre o
valor observado e previsto foi de apenas 5,7 %, demonstrando a boa qualidade de predicao do

modelo.

a) Eletroforese
Os perfis eletroforéticos unidimensionais dos isolados proteicos produzidos foram
obtidos na auséncia e presenga de P-mercaptoetanol (FIGURA 2.1). Na auséncia de B-
mercaptoetanol (FIGURA 2.1A), o perfil proteico exibia predominancia das bandas 74,6 kDa,
47-43 kDa e 35 kDa. Ap6s comparar esse perfil eletroforético com dados da literatura, sugere

se tratar, nessa ordem, das proteinas legumina 11S, vicilina 7S e fitohematoaglutinina ou

lectina (PHA).
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Figura 2.1 - Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) na auséncia (A) e
presenca (B) de B-mercaptoetanol da farinha desengordurada (Faixa F) e dos isolados de
proteinas (Faixa 1-11 correspondem a cada ensaio do delineamento) de feijio comum branco
(Phaseolus vulgaris). Faixa (P) corresponde ao padrdo de proteinas: ovotransferrina (74,6
kDa), BSA (66,4 kDa), ovoalbumina (44,3 kDa) e lisozima (14,3 kDa).
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Fonte: o Autor.

Na presenca do B-mercaptoetanol (FIGURA 2.1B), observou-se a presenca de
duas bandas na farinha (Faixa F) (setas, 74,6 kDa e 66,4 kDa) que fracamente aparecem nos
perfis dos isolados (Faixas 1-11), o que sugere que o enriquecimento salino promoveu selecao

de proteinas durante a extracdo. Além disso, também foi notado no gel da condi¢do redutora
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(i) maior mobilidade das bandas nas Faixas 1-11 ao longo do gel, (ii) presenca de bandas de
alta massa molecular (~97 kDa) que pode se tratar lipoxigenase (pI=5,94 e 97,7 kDa)
(NATARAIJAN et al., 2013), (iii) auséncia da banda de 74,6 kDa, evento que geralmente na
literatura € atribuido ao rompimento da ligacdo dissulfidica existente na legumina 7S, (iv)
manutencdo e aumento da intensidade das bandas 48-43 kDa, fato que favorece a hipdtese
dessas bandas serem a faseolamina (vicilina 7S), pois, as cadeias polipeptidicas dessa proteina
ndo interagem via ligacdo dissulfidica (retingulo, FIGURA 2.1B), (v) aumento da intensidade
na regido das bandas 35-30 kDa, que se presume ser a PHA e (vi) aparecimento das bandas
20-18 kDa (setas, FIGURA 2.1B) que atribui ser de proteinas defensoras isoformas (a-All e
o-Al2) inibidoras da atividade da a-amilase (LEE; GEPTS; WHITAKER, 2002).

3.2 - Captura cromatografica do isolado proteico de feijao comum branco

A purificagdo cromatografica HIC é baseada nas interagdes hidrofébicas entre os
residuos da superficie de um analito, tal como uma proteina, e a fase estaciondria (fenil, octil,
por exemplo). A interagdo adsortiva matriz-proteina € alcan¢ada usando fase movel com alta
concentracdo de sais cosmotrépicos que favorecem o aumento da entropia da dgua no sistema
e a reducdo da concentracio de sal na fase moével promove a eluicdo da proteina
(BAUMANN; BAUMGARTNER; HUBBUCH, 2015; CREASY et al, 2018). O
cromatograma resultante das etapas de captura e de elui¢do da faseolamina a partir do isolado
proteico estd representado na Figura 2.2. Os picos resultantes apds a eluigdo com (NH4)SO4
apresentaram boa resolucdo e, semelhante ao relatado por Raymond, Azanza & Fotso (1981),
que separaram proteinas de isolado de girassol por HIC, um terceiro pico foi obtido apds a
eluigdo de NaOH 500 mM e, neste trabalho, referido interpretado como “fracdo proteica
fortemente ligada”. As proteinas dos picos 1 e 2 foram caracterizadas quanto ao perfil
eletroforético, teor de proteinas, ponto isoelétrico, alA e, em funcdo da natureza quimica

alcalina da solug¢do do terceiro pico, apenas o seu teor de proteinas foi mensurado.
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Figura 2.2 - Cromatograma do fracionamento do isolado proteico de feijao comum branco
(Phaseolus vulgaris) por cromatografia de interacdo hidrofébica na matriz Fenil StreamLine
(5 mm x 10 cm).
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O progresso da purificacdo proteica pode ser ressaltada ao comparar os perfis
eletroforético da Faryes (faixa F), do isolado (faixa I) e das fracdes (faixas 2-3) obtidas: bandas
reveladas (80 kDa — 50 kDa) no perfil da farinha ndo apareceram nas demais amostras
(FIGURA 2.3A-B). Na fracao nao adsorvida na etapa de captura (FIGURA 2.3A, Faixa 1) foi
notada a presenca discreta das bandas de massa molecular 48 — 43 kDa, neste trabalho
atribuida a vicilina 7S, a faseolamina. Nas fracOes eluidas da fase estacionaria, foi observada
maior intensidade da banda de massa molecular 48 — 43 kDa no pico I na condicao redutora e,
além da vicilina 7S no pico 1II, foi notada a banda ~35 kDa que aponta ser a lectina (PHA)
(FIGURA 2.3A). Além disso, no gel ndo redutor (FIGURA 2.3B), verificou-se a presenca da
banda ~80 kDa, que sugere ser a legumina 11S, uma proteina globular cuja estrutura
quaterndria hexamérica (330 — 410 kDa) é composta por unidades monoméricas compostas
por duas cadeias polipeptidicas: uma dcida (60 — 40 kDa) e outra bésica (35 — 20 kDa) que
interagem via ligacdo dissulfidicas (LAWRENCE et al., 1994; MENG; MA, 2001). Apos
observacdao do gel da condicdo redutora (FIGURA 2.3B), verificou-se a auséncia de duas
bandas que indicassem as subunidades 4cida e basica que compdem o mondmero da legumina

11S. Diante disso, as bandas de maior intensidade presente na faixa do pico 1 foram avaliadas
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por espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF e os resultados obtidos serdo apresentados

mais adiante nesse artigo.

Figura 2.3 - Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) na auséncia (A) e
presenca (B) de B-mercaptoetanol: Faixa P representa o padrao de proteinas (ovotransferrina -
74,6 kDa, BSA - 66,4 kDa e ovoalbumina - 44,3 kDa), Faixa F representa a farinha
desengordurada, Faixa 1 representa o contetido ndo adsorvido na coluna, Faixas 2 e 3
representam os picos I e II, respectivamente. (C) Medidas de potencial { (mV) de solucdes de
isolados proteico de feijao comum branco nativo (ISOnar) € do submetido a (NH4),SO4 3 M

(ISOt1raT), das fragdes coletadas (Picos 1 e 2) no fracionamento cromatografico proteico.
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O potencial { das proteinas em funcdo pH foram obtidos para o ISOxat, ISOtraT €
para as fracdes proteicas dos picos 1 e 2 (FIGURA 2.3C). Verificou-se que 0 plnedio do
ISOtraT € das fragdes sdo muito préximos, respectivamente, 5,06, 5,06 e 4,95, inclusive do

7z

valor encontrado para o plpegio do ISOnar (5,06). Esse resultado é o primeiro indicio de
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N

preservacdo estrutural das proteinas mesmo apds serem submetidas a condi¢do severa de
salting out empregada no processo cromatografico, pois, 0S plnedio dos ISOnar € ISOtraT
obtidos permanecem iguais.

A recuperag@o de proteinas pelo processo cromatografico (TABELA 2.5) foi de
47,94% de proteinas em relacdo ao total injetado, sendo que 35,75+9,00% corresponde a
proteica eluida sob o pico 1, 9,56+0,35 % do pico 2 e 2,64+0,12 % sob o terceiro pico. Apds
comparar a recuperagdo de proteinas obtida e o perfil eletroforético, percebe se que houve
perda de proteina durante o processo de purificacdo e pressupde que isso tenha ocorrido
durante o processo de troca de tampao via ultrafiltracdo por membrana. Diante disso, acredita-
se que a minimiza¢do de etapas de manuseio das fracdes € uma recomendacgdo valiosa para
evitar perdas ao longo do processo de purificacdo. A alA das fragdes proteicas (pico 1 e 2)
foram determinadas (TABELA 2.5) e verificou-se que a inibicao foi maior para a fracdo do
pico 2. Esse resultado contraria a hipdtese esperada de se obter uma fracdo que exibisse a
maior inibi¢ao, ou seja, rica em faseolamina (vicilina 7S) conforme prevé os dados relatados
na literatura. Além da diferenca da intensidade da banda 48— 43 kDa, ao comparar os perfis
eletroforéticos das duas fracdes, verifica se a presenca discreta da banda de ~35 kDa que
acredita ser a PHA que, embora nio exiba atividade inibitdria, pertence a familia constituida

também pelas proteinas isoformas inibidoras da a-amilase a-All e a-AI2 (14 — 20 kDa).

Tabela 2.5 - Processo de separacdo das proteinas do isolado de feijdo comum branco
(Phaseolus vulgaris) por cromatografia de interacdo hidrofébica em coluna Fenil Streamline.

Amost Recuperacdo  Proteina! alA? aIAeSp3 Fator de
mmostrd (%) (%) (U.giso™) (U.gproc) _ purificacdio (%)*
Isonar 100 93,48+1,74  5274,24+86,67 5642,10 100
Pico I 35,75+9,00 87,91+2,30  1506,71+27,22 1713,92 28,57
Pico II 9,56+0,27 91,78+0,73  3522,49+58,20 3837,97 66,79

Pico 111 2,64+0,12 - - - -

ITeor de proteina expressos em base timida (bu);

2Atividade inibitoria da a-amilase do isolado proteico;

*Atividade inibitorio da a-amilase da porgdo proteica presente na amostra;
*Fator de purificagdo=(alAico )/ (Al Ass0);

Apds fracionamento usando fase estaciondria de troca anidnica (DEAE-
Sephadex), Frels & Rupnow (1984) usaram a cromatografia HIC (Fenil Streamline) para
purificar as proteinas que nao adsorveram e obtiveram biomoléculas inibidoras da a-amilase

de feijao preto. Os autores mostraram resultados semelhantes aos alcancados neste estudo: a



86

maior inibicdo se deu nas amostras proteicas recuperadas sob eluicdo de fase moével cuja
concentracdo de sulfato de amonio era inferior a 5 % e tais fracOes apresentavam perfil de

massa molecular de 32 — 34 kDa, 15— 17 kDae 13,5 — 14 kDa.

a) Espectrofotometria FTIR-ATR
Os espectros FTIR-ATR dos ISOnat € ISOrrar (FIGURA 2.4A) exibiram perfis

semelhantes, com a presenga das regides espectrais das bandas de grupos funcionais (4000 —
1700 cm™) e caracteristicos de proteinas nativas de feijao (1700 — 400 cm™) (GLASSFORD;
BYRNE; KAZARIAN, 2013; HE et al., 2018).

Figura 2.4 - (A) Espectros de varredura 4000 — 400 cm™ do isolado de feijao comum branco
nativo (ISOnar) € do isolado (ISOtraT) submetido ao tampao de adsor¢do da cromatografia
HIC. Deconvolucdo das bandas espectrais amida I (1600 — 1700 cm?) dos ISOnar (A) e
ISOtraT (B).
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Na regido 4000 — 1700 cm’, registrou-se os estiramentos da ligacdo O-H
participantes das ligacdes de hidrogénio das interagcdes intra e intermolecular das proteinas
(3800 em™! a 3200 cm'l) e da ligagdao C-H dos hidrocarbonetos insaturados ou aromdticos de
lipidios (3000 cm™ a 2800 cm'l) (TAN; NGOH; GAN, 2014). Na regido espectral entre 1700
— 400 cm™, observa-se a presenca das bandas amida I (1600-1700 cm'l), amida II (1500-1580
cm’') e amida 11T (1200-1400 cm™).

Sabendo que regido da banda amida I (1600-1700 cm™) no espectro de protefnas é
a que traduz a composi¢ao de estrutura secundaria das biomoléculas, permitindo a estimativa
da proporcdo de cada estrutura secunddria (folha-B, random coil, o-hélice e turn),
deconvolucado da banda amida I foi realizada (FIGURAS 2.4B e 2.4C). Observando as bandas
amida I ajustadas (peakfit) dos ISOnat € ISOtrat, verifica-se a presenca de cinco curvas
Gaussianas centradas em 1607 cm‘l, 1625 cm'l, 1642 cm'l, 1662 cm™ e 1683 c¢cm’ que
indicam se tratar, respectivamente, de estruturas agregadas, folha-B, random coil, a-hélice e
turn (CARBONARO et al., 2008; SHEVKANI et al., 2015).

Neste estudo, a propor¢ao média das estruturas secunddrias do ISOnat de feijao
branco foi 12,23 % de estruturas agregadas (1607 cm’™), 27,80 % de folha-p (1625 cm™),
21,13 % de a-hélice (1662 cm™), 25,61 % de random coil (1642 cm™) e 13,23 % de turns
(1683 cm']) enquanto do ISOrrar era 12,91 % de estruturas agregadas (1607 cm'l), 29.64 %
de folha-B (1625 cm™), 19,7 % de a-hélice (1662 cm™), 25,7 % de random coil (1642 cm™) e
12,05 % de turns (1683 cm™). Verifica-se que houve aumento e diminuicdo, respectivamente,
nos conteudos das estruturas folha-B e a-hélice do ISOtrat em relacdo ISOnar, entretanto,
essa informacdo ndo € suficiente para inferir sobre significativo aumento do enovelamento
estrutural devido a condicdo severa de salting out, sendo necessdrio realizar andlise mais
precisa, como o dicroismo circular. Além disso, quando se compara os resultados supracitados
aos outros obtidos por FTIR de outras variedades de feijdo apresentados na literatura,
observa-se semelhanga entre as propor¢des médias de estruturas secunddrias. Shevkani,
Singh, Kaur & Rana, (2015) relataram propor¢ao média do feijao comum equivalente a 38,6%
de folha-B paralela, 22,8% de a-hélice, 20,1% de turns, 8,4% de folha-p antiparalela e 12,6%
de estruturas aglomeradas. J& Meng & Ma (2003) mencionam propor¢ao média do feijao

vermelho igual a 36 % de folha-B, 19 % de a-hélice, 17% de B-turns e 28 % random coil.
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b) Espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF
A partir da espectrometria MALDI-TOF/TOF das bandas selecionadas no gel de

eletroforese unidimensional, foram identificadas quatro proteinas ambas como faseolamina
(TABELA 2.7). Conforme os resultados da espectrometria de massa foram identificados dez
peptideos na banda LN2 e nove na FN2 (FIGURAS 2.3A).

Embora as bandas recortadas do gel na auséncia de [-mercaptoetanol
apresentassem massas moleculares diferentes, segundo o Mascot, os peptideos identificados
sd0 homoélogos a0 mondmero a-faseolamina, mesmo na banda LN2 onde se esperava haver
legumina 118, resultado que justifica a auséncia de bandas de menores massas moleculares no
gel (FIGURA 2A). As proteinas identificadas no Mascot foram validadas no Scaffold com
Thresold > 90% e, no minimo, 2 peptideos em homologia com a proteina do banco de dados,
ou seja, a homologia do peptideos € significativa na identificacdo da a-faseolamina.

As respostas encontradas para as outras duas bandas analisadas do gel redutor
(LR2 e FR2) (FIGURA 2.3B) ndo sao muito diferentes. Segundo Mascot, foram identificados
quatro peptideos homologos aos mondmeros a- e B-faseolaminas na banda LR2. Entretanto,
essa identificacdo ndo foi validada no Scaffold devido ao baixo score. Na banda FR2 foram
identificados cinco peptideos homdlogos a0 mondmero a-faseolamina, resultados validados
pelo Scaffold, seguindo os mesmo parametros estatisticos supramencionados.

Mesmo diante da validagdo significativa que coincide com a composicdo
predominante de faseolamina, acredita-se que a informacdo ainda € deficiente para propor
uma composi¢do proteina majoritdria presente na fracido obtido no pico 1 pela purificacdo em
cromatografia HIC. E necessario empreender novos estudos que substituam a eletroforese uni
por bidimensional para obtenc@o de mais spots que, junto a espectrometria de massa MALDI
TOF/TOF, levariam a uma informag¢do mais contundente sobre a composi¢do proteica,
conforme realizado por Natarajan et al. (2013) e De La Fuente et al. (2011) que identificaram
a- e PB-faseolaminas, legumina, lectina e as isoformas inibidoras da a-amilase, além de

proteinas envolvidas no metabolismo das sementes.



Tabela 2.6 - Peptideos encontrados em proteinas homologas segundo Mascot e Scaffold para as bandas do gel nao redutor (N) e redutor (R).

Proteina Proteina
Banda MM,;s (Da) Peptideo! Homologa Homologa UnitProt (2018)
MASCOT SCAFFOLD?
807,4996 FEEINR(V)
887,4299 NQYGHIR(V)
1050,6488 LONLEDYR(L)
1061,6868 TDNVISSIGR(A)
LN2 1173,6759 ETLEFESYR(A) ))((SSCCHN\;VS X5CN36 u-faseolamina
1206,7700 RLONLEDYR(L) Q41115
1410,8661 EGALFVPHYYSK(A)
1645,0734 IPAGTIFYLVNPDPK(E)
2025,1431 ATSNVNFTGFGINANNNNR(N)
2333,2966 SOPETLLLPQQADAELLLVVR(S)
807,3982 FEEINR(V)
887,4481 NQYGHIR(V)
1050,6239 LONLEDYR(L)
1061,6600 TDNVISSIGR(A)
FN2 1173,6549 ETLEFESYR(A) ))(( 55 511?369 X5CN36 o-faseolamina
1206,7418 RLONLEDYR(L)
1472,8304 GNKETLEFESYR(A)
2025,1006 ATSNVNFTGFGINANNNNR(N)
2333,3076 SOPETLLLPQQADAELLLVVR(S)

MM, = massa molecular observada
10s peptideos escritos em Itdlico foram validados no Scaffold com Thresold > 90 %.
2As proteinas identificadas foram validadas no Scaffold com Thresold > 90% e, no minimo, 2 peptideos em homologia com a proteina do banco de dados.
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Tabela 2.7 - Peptideos encontrados em proteinas homoélogas segundo Mascot e Scaffold para as bandas do gel ndo redutor (N) e redutor (R).

(Continuacao)
Proteina Proteina
Banda MM, (Da) Peptideo! Homologa Homologa UnitProt (2018)
MASCOT SCAFFOLD?
887,5682 NQYGHIR(V)
1050,5004 LONLEDYR(L) X5CHW3 " lami
1173,6890 ETLEFESYR(A) X5CN36 - g-laseolaming
LR2 1206,7755 RLQNLEDYR(L) Q41115
887,5682 NQYGHIR(V)
1050,5004 LQNLEDYR(L) AOADAOP203 B-fascolamina
1173,6890 ETLEFESYR(A) P02853 -
1206,7755 RLQNLEDYR(L)
807,3945 FEEINR(V)
887,5447 NQYGHIR(V) XSCHVO
FR2 1050,6360 LONLEDYR(L) X5CN36 X5CN36 a-faseolamina
1173,6708 ETLEFESYR(A)
1206,6278 RLQNLEDYR(L)

MM,;, = massa molecular observada

10s peptideos escritos em Itdlico foram validados no Scaffold com Thresold > 90 %.
2As proteinas identificadas foram validadas no Scaffold com Thresold > 90% e, no minimo, 2 peptideos em homologia com a proteina do banco de dados.
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4 - CONCLUSAO

O processo de producdo de extrato proteico de feijao comum branco (Phaseolus
vulgaris) por solubilizacdo salina (NaCl) leva a producao de isolados (>90% proteina). Dentro
dos limites das varidveis independentes da etapa de enriquecimento de proteinas, a varidvel
Propor¢do NaCl,q:Farinhag.s possui efeito linear negativo significativo sobre a capacidade de
inibir a a-amilase do isolado proteico, enquanto que a temperatura nao exibe efeito
significativo sobre a mesma resposta. Os resultados do processo de separagcdo das proteinas
via cromatografia HIC, usando fase movel constituida de 3,0 de sulfato de amodnio
[(NH4)2SO4], sugerem nao conduzir ao fracionamento onde amostra proteica de alta pureza
seja pura, sobretudo, de vicilina 7S. Além disso, sugere-se que a vicilina ndo € responsavel
pela maior parcela de inibicdo da a-amilase e, sim, atua na defesa do tecido vegetal em
conjunto com outras proteinas inibidoras do tipo lecitina denominadas isoformas inibidoras da
a-amilase. A composicdo média das estruturas secunddrias do isolado proteico de feijao
comum branco tem a estrutura folha-f com predominancia. E, mesmo os resultados de
espectrometria de massa indiquem predominincia do mondmero a-faseolamina, presume-se
serem infimos os argumentos que reforcam a predominancia da vicilina 7S na maior fragio

produzida por cromatografia HIC, sendo necessérias mais avaliagdes para tal confirmacao.
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CAPITULO 3 - ESTUDO DO EFEITO DO pH E CONCENTRACAO DE NaCl
SOBRE AS PROPRIEDADES TENSOATIVAS SUPERFICIAL DAS PROTEINAS
GLOBULARES DE FEIJAO COMUM BRANCO (Phaseolus vulgaris).

Lucidarce Martins da MATTAal, Eduardo Basilio de OLIVEIRA?, Mércia Cristina Teixeira
Ribeiro VIDIGAL®, Valéria Paula Rodrigues MINIM®, Luis Antdnio MINIM®",

"Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Vigosa, Avenida P.H. Rolfs Campus

Universitario, Vigcosa-MG, Brazil, CEP: 36570-000

RESUMO

Os efeitos da variacdo do pH e da concentragdo de NaCl sobre as propriedades
reologicas superficiais do isolado proteico de feijdo comum branco (IFB) foram avaliados
pelo método da gota pendente. O estudo foi realizado por meio de experimentos fatoriais 32
em delineamento inteiramente casualizado tendo pH (3, 5 e 7) e concentragcdo de NaCl (0 %,
1,5 % e 3,0% - m/v) como fatores. As medidas da tensdo interfacial (o) foram realizadas por
trés horas e, sem seguida, investigadas as propriedades dilatacionais dos filmes mediante
oscilagdes harmonicas. Verificou-se a diminui¢do da o do filme interfacial ao longo do tempo
em todos os tratamentos e que variagdo do pH e da concentracdo de NaCl podem afetar o
desempenho da capacidade do IFB em reduzir a tensdo interfacial. O IFB preparado em pH 5
sem NaCl apresentou a maior taxa de decaimento (k = 1,163 ms) e o menor valor de tensao
interfacial de equilibrio (0. = 9,173 mN/m). A variagcdo do pH e da concentra¢do de NaCl
ndo possuem efeito significativo (Pr>0,05) sobre os parametros de decaimento da c. Os filmes
superficiais apresentaram estrutura gélica com viscoelasticidade, a presenca de baixas

concentracdes NaCl favoreceu o aumento do modulo viscoeldstico (E) em qualquer pH, mas,
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os maiores valores do médulo E foram obtidos para amostras preparadas em pH 3, com ou
sem sal. Portanto, concluiu-se que a variacdo do pH e da concentracdo de NaCl do meio ndo
exibiriam efeitos significativos sobre os parametros de decaimentos da tensdo interfacial
obtidos no estudo das propriedades superficiais das proteinas do isolado de feijao comum

branco. Por outro lado, tal variacdo gerou ganha ou perda de viscoelasticidade do filme.

Palavras chaves: Phaseolus vulgaris, interface ar/dgua, solubilidade, tensdo interfacial de

equilibrio, médulo viscoelastico.

1-INTRODUCAO

O comportamento de consumo sustentdvel da populacio mundial com hébitos
alimentares sauddveis e o continuo crescimento da demanda por alimentos isentos de gluten,
lactose e proteinas animais, t€ém impulsionado o crescimento da oferta de fontes proteicas
vegetais. Atualmente, o uso das proteinas de sementes de leguminosas ainda é limitado
porque o valor nutricional € menor comparado ao das proteinas animais, apresentam fatores
antinutricionais e o desempenho das funcionalidades tecnoldgicas das proteinas vegetais ainda
fica aquém das proteinas animais, sendo a proteina da soja a unica proteina vegetal explorada
em volumes significativos como ingrediente da dieta humana (RIZZO; BARONI, 2018).
Embora, a proteina de soja seja considerada um bom ingrediente tecnoldgico, a comunidade
cientifica busca por novas proteinas de leguminosas para serem lancadas no mercado de
ingredientes alimentares.

O fejjao comum branco (Phaseolus vulgaris) é uma leguminosa muito consumida
nos pafses da América Latina e da Asia porque é fonte de carboidratos, de proteinas, de fibras
e de sais minerais (CARBONARO, 2006). Recentemente, o feijio comum branco vem
recebendo muita aten¢cdo de pesquisadores interessados em tirar proveito da capacidade de
inibitdria da a-amilase da leguminosa no tratamento da diabetes. A inibicdo da a-amilase leva
as reducgdes da quantidade de alimento ingerida, do nivel de glicose na corrente sanguinea e
do ganho do peso corporal (MA et al., 2018; PEREIRA et al., 2012; UDANI, TAN, &
MOLINA, 2018).

Embora esteja frequentemente presente na nutricdio humana, o feijao comum

branco e outras variedades desse grao podem se tornar commodities agricolas valorizadas.
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Isso porque a proteina de feijao pode se tornar um ingrediente proteico vegetal seguro
destinado a producdo de alimentos industrializados, assim como ocorre com a proteina de
soja. A parcela proteica do feijdo € constituida, principalmente, por globulinas e albuminas.
As globulinas sdo as proteinas de reserva predominantes no feijao e classificadas segundo o
coeficiente de sedimentacdo em vicilina 7S e legumina 11S (CHAGAS; SANTORO, 1997,
DANIELSSON, 1949a; DERBYSHIRE; WRIGHT; BOULTER, 1976; DURANTI; GIUS,
1997).

Nos tltimos anos, foram publicadas pesquisas que mostraram que 0s extratos
proteicos nativos de feijdo, majoritariamente, extraidos por solubilizacdo alcalina e
precipitacao isoelétrica apresentaram solubilidade dependente do pH, sendo minima na faixa
de 4<pH<6, e que possuiam boa atividade tensoativa, podendo haver melhoria via
modificacdo estrutural (GALVAN et al., 2018; HE et al., 2018; JAFARI et al., 2015). A
maioria dos estudos sobre a acdo tensoativa das proteinas de feijao abordaram as propriedades
emulsificantes. As poucas informagdes encontradas sobre as propriedades espumantes de
proteinas de feijao mostraram boa habilidade de formar e estabilizar as interfaces ar/dgua, os
dados relacionaram essa capacidade as caracteristicas moleculares (tamanho, formato, carga
elétrica liquida e massa) e a colocaram, diretamente, dependente da solubilidade (HOJILLA-
EVANGELISTA et al., 2018; LAFARGA et al., 2018). Resultados de fluorescéncia mostram
que as estruturas tercidrias das proteinas de feijdo comum sdo altamente enoveladas e
compactas (EVANGELHO et al., 2017; MAKRI; DOXASTAKIS, 2006; SHEN; TANG,
2014; WANI et al., 2014), particularidades que podem influenciar o equilibrio termodinamico
entre interagdes proteina-proteina e proteina-dgua que expressa a solubilidade da biomolécula.

Entre os resultados encontrados, sobre as propriedades espumantes das proteinas
de feijao comum, ndo foram localizados relatos de informacdes sobre as propriedades
reologicas de filmes na interface ar/dgua formados pela adsor¢do de proteinas de feijao
comum. O estudo das propriedades reoldgicas interfaciais € considerado importante na
compreensdo do processo de formacdo e estabilizacdo cinética de dispersdes liquidas
preparadas com tensoativo. A magnitude dessas propriedades fornece informagdes do
processo adsortivo das biomoléculas na interface através da dindmica de redugdo da tensdo
interfacial (o) e inferéncias sobre a estabilidade cinética da dispersdo por meio da reologia
dilatacional do filme, em outras palavras, através da viscoelasticidade dos filmes formados na
interface (BOS; VLIET, 2001; MILLER; LIGGIERI, 2009). Levando em considera¢do que
ndo foram encontradas pesquisas sobre as propriedades reoldgicas dos filmes interfaciais

formados por proteinas de feijao comum branco (Phaseolus vulgaris) tampouco sobre o efeito
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do pH e da concentracdo de NaCl sobre o desempenho da agdo interfacial das biomoléculas
citadas, o principal objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do pH e da concentracdo de
NaCl sobre as propriedades superficiais de proteinas de feijdo comum branco pelo método da
gota pendente. As propriedades superficiais foram medidas por ensaios dindmicos e

oscilatdrios/dilatacional da interface ar/agua.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

O feijdo comum branco (Phaseolus vulgaris), adquirido no comércio de Vigosa
(MG). A albumina sérica bovina (BSA) foi adquirida da marca Sigma — Aldrich e os demais

reagentes usados foram de grau analitico.

2.2 - Producio do isolado proteico de feijao comum branco

Os graos foram imersos em dgua destilada a 8 °C por 8 h para remo¢do manual do
revestimento. Os cotilédones foram desidratados (50 °C por 8 h), triturados em processador
doméstico e a farinha foi armazenada a -18 °C sob vidcuo. A farinha foi desengordurada
(Farges) usando hexano na propor¢do 1:6 (m:v) em extrator Soxhlet por 6 h de recirculagdo. A
Farge, foi misturada na propor¢ao 3,9 mL.g'1 a 50 mM de fosfato de sédio (pH 8,0) contendo
NaCl 600 mM, previamente equilibrado a 27,5 °C. A mistura foi mantida em agitagdao
magnética por 60 min, depois centrifugada (7000 x g por 40 min, 4 °C). O sobrenadante foi
dialisado (12,4 kDa cut-off ) contra dgua ultrapura (Milli-Q, Milipore, EUA) a 4 °C por 7 dias.
O conteudo dialisado foi centrifugado (9000 x g por 40 min, 4 °C) e o precipitado lavado com
agua ultrapura, centrifugado (9000 x g por 40 min, 4 °C) e liofilizado (-34 °C e 0,25 mbar)
(Alpha 2-4 LD plus, Martin Christ, Alemanha) (AJIBOLA et al., 2016; OOMAH; MAZZA;
CUI, 1994; SUN et al., 1974). O teor de proteinas do isolado proteico de feijaio comum branco
(IFB) produzido foi mensurado pelo método do Biureto (GORNALL; BARDAWILL;
DAVID, 1949) e armazenado a -18 °C e protegido da luz até ser avaliado quanto a

solubilidade e as propriedades interfaciais.
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2.3 - Solubilidade

O perfil de solubilidade em fun¢dao do pH (2 — 10) foi determinado usando
solucdes do IFB (0,5 % - m/v) preparadas em dgua ultrapura (Milli-Q, Milipore, EUA) e em
solucdes de NaCl (100 mM e 500 mM). O pH foi ajustado usando 1 M HCI ou 1 M NaOH,
em seguida, as solucdes foram centrifugadas (7000 x g por 20 min, 20 °C). O teor de proteina
no sobrenadante foi mensurado pelo método do Biureto (GORNALL; BARDAWILL;
DAVID, 1949). A solubilidade (%) foi expressa em relag@o ao teor total de proteina.

2.4 - Estudo das propriedades reologicas superficiais

As propriedades superficiais do IFB foram estudadas por meio de experimentos
fatoriais 32 em Delineamento Inteiramente Casualizado, em triplicatas, tendo como variaveis:
pH e concentracdo de NaCl (TABELA 3.1). Os efeitos das varidveis foram avaliados por
regressdao usando o teste F e a comparacdo de médias foi realizada usando o teste Tukey,
ambos ao nivel de confianca (p<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas usando o

software Statystical Analysis System® versao 9,0 (SAS Institute Inc., EUA).

Tabela 3.1 — Niveis das varidveis do estudo de avaliacdo das propriedades superficiais do
filme contendo isolado proteico de feijao comum branco (200 pg.mL‘l).

Variaveis reais Variaveis codificadas Niveis
pH Xi 3,0 5,0 7,0
NaCl (%) X5 0 1,5 3,0

Solugdes estoques do IFB (5 mg.mL™) foram preparadas com tampdo fosfato-
citrato (50 mM, pH X,) contendo NaCl (X, %) e deixadas em repouso (8h) para hidratacdo.
Aliquotas foram diluidas no mesmo tampao para o preparo de solucdes de IFB (200 u g.mL‘l)
destinadas as avaliagdes interfaciais. Azida sédica foi adicionada (0,1 % - m/v) como

conservante no preparo dos tampoes.
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2.5 - Propriedades reoldgicas superficiais

As avaliagdes dinamicas e dilatacionais do filme superficiais foram realizadas
pelo método da gota pendente em tensiometro (PAT-1M, Sinterface Technologies, Alemanha)
usando software Profile Analyses Tensiometer (PAT-1M — versdo 1.5.0.729). O volume da
gota foi mantido constante (15 mm3), automaticamente, € a equagdo de Young-Laplace foi
ajustada ao perfil da gota formada por meio da tensiometria analitica do perfil da gota para
determinacao da tensao interfacial. O método de calibracdo do equipamento foi o didmetro do
capilar. As medidas foram realizadas, em triplicata, usando um capilar de aco inox de 2 mm
de diametro e uma cubeta vazia mantida em compartimento termostatizado por circulacio de

dguaa25°C=+0,2°C.

2.5.1 - Propriedades dinamicas

A variacdo da tensdo interfacial de cada sistema foi estimada durante trés horas (t
=10 800 s) e o valor da tensdo interfacial de equilibrio (o) foi determinado usando
extrapolaciio ao longo do tempo do modelo exponencial de decaimento (EQUACAO 3.1)
empirico ajustado:

0= 0pg+Ae™

Equacao 3.1

em que o € a tensao interfacial (mN.m'l) no tempo t (s), A € a constante de ajuste
(mN.m'l) e k é a constante relacionada a taxa de decaimento (s‘]) de tensdo até que alcance o
valor de equilibrio. A estimativa do instante t(.ceq foi realizada usando na Equacdo 1 a

ponderagdo o — g,, = 0,005.

2.5.2 - Medidas reoldgicas dilatacionais

Os ensaios oscilatérios harmonicos da gota foram realizados ao fim das medidas
de tensao interfacial (tgn, =10 800 s), condi¢do adotada como de equilibrio. Uma varredura de
frequéncia foi realizada para determinar a faixa de viscoelasticidade linear antes da realiza¢do
dos ensaios. As oscilacdes foram realizadas no intervalo de frequéncia de 0,01 — 0,5 Hz com

amplitude fixa de deformacao (3 %) do volume da gota. Durante as perturbacoes, foram feitas
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medidas da tensdo interfacial harmoOnica. Estes resultados foram analisados usando
transformacdo de Fourier para determinar pardmetros dilatacionais: moédulo de
viscoelasticidade (E), componentes eldstica (E’) e viscosa (E”). O modulo E foi obtido por
meio da relacdo entre a variagdo da tensao interfacial (o) e a mudanga da drea superficial (A)
da gota: E = do/d In A. O médulo complexo E consiste dos componentes real (mddulo
elastico dilatacional superficial — E’ = |E| cos0) e imaginario (mddulo viscoso dilatacional

superficial - E " = |E| sen 6) (EQUACAO 3.2).

E=E' +iE Equagio 3.2

emque i = V—1.E’, varidvel do comportamento conservativo na interface.

Para um material perfeitamente eldstico, o cisalhamento e a deformacgdo estao na
fase @ = 0 e a componente de perda ou viscoso E” (imaginario) ¢ zero. No caso de um
material perfeitamente viscoso, o angulo de fase @ = 90 ° e o termo de armazenamento ou

elastico E’ (real) é zero (RUIZ-HENESTROSA et al., 2007).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Solubilidade

O perfil de solubilidade média em agua ultrapura do IFB (FIGURA 3.1) sugere
que a propriedade é dependente do pH porque houve variagao dos valores na faixa de pH 2 —
10: a solubilidade média do isolado na faixa de pH 4,2 — 6,5 foi inferior a 25 % (m/v) e, ao
redor do pH 5,0 foi minima. O formato “U” do perfil observado neste estudo ¢ uma
caracteristica também relatada para extrato proteico de feijoes comum (WANI et al., 2014;
YIN et al., 2010), vermelho (TANG; SUN, 2011a, 2011b), preto (WANI; SOGI; GILL,
2015). A minima solubilidade observada na faixa de pH 4,2 — 6,5 pode ser resultado,
inicialmente, da prevaléncia de interacdes eletrostaticas atrativas proteina-proteina que geram
a formacao dos agregados e, posteriormente, a presenga de interagdes hidrofébicas proteina-
proteina, que mantém os agregados preservados. A justificativa da minima solubilidade

observada é possivel porque dentro da faixa de pH 4,2 — 6,5 estd 0 plnedio (5,06) do 1FB,
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condi¢do na qual hd neutralizac@o de cargas elétricas e a estrutura tercidria das vicilinas torna-

se mais compacta (MUNDI; ALUKO, 2013).

Figura 3.1 - Solubilidade do isolado proteico de feijdo comum branco (Phaseolus vulgaris)
em funcdo da variagdao de pH. (m) Sem NaCl, (0) 1,5 % NaCl e (A) 3,0 % NaCl.
[—s—NoNacl - 5- 100mM NaCl - -4-- 500 mM NaCl|
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Fonte: o Autor.

Ponderando que a presenca de ions salinos afetaria as interacOes eletrostaticas
proteina-proteina, determinou-se o perfil de solubilidade média do IFB em 100 mM e 500
mM de NaCl em fun¢do do pH (FIGURA 3.1). Observa-se que o aumento da concentracio de
NaCl causou um aumento na solubilidade média na faixa de pH 4,2 — 6,5 do IFB. A presenga
de fons salinos altera o balanco de cargas elétricas presentes no meio, modificando as cargas
elétricas da superficie da proteina, podendo causar mudangas conformacionais das proteinas
globulares. Este evento reduz as interacOes hidrofébicas proteina-proteina e favorece as
interagdes proteina-dgua (MUNDI; ALUKO, 2013), tidas como fundamentais para

solubilidade da biomolécula.

3.2 - Propriedades superficiais do isolado proteico

3.2.1 -Tensao interfacial de equilibrio
Os decaimentos da tensdo interfacial (o) do filme contendo IFB preparado em
diferentes condicdes de pH (3, 5 e 7) e concentragdo de NaCl (0 %, 1,5 % e 3,0 % - m/v) e os

perfis estdo apresentados na Figura 3.2. A diminuicdo da o observada para os tratamentos
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confirmam que as proteinas do IFB sao capazes de adsorver na interface ar/dgua. A variacdo
cinética da o € associada ao processo termodinamico de adsor¢c@o da proteina na interface que
acontece em trés etapas diferentes conforme descrito por MacRitchie (1989): difusdo da
proteina para a interface, adsor¢do, desenovelamento e rearranjo molecular na regido
interfacial.

Conforme foi verificado no teste de solubilidade (item 3.1), a presenca e a
concentracdo de NaCl pode interferir no desempenho das intera¢des proteinas-dgua que regem
a solubilidade das proteinas globulares do IFB na faixa de pH 4,0 — 7,0. E, avaliando os
decaimentos mostrados na Figura 3.2, nota-se que a presenca de NaCl também pode afetar o
desempenho da capacidade do IFB em reduzir a o na regido superficial. Isso porque a
variacdo do pH e da concentracdao de NaCl pode ter influenciado no processo de adsor¢do da
proteina na regido interfacial, provavelmente, por causar mudancas na organizagdo estrutural,
na flexibilidade e na capacidade de desenovelamento das cadeias polipeptidicas causadas por
mudancas no balanco elétrico do meio (MUNDI; ALUKO, 2013). Consequentemente,
interferindo no desempenho das interacdes proteina-proteina, essenciais para a formacdo e
preservacdo de filmes interfaciais.

A Figura 3.2A apresenta as variacdes cinéticas da ¢ do IFB preparado no pH 3 na
auséncia e presenca de NaCl. Analisando os perfis de redugdo, pode se observar que a
presenca do sal influenciou no decaimento da propriedade termodinamica, pois, a variacdo
cinética foi menor (13,893 — 9,533 mN/m) no meio sem NaCl. Ap6s comparacdo dos valores
da o entre tratamentos no instante t = 1800 s (FIGURA 3.2A), observou-se que o valor da ¢
fol menor na presenca de 1,5 % (m/v) NaCl, evento que sugere que, nessa concentragao
salina, as proteinas do IFB desenvolveram sua propriedade de reduzir a ¢ com maior agilidade

no pH 3.
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Figura 3.2 - Perfil de decaimento cinético da tensdo interfacial do filme superficial contendo

200 pg.mL" de IFB preparados em 50 mM fosfato-citrato (A 0 % NaCl, m 1,5 % NaCl ¢ ¢
3,0 % NaCl): (A)pH 3, (B)pH5e (C)pH 7.
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Fonte: o Autor.

Os perfis de decaimento da ¢ obtidos em pH 5 (Figura 3.2B) apontam que a
presenca do NaCl pode interferir negativamente no processo adsortivo das proteinas
globulares do IFB, pois, observou-se que esse sal pode retardar o processo de redugdo cinética
da o. O perfil obtido na auséncia de NaCl apresentou a maior variagao (13,951 — 8,987
mN/m), seguido pela obtida em 1,5 % NaCl (13,716 — 9,713 mN/m). Esse resultado contraria
a informacdo encontrada na literatura de que a solubilidade € o requisito para haver bom
desempenho da habilidade tensoativa superficial, pois, conforme verificado anteriormente
(FIGURA 3.1), as proteinas globulares do IFB exibiram minima solubilidade no pH 5, valor
que se aproxima ao plpegio do isolado.

A Figura 3.2C apresenta os perfis de reducdo cinética da ¢ em pH 7 na auséncia e
presenca de NaCl. Avaliando os resultados, verificou-se que novamente a presenga do NaCl
pode influenciar negativamente o processo de reducdo da o. Isso porque, apds comparar os

valores da ¢ no instante t = 1800 s (FIGURA 3.2C), foi possivel verificar que a tensao obtida
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na auséncia de NaCl foi a menor (10,055 mN/m), seguida pela obtida em 3,0 % NaCl (10,234
mN/m) e, por dltima, a obtida em 1,5 % NaCl (10,444 mN/m).

Os valores de tensdo interfacial de equilibrio (o), taxa de decaimento (k) e do
instante t...q foram estimados pela Equagdo 3.1 e estdo na Tabela 3.2. Analisando os valores
dos coeficientes de determinacdo (R?) verifica-se que os dados ajustam se ao modelo
exponencial usado: os valores de R? foram maiores que 0,9. Os valores de 6.4 variaram de
9,173 - 9,959 mN/m, de taxa de decaimento variaram de 0,628 — 1,163 ms e do instante t(s-geq)
variaram de 5 782 — 11 507 s. Avaliando os resultados do pH 3, observa-se que a média de o
da solugdo proteica preparada com 1,5 % NaCl (T2) apresentou o menor valor, porém, sem
diferir significativamente (Pr<0,05) da média obtida com 3,0% NaCl (T3). Além disso,
verificou-se que o IFB preparado no pH 3 com 1,5% de sal (T2) apresentou a maior taxa de
decaimento e alcangou a ceq porque apresentou 0 menor valor de t(_geq).

Entre os sistemas proteicos preparados no pH 5, observou-se que as médias de G,
k e ts.0eq), €Statisticamente, diferem entre si ao nivel de probabilidade 0,05. Além disso,
verificou-se que o isolado preparado nesse pH sem sal (T4) apresentou o melhor desempenho
no decaimento da tensdo porque apresentou a maior taxa de decaimento, atingiu mais rapido a
Geq € ainda apresentou o menor valor de tensdo interfacial de equilibrio, contrariando a
minima solubilidade no pH 5 verificada anteriormente (FIGURA 3.1). Este resultado sugere
que as proteinas globulares de feijdo comum branco mantidas em pH 5 sem sal podem
apresentar melhor propriedade adsortiva na interface ar/dgua dentro dos niveis de pH e
concentracdo de NaCl analisados.

Analisando os resultados do IFB preparado no pH 7, averiguou-se que a presenga
de NaCl pode ter interferido negativamente no processo de reducdo da tensdo, pois, no perfil
do IFB sem sal, notou-se que o¢q foi alcancada em menor intervalo de tempo e que sua média
foi a menor entre os demais tratamentos do pH neutro. Além disso, verificou-se que as médias
de o¢ dos tratamentos com 1,5 % e 3,0 % de sal ndo tiveram diferengas significativas
(Pr<0,05) entre si, semelhante ao observado nos tratamentos com pH 3.

No mais, em geral, € possivel sugerir que as proteinas do IFB podem
desempenhar com mais agilidade sua atividade superficial no pH neutro do que no pH 3, seja
na auséncia ou presenca de NaCl. Isto porque se notou que os valores de t(s.ceq) determinado

para as amostras preparadas no pH 7 sdo menores aos obtidos no pH 3.
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Tabela 3.2 - Parametros do modelo exponencial de decaimento ajustado aos dados de tensao
interfacial experimental (o) da superficie contendo 200 u g.mL'1 de IFB em funcao do pH (3, 5
e 7) e da concentragdo de NaCl (0 %, 1,5 % e 3,0 % - m/v).

Parametros ajustados: 0 = g, + A. ekt

TRAT pH NaCl

(%) 6, (mN/m)y* A (mN/m) k(ms)*  Rig Yoo (97
Tl 0 9,698+0,056%*  3,048+0,159 0,656+0,055°¢ 0,952 9 859+7372A¢
™ 3 1,5 9417+0,119%¢ 2.804+0,083 0,756+0,029%°C 0,936 8 396+365°°¢
T3 3,0 9,430+0,100%¢  3,07320,071  0,628+0,028° 0,955 10 242+483%4
T4 0 9,173+0,099¢  3,792+0,106  1,163+0,127* 0,924 5 782+607"
TS 5 1,5  9,959+0202% 3,277+0,073 0,653+0,053°¢ 0,941 11 507+1 274"
T6 3,0 9,686+0,059%* 3,188+0,077 0,697+0,023°¢ 0,940 9 275+27184€
T7 0 0,428+0,078%¢  3,409+0,079  1,024+0,051%* 0,925 6 388+306"
TS 7 1,5 9,653+0231%4C 3,445+0,058 0,840 +0,089°°C 0.946 7 892+9015°C
T9 3,0 9.536+0,0954¢ 3.42440,178 0,933+0,130%*C 0,937 7 171%1 050°¢

*Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de Pr<0,05; o (mN.m") = tenséo interfacial no instante t (s), Ocq (MN .m™") = tensdo interfacial de
equilibrio, A (mN .m') = constante de ajuste, k (ms) = taxa de decaimento exponencial da tensdo
interfacial € t(.ceq) ($) = instante em que g — 0pq = 0,005;

A significincia das varidveis sobre a tensdo de equilibrio, taxa de decaimento e
instante em que o — g4 = 0,005 foram avaliadas por meio do teste F. A Tabela 3.3 apresenta
a andlise de variancia (ANOVA) do modelo de regressao avaliado sobre tensdo interfacial de
equilibrio. Apds avaliagdo, foi verificado que o modelo de regressdo ndo foi significativo
(Pr>0,05), ou seja, dentro dos niveis avaliados neste estudo, as varidveis pH e concentracdo de

NaCl ndo apresentaram efeito significativo na variacdo do parametro.

Tabela 3.3 - ANOVA do modelo de regressdo avaliado para tensao interfacial de equilibrio.
Grausde  Somados Quadrado L
Liberdade Quadrados Médio Valor k' Pr>F

Fonte de variacao

Regressao 3 0,1702 0,0567 0,82 0.4987
Residuos da regressao 23 1,6005 0,0696
Lackfit 5 1,0510 0,2102 6,89 0.0009
Erro puro 18 0,5495 0,0305
Tratamentos 8 1,2212 0,1526 5,00 0,0022

TOTAL 26 1.7707
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A ANOVA do modelo de regressdo avaliado sobre a taxa de decaimento da tensao
interfacial estd apresentada na Tabela 3.4. Apds avaliacdo, embora o modelo de regressdao
fosse significativo (Pr<0,05), foi verificado que a falta de ajuste também foi significativa ao
nivel de confianca de probabilidade estabelecido (Pr<0,05). Portanto, o modelo de regressao
ndo se ajustava a resposta taxa de decaimento dentro dos niveis avaliados neste estudo, ou
seja, as varidveis pH e concentracdo de NaCl ndo apresentaram efeito significativo na

variag¢do da resposta medida.

Tabela 3.4 - ANOVA do modelo de regressao avaliado para taxa de decaimento.
Grausde  Somados Quadrado "
Liberdade Quadrados Médio Valor k' Pr>F

Fonte de variacao

Regressao 3 0,4602 0,1534 6,15 0.0032
Residuos da regressao 23 0,5740 0,0249
Lackfit 5 0,3880 0.0776 7,51 0.0006
Erro puro 18 0,1860 0,0103
Tratamentos 8 0,8482 0.1060 10.26 <0,0001
TOTAL 26 1,0342

A Tabela 3.5 apresenta a ANOVA do modelo de regressao avaliado sobre o
instante em que 0 — d,q = 0,005 (t.0eq))- Apesar de a regressdo ser significativa (Pr<0,05),
observou-se que a falta de ajuste também foi significativa ao nivel de confianca de
probabilidade estabelecido (Pr<0,05). Consequentemente, o modelo de regressao ndo se ajusta
a resposta t(s.qeq) dentro dos niveis avaliados, ou seja, as varidveis pH e concentragdo de NaCl

também nao apresentam efeito significativo na variacao da resposta medida.

Tabela 3.5 - ANOVA do modelo de regressdo avaliado para o instante em que 0 — 0,4 =
0,005.

e Gnde Smades O vuurrpor
Regressao 3 35 794 804 11 931 601 4,05 0,0190
Residuos da regressao 3 67 811 357 2 948 320

Lackfit 5 49 763 130 9952 626 9,93 0,0001
Erro puro 18 18 048 229 1 002 680
Tratamentos 8 85557932 10 694 742 10,67 <0,0001

TOTAL 26 103 600 161
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3.2.2 - Propriedades reologicas dilatacionais

O comportamento viscoeldstico do filme proteico de IFB formados na superficie
foi avaliado em fung¢do das perturba¢des harmonicas aplicadas a gota na condi¢do de
equilibrio do processo adsortivo adotada (tgnq = 10 800s). Os perfis dos parametros
dilatacionais dos filmes proteicos do IFB adsorvidas nos pH 3, 5 e 7, na auséncia e presenca
(1,5 % e 3,0 % m/v) de NaCl em fun¢do da frequéncia estdao apresentados nas Figuras 3.3, 3.4
e 3.5. Ao analisar os dados dos perfis de todos os tratamentos, observa-se a confirmagao de
que todos os filmes formados exibiram comportamento viscoeldstico e que os parametros sao
dependentes da intensidade das perturbagdes oscilatdrias aplicadas. Essa dependéncia € um
resultado consistente que pode confirmar a existéncia das interacdes proteina-proteina das

biomoléculas adsorvidas na interface.

Figura 3.3 - Perfis dos parametros dilatacionais do filme superficial de 200 p g.mL'1 de IFB
preparado em 50 mM de fosfato-citrato em pH 3 (Asem NaCl, ® 1,5 % NaCl e m 3,0 %
NaCl): (A) Mdédulo viscoelastico (E), (B) médulo de eldstico (E’), (C) modulo viscoso (E”) e
(D) angulo de fase (o).
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Figura 3.4 - Perfis dos parametros dilatacionais do filme superficial contendo 200 u g.mL'1 de
IFB preparado em 50 mM de fosfato-citrato em pH 5 (A sem NaCl, @ 1,5 % NaCl e m 3,0 %
NaCl): (A) Mdédulo viscoelastico (E), (B) médulo de eldstico (E’), (C) modulo viscoso (E”) e
(D) angulo de fase (o).
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Figura 3.5 - Perfis dos parametros dilatacionais do filme superficial contendo 200 p g.mL'1 de
IFB preparado em 50 mM de fosfato-citrato em pH 7 (A sem NaCl, @ 1,5 % NaCl e m 3,0 %
NaCl): (A) Mdédulo viscoelastico (E), (B) médulo de eldstico (E’), (C) modulo viscoso (E”) e
(D) angulo de fase (o).
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Analisando as Figuras 3.3, 3.4 e 3.5, constatou-se que os parametros dilatacionais
de todos os tratamentos apresentaram perfis semelhantes em funcdo da frequéncia. As
componentes eldsticas exibiram os perfis de aumento enquanto as viscosas exibiram perfil
reducdo em fun¢do do aumento da frequéncia das perturbacdes. Além disso, verifica-se que a
componente eldstica dos filmes interfaciais é predominante na composi¢cdo do médulo E
durante as perturbacdes de compressao e expansao realizadas no filme. Isto porque os valores
da componente eldstica sd@o semelhantes aos obtidos para o médulo viscoeldstico, enquanto, a
contribuicao da componente viscosa é pequena.

O angulo de fase (¢) € considerado como uma medida da viscoelasticidade
relativa de filmes interfaciais (MARTINEZ et al., 2009) e os perfis obtidos estio apresentados
nas Figuras 3.3D, 3.4D e 3.5D. Observou-se que os valores de ¢ exibiam dependéncia com a

frequéncia das perturbagdes oscilatdrias e relacdes indireta com frequéncia e os perfis do
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modulo viscoeldstico. Além disso, apesar de os filmes serem viscoeldsticos, os baixos valores
de ¢ obtidos neste estudo indicam que as interagdes proteina-proteina na regido superficial
produziu filme com caracteristicas de rede gélica (MARTINEZ et al., 2009). Segundo Ruiz-
Henestrosa et al. (2007), um material perfeitamente eldstico é aquele que possui @ = 0° e
componente viscosa nula (E”= 0) enquanto que o perfeitamente viscoso exibe ¢ = 90° e
componente eldstica nula (E’=0).

Os perfis do médulo de viscoelasticidade (E) dos filmes mostraram relacao direta
com a intensidade das perturbagdes (frequéncia), circunstancia também observada por Patino
et al. (2003) ao avaliar o médulo E dos filmes de proteinas de reserva (B-conglicinina 11S e
glicinina 7S) de soja adsorvidas na interface ar/dgua. Além disso, verificou-se que a presenca
de NaCl promoveu aumento da viscoelasticidade e que os filmes formados com IFB
preparado com tampao contendo 1,5 % de NaCl exibiram o melhor perfil de viscoelasticidade
em qualquer pH estudado. Entretanto, mediante analise dos resultados, pode se sugerir que o
aumento da concentragdo salina leva a formacao de interagOes proteina-proteinas na regido
interfacial que possam comprometer o ganho de viscoelasticidade interfacial.

Embora os decaimentos da tensdo interfacial as proteinas globulares do IFB
preparadas no pH 3 tenham sido mais lentas que aquelas preparadas no pH 7, ao analisar os
perfis dos moédulos de viscoelasticidade, observa-se que os filmes formados no pH 3 na
auséncia ou presenga de NaCl apresentaram os maiores modulos de viscoelasticidade em
funcdo da frequéncia comparado aos demais tratamentos. Sugere-se que a maior
viscoelasticidade possa ser resultado de desenovelamento molecular da cadeia polipeptidica
adsorvida que favoreceu as interagcdes intermoleculares proteina-proteina na regido interfacial
de modo a melhorar viscoelasticidade do filme, consequentemente, ganho de resisténcia
mecanica. Mediante essa caracteristica, pensando em futura aplicacdo, € possivel sugerir que

espumas preparadas no pH 3 podem apresentar maior estabilidade cinética.

4 - CONCLUSAO

A solubilidade das proteinas do isolado proteico de feijdo comum branco é
dependente do pH, sendo minima na regido do plencgio € a presenca de fons salinos favorece a

interacdo proteina-dgua levando ao aumento da solubilidade na regido do plemeqio do isolado
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proteico. Independente da condicdo de pH e concentragdo de NaCl, as proteinas globulares do
feijdo comum branco podem manter a propriedade tensoativa afinal foi observado decaimento
cinético da tensdo interfacial. Contrariando a condi¢do de solubilidade minima, a reducao
cinética da tensdo interfacial ocorreu mais rapidamente em pH 5 sem sal, seguido pelas
amostras preparadas no pH 7, com ou sem NaCl. Também se constatou que a presenca do
NaCl pode interferir negativamente no desempenho das proteinas do IFB de reduzir a tensao
nos pH 5 e 7, uma vez que os valores dos parametros de decaimentos obtidos foram melhores
nas amostras mantidas sem sal. Foi averiguado que a variacdo do pH e da concentracdo de
NaCl ndo possuem efeito significativo sobre os parametros de decaimento da tensdo
interfacial das proteinas globulares de feijao comum branco extraidas por solubilizac¢do salina
e precipitacdo aquosa. Observou-se que os filmes superficiais formados pelas proteinas
globulares de feijdo comum branco exibiam estrutura gélica com comportamento
viscoeldsticos, a presenca de baixas concentracdes NaCl favoreceu o aumento da
viscoelasticidade em qualquer pH, mas, os maiores valores do mdédulo E foram obtidos para
amostras preparadas na condicdo 4cida (pH 3) salina ou nd3o. Além disso, mediante
perturbacdes mecanicas, verificou-se aumento da viscoelasticidade dos filmes interfaciais e
que a componente eldstica é responsdvel pela maior contribuicio no comportamento
viscoeldstico dos filmes durante as perturbacdes. Embora a solubilidade em funcio do pH seja
influenciada pela concentragdo de NaCl, a variacdo do pH e da concentracio de NaCl nao
mostraram efeitos significativos sobre os parametros de decaimentos da tensdo interfacial
obtidos pelas proteinas do isolado de feijao comum branco. Por outro lado, tal variacdo pode
influenciar no perfil do médulo E, podendo haver ganho ou perda de viscoelasticidade do

filme interfacial.
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CAPITULO 4 - POLISSACARIDEOS INFLUENCIAM AS PROPRIEDADES
SUPERFICIAIS DAS PROTEINAS GLOBULARES DE FEIJAO COMUM BRANCO

(Phaseolus vulgaris).

Lucidarce Martins da MATTAal, Eduardo Basilio de OLIVEIRA?, Mércia Cristina Teixeira
Ribeiro VIDIGAL®, Valéria Paula Rodrigues MINIM®, Luis Ant6nio MINIM®!,

"Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Vigosa, Avenida P.H. Rolfs Campus

Universitario, Vicosa-MG, Brasil, CEP: 36570-000

RESUMO

O efeito da presenca de polissacarideos (carboximetilcelulose CMC, goma ardbica
e a pectina LM) em meio 4cido (pH 3) salino (1,5 % m/v NaCl) sobre as propriedades
reologicas superficiais de isolado proteico de feijdao comum branco (IFB) foram investigados
pelo método da gota pendente em comparagdo com a ovoalbumina (ALB). O decaimento da
tensdo interfacial (6) e o médulo viscoeldstico (E) foram monitorados durante a formagdo e
envelhecimento (10 800s) do filme interfacial. As amostras possuem a habilidade de
adsorverem na interface: o decaimento da ¢ foi menor na presenga de ALB (9,7 — 8,0 mN/m)
do que fora registrado para IFB (10,7 — 7,7 mN/m). A presenca de polissacarideos pode
intensificar a redu¢do da carp: a maior variagdo da tensdo (9,5 — 7,2 mN/m) ocorreu na
mistura contendo pectina LM. O mesmo ndo ocorreu nos sistemas contendo ISO: apenas a
presenca da goma ardbica (11,5 — 7,17 mN/m) favoreceu a redu¢do da c. O desempenho
tensoativo da ovoalbumina comparado ao do IFB, na auséncia ou presenga de polissacarideos,
foi melhor porque os valores de tensdao interfacial de equilibrio (ceq) foram menores
(7,378<6.,4<7,898 mN/m). Todos os filmes interfaciais avaliados exibiram comportamento
viscoeldstico, mas, predominaram os comportamentos eldsticos. As proteinas globulares do

IFB mostraram maior agilidade na adaptacdo (desenovelamento) e a presenca de
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polissacarideos nesses sistemas pode promover aumento da viscoelasticidade filme interfacial.
Logo, o ganho de viscoelasticidade dos filmes interfaciais contendo as proteinas de feijao

comum branco pode indicar maior ganho de estabilidade cinética.

Palavras chaves: Phaseolus vulgaris, interface ar/dgua, tensdo interfacial de equilibrio,

carboximetilcelulose, goma ardbica, pectina LM.

1- INTRODUCAO

O entendimento do comportamento dindmico de interfaces fluidicas tem grande
importancia para processos naturais e tecnoldgicos das dispersdes liquidas e ele pode ser
alcancado por meio das propriedades reoldgicas interfaciais, em outras palavras, por meio da
dindmica de reducdo da tensdo interfacial e das deformacgdes da drea ou volume do filme
interfacial, perturbacdes caracteristicas da reologia dilatacional (MILLER; LIGGIERI, 2009).
As espumas sdo definidas como uma dispersdao de gds em um liquido, semelhantes a
estruturas celulares fechadas, cuja formagdo € nao espontanea, sendo necessaria aplicacdo de
energia para dispersar o géis no liquido (WALSTRA, 1989). Trata-se de um sistema
termodindmico instdvel que tende a apresentar separacdo de fases ao longo do tempo sob a
influéncia das forcas de van der Waals e da gravidade (HILL; EASTOE, 2017). A
estabilizacdo cinética, como espuma e emulsdo, depende da existéncia de surfactantes,
substancias que sdo capazes de interagir simultaneamente com moléculas das fases imisciveis
na interface. Durante o processo de agitacdo necessdrio para a formacao das dispersoes, 0O
surfactante se difunde da fase continua em direcao a interface, adsorve e interage com outras
moléculas surfactantes produzindo um filme que aprisiona o géis e fornece estabilidade
cinética (PHILIPS; WHITEHEAD; KINSELLA, 1994; WALSTRA, 1989).

As espumas alimenticias podem ser produzidas com surfactantes de baixo peso
molecular, contudo, preferencialmente, sdo estabilizadas com proteinas, como € o caso do
chantilly e do merengue. Além de serem comestiveis, as proteinas sio moléculas com
habilidade superior de estabilizar uma dispersdao porque o filme interfacial formado pelas
cadeias polipeptidicas é mais viscoeldstico e coeso (MACRITCHIE, 1989). Atualmente, as
proteinas do ovo e do leite sdo os ingredientes espumantes mais empregados na producao de

espumas alimenticias, em funcdo das excelentes propriedades espumantes que as
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biomoléculas possuem (HILL; EASTOE, 2017). Entretanto, a producdo dessas proteinas € de
alto custo além de insustentdvel, fatos que reforcam as avaliagdes das funcionalidades
tecnoldgicas das protefnas vegetais, pois, sdo mais baratas e sustentdveis. No cendrio atual de
ingredientes, a proteina da soja € o ingrediente proteico de origem vegetal mais empregado na
industria de alimentos (RIZZO; BARONI, 2018), contudo, o panorama tende a mudar.

O feijao € uma leguminosa bastante consumida nos paises da América Latina e da
Asia porque é fonte de carboidratos, de proteinas, de fibras e de sais minerais (HOJILLA-
EVANGELISTA et al., 2018). Contudo, pode se tornar uma semente mais valorizada porque
a sua proteina tem potencial de se tonar um ingrediente proteico vegetal seguro destinado a
producdo de dispersdes alimenticias industrializadas, assim como as proteinas de soja. A
por¢do proteica do feijdo é composta, maiormente, por globulinas e albuminas. As proteinas
de reserva globulares sdo predominantes no feijao e classificadas segundo o coeficiente de
sedimentacdo em vicilina 7S e legumina 11S (CHAGAS; SANTORO, 1997; DANIELSSON,
1949a; DERBYSHIRE; WRIGHT; BOULTER, 1976; DURANTI;, GIUS, 1997). As
proteinas de feijdo apresentam solubilidade dependente do pH, sendo minima na faixa de 4,0
a 6,0 e as poucas informacdes sobre as propriedades espumantes de proteinas de feijao
mostram boa habilidade superficial e apontam que essa capacidade estd relacionada as
caracteristicas moleculares (tamanho, formato, carga elétrica liquida e massa) e, diretamente,
dependente da solubilidade (GALVAN et al.,, 2018; HE et al., 2018; HOJILLA-
EVANGELISTA et al., 2018; LAFARGA et al., 2018).

Embora as proteinas tenham boas habilidades tensoativas, existem evidéncias de
que a eficiéncia dessas habilidades pode ser influenciada pelas interagdes intermoleculares
com outros ingredientes presentes nos alimentos, especialmente, com polissacarideos e
acucares (NEVES et al., 2018; SIMIQUELI et al., 2019). A interag¢do proteina-polissacarideo
(eletrostatica, hidrofébica, ligacdo de hidrogénio e exclusdo estérica) causa implicacdes no
processo adsortivo das biomoléculas e nas propriedades reoldgicas interfaciais dos filmes
(RODRIGUEZ PATINO; PILOSOF, 2011). Nao foram encontrados relatos sobre o efeito da
presenca de polissacarideos sobre as propriedades reoldgicas superficiais de proteinas de
feijdo, tampouco da variedade branco, contudo existem relatos de estudos de proteinas
animais e de soja. A adsor¢do de B-lactoglobulina na interface ar/dgua foi melhorada na
presenca de goma xantana porque houve aumento da pressdo interfacial e o filme interfacial
formado teve viscoelasticidade melhorada devido a incompatibilidade entre a proteina e a
goma, provavelmente, o que intensificou as interacdes proteina-proteina (PEREZ et al., 2010).

Os efeitos da presenca de polissacarideos soldveis de soja e goma ardbica sobre as
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propriedades reoldgicas superficiais por cisalhamento (anel Du Noiiy) da B-conglicinina
foram examinados por Li et al. (2018). Os autores observaram diminui¢cao da taxa de adsorcao
da proteina na presenca de polissacarideos atribuida ao aumenta da viscosidade devido a
interacdo proteina-polissacarideo, contudo, houve efeito sinérgico entre proteina e
polissacarideo, pois, o filme apresentou maior viscoelasticidade.

Levando em conta que a presenca e identidade do polissacarideo possam interferir
no desempenho das habilidades superficiais das proteinas (MIQUELIM; LANNES;
MEZZENGA, 2010) e destacando a importancia que essas informagdes adicionariam em
futuros projetos de desenvolvimento de dispersdes do tipo espuma, o objetivo desde trabalho
foi investigar o efeito da presenca de polissacarideos sobre as propriedades reoldgicas
superficiais dindmicas e dilatacionais de proteinas globulares de feijdo comum branco
(Phaseolus vulgaris). No Capitulo 3, foi verificado que o filme superficial formado pelas
proteinas globulares do IFB preparado em 50 mM fosfato-citrato pH 3 com 1,5 % (m/v) NaCl
exibia a maior viscoelasticidade. Logo, esta investigagdo foi realizada usando o mesmo
tampao e os polissacarideos carboximetilcelulose, goma ardbica e a pectina LM, tendo a
ovoalbumina como modelo de proteina com propriedade superficial reconhecida pela

comunidade cientifica (SIMIQUELI et al., 2019).

2 -MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

O feijao comum branco (Phaseolus vulgaris) foi adquirido no comércio de Vigosa
(MG), a albumina sérica bovina (BSA), ovoalbumina (ALB) e a carboximetilcelulose (CMC)
(pka~=2,0) foram adquiridas da Sigma-Aldrich, a pectina Genu® LM-101 AS (pKa = 3,0) foi
doada pela CPKelco (Limeira, Sdo Paulo, Brasil) e a goma ardbica comercial pura (pKa=3,5)
foi adquirida da Dinamica Quimica (Indaituba, Sdo Paulo, Brasil). Os demais reagentes

usados eram de grau analitico.



121

2.2 - Producio do isolado proteico de feijao comum branco

O feijao foi imerso em 4gua destilada a 8 °C por 8 h para remo¢do manual do
revestimento. Os cotilédones foram desidratados (50 °C por 8 h), triturados em processador
doméstico e a farinha foi armazenada a -18 °C sob vacuo. A farinha foi desengordurada
(Farges) usando hexano na propor¢do 1:6 (m:v) em extrator Soxhlet por 6 h de recirculacdo. A
Farges foi misturada na proporc¢ao 3,9 mL.g'1 a 50 mM de fosfato de sédio (pH 8,0) contendo
NaCl (600 mM), previamente equilibrado a 27,5 °C. A mistura foi mantida em agitacao
magnética por 60 min, depois centrifugada (7000 x g por 40 min, 4 °C). O sobrenadante foi
dialisado (12,4 kDa cut-off ) contra dgua ultrapura (Milli-Q, Milipore, EUA) a 4 °C por 7 dias.
O conteudo dialisado foi centrifugado (9000 x g por 40 min, 4 °C) e o precipitado lavado com
agua ultrapura, centrifugado (9000 x g por 40 min, 4 °C) e liofilizado (-34 °C e 0,25 mbar)
(Alpha 2-4 LD plus, Martin Christ, Alemanha) (AJIBOLA et al., 2016; OOMAH; MAZZA;
CUIL 1994; SUN et al., 1974). O isolado proteico foi armazenado a -18 °C e protegido da luz.
O teor de proteinas foi mensurado pelo método do Biureto (GORNALL; BARDAWILL;
DAVID, 1949) usando a BSA como padrao. No capitulo 2, foi determinado o ponto
isoelétrico médio (plnedin=5,0) do isolado e, também, constatado que perfil eletroforético €

formado com predominio de vicilina 7S.

2.3 - Preparo das solucoes

As avaliacOes das propriedades reoldgicas superficiais foram realizadas usando
solugdo de proteina e polissacarideo em 50 mM fosfato-citrato pH 3 contendo 1,5 % (m/v) de
NaCl. A azida so6dica foi usada (0,2 % - m/v) como conservante no preparo do tampao. As
amostras proteicas avaliadas foram a ovoalbumina (ALB) e o isolado proteico de feijao
comum branco (IFB) e, os polissacarideos foram a carboximetilcelulose (CMC), a pectina LM
e a goma ardbica. Solugdes estoques individuais (5 mg.mL'l) de proteina e polissacarideo,
preparadas em fosfato-citrato (50 mM, pH 3 contendo 1,5 % NaCl), foram mantidas a 4 °C
overnight para hidratagcdo antes de serem usadas. Aliquota de 400 uL de cada solugdo estoque
foi diluida no mesmo tampao (50 mM de fosfato-citrato pH 3 com 1,5 % NaCl) em agitacdo
magnética por 5 min e o volume final foi ajustado para 10 mL. As solugdes finais contendo

proteina (200 pg.mL'l) e polissacarideo (200 pg.mL'l) foram submetidas a medidas de
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potencial zeta e de tamanho, avaliagdes interfaciais e reoldgicas de escoamento. O tratamento

controle foi preparado da mesma forma, porém, sem a presenca de polissacarideo.

2.4 - Distribuicao de Tamanho e Medidas de Potencial Zeta

O tamanho de particula das fragdes proteicas foi determinado por espalhamento de
luz dinamico (Dynamic Light Scattering - DLS) usando um analisador de particula (Zetasizer
Nano Malvern, Malvern Instruments Ltd., UK). As amostras foram preparadas em fosfato-
citrato (50 mM, pH 3) com 1,5 % (m/v) de NaCl, filtradas em filtros de seringa (PVDF 0,45
pm) e, em seguida, 1 mL de solucdo foi colocado na cubeta para ser desaerado em ultrassom
por 5 min. As medidas foram efetuadas em quintuplicatas com angulo de espalhamento de
173° para minimizar interferéncia sob 25 °C.

As medidas de potencial zeta das amostras foram realizadas no analisador de
particula (Zetasizer Nano Malvern, Malvern Instruments Ltd., UK). Aliquotas de 1 mL das
amostras preparadas em fosfato-citrato (50 mM, pH 3) com 1,5 % (m/v) de NaCl foram
colocadas no interior de células capilares equipadas com eletrodos de ouro (modelo DTS
1070C, Malvern Instruments Ltd., UK) que foram mantidas sob 25 °C. Tomou-se as medidas

e expressas como média de quintuplicatas.

2.5 - Propriedades superficiais

As avaliagdes dinamicas e as medidas reoldgicas dilatacionais dos filmes
superficiais foram realizadas pelo método da gota pendente em tensidmetro (PAT-1M,
Sinterface Technologies, Alemanha) usando software Profile Analyses Tensiometer (PAT-1M
— versdo 1.5.0.729) para manter constante o volume da gota (15 mm3) e ajustar o perfil
experimental da gota a equacdo de Young-Laplace por meio da tensiometria analitica do perfil
da gota para determinacdo dos valores da tensdo interfacial (o ). O método de calibracido do
equipamento foi o didmetro do capilar. As medidas foram realizadas, em duplicata, usando
capilar de aco inox de 2 mm de diametro e a cubeta vazia mantida em compartimento

termostatizado por circulagdo de dgua a 25 °C £ 0,2 °C.
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2.5.1 - Propriedades dinimicas

O processo termodindmico de variacdo da tensdo interfacial foi monitorado por
trés horas (t =10 800 s) e o valor da tensdo interfacial de equilibrio (o.4) foi determinado
usando extrapolacio ao longo do tempo do modelo exponencial de decaimento (EQUACAO
4.1) empirico ajustado:

0= 0pg+Ae™™

Equacao 4.1

em que o € a tensao interfacial (mN.m'l) no tempo t (s), A € a constante de ajuste
(mN.m'l) e k é a constante relacionada a taxa de decaimento (s‘l) de tensdo até que alcance o
valor de equilibrio ocq. A estimativa do instante t.geq) fO1 realizada usando na Equagdo 4.1 a

ponderagdo 0 — g4 = 0,005.

2.5.2 - Medidas reolégicas dilatacionais

As medidas reoldgicas dilatacionais foram realizadas mediante aplicacdo
controlada de oscilagcdes de baixa amplitude harmonicas e periddicas de expansido e
compressao da gota durante a formacao do filme. Varredura de frequéncia foi realizada para
determinar a faixa de viscoelasticidade linear antes da realizacdo dos ensaios. Partindo do
volume inicial da gota (15 mm3), realizou-se expansido e compressdo da gota com amplitude
de deformacdo fixa (3 %) a fim de garantir que os parametros sejam independentes da
amplitude de deformagcdo (BELLESI; RUIZ-HENESTROSA; PILOSOF, 2014). As
oscilagdes foram realizadas na frequéncia angular de 0,1 Hz e, cada perturbacdo consistiu de 5
ciclos oscilatérios seguidos de 5 min de volume fixo (repouso). As perturbacdes do volume
levaram a determinagdo de valores de tensdo interfacial harmodnica, que foram usados para
determinar os parametros dilatacionais por meio da transformagdo de Fourier: médulo de
viscoelasticidade (E), componentes de armazenamento ou elastico (E”) e de perda ou viscoso
(E”) e o angulo de fase (¢). O médulo E, uma quantidade complexa viscoeldstica, € obtida
através da relac@o entre a variacdo da tensdo interfacial (o) e a mudanga da drea superficial
(A) da gota: E = do/d In A. O médulo complexo E consiste das componentes real (médulo
de armazenamento ou eldstico dilatacional superficial — E' = |E| cos ¢) e imagindria

(médulo de perda ou viscoso dilatacional superficial — E "= |E| sen ) (EQUACAO 4.2).
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E=E' +iE Equagio 4.2

em que i = V/—1.E’', varidvel que indica o comportamento conservativo na
interface.

Para um material perfeitamente eldstico, o cisalhamento e a deformagao estao na
fase @ = 0 e a componente de perda ou viscoso E” (imaginario) ¢ zero. No caso de um
material perfeitamente viscoso, o angulo de fase @ = 90 ° e o termo de armazenamento ou

elastico E’ (real) é zero (RUIZ-HENESTROSA et al., 2007).

2.6 - Propriedades reolégicas de escoamento da fase aquosa

As propriedades reoldgicas de escoamento das solucdes proteina:polissacarideo
foram avaliadas em redmetro rotacional (Haake Mars, Thermo Electro Corp., Karlsruhe,
Alemanha) acoplado ao banho termostitico (Phoenix 2CO03P, Thermo Electro Corp.,
Karlsruhe, Alemanha). As medidas foram realizadas em temperatura equilibrada (25 °C + 0,1
°C) usando o sensor de duplo gap DG41 com gaps interno de 0,25 mm e externo de 0,30 mm.
As medidas foram realizadas em duplicatas: trés rampas continuas de taxa de cisalhamento
(crescente, decrescente e crescente) variando de 0,01 a 100 s foram aplicadas a amostra (6,5
mL). O comportamento de escoamento dos sistemas ALB e IFB foi estimado usando,
respectivamente, os modelos da Lei de Poténcia (EQUACAO 4.3) e de Newton (EQUACAO

4.4) para ajustar os resultados obtidos na dltima rampa crescente.

t=ky" Equagio 4.3
T= Uy ' Equacao 4.4

em que T é a tensdo de cisalhamento (Pa), k é o indice de consisténcia (Pa.s"), u é
a viscosidade, y é a taxa de cisalhamento (s'l) e n € o indice de comportamento
(adimensional).

As viscosidades aparentes (199) apresentadas referem-se aos valores obtidos sob a
y =100 s™1, pois, essa deformacdo equivalente ao cisalhamento aplicado durante a

mastigacdo e em processos industriais de escoamento/agitacao.
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2.7 - Analise estatistica

Os resultados das propriedades de decaimento da tensdo interfacial foram
avaliados por meio de andlise de varidncia (ANOVA) e as diferencas de médias foram
verificadas usando teste Tukey, ambos ao nivel de confianca de Pr<0,05. As andlises
estatisticas foram realizadas usando o software Statystical Analysis System® versao 9,0 (SAS

Institute Inc., EUA).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Medidas de tamanho de particula e potencial zeta

Os resultados de tamanho de particula médio (Z) e indice de polidispersidade
(pdl) das particulas dispersas nas solucdes aquosas contendo 200 ug.mL‘1 de proteina (ALB
ou IFB) e 200 pug.mL" de polissacarideo (CMC, pectina LM ou goma aribica) sio mostrados
na Tabela 4.1. Quase todos os tratamentos exibiram distribui¢des de tamanho multimodal com
indice de polidispersidade médio. A heterogeneidade de tamanho médio observada pode ser
relacionada a presenca de biomoléculas diferentes na solugdo. Os resultados de tamanho de
particula mostram que a presenga de polissacarideos na solucdo aquosa interferiu de forma
positiva e negativa nos sistemas ALB e IFB, respectivamente.

Os tamanhos de particula médio dos sistemas contendo ALB diferiram
significativamente (Pr>0,05) entre si, variaram de 367,07 — 592,99 nm, sendo o menor
tamanho do tratamento controle e o maior da solucdo ALB:pectina LM. O aumento do
tamanho de particula das solu¢cdes ALB-polissacarideo no meio acido (pH 3,0) salino (1,5 %
m/v NaCl) sugere que houve agregacdo de biomoléculas, possivelmente, via interacdes
eletrostdticas de natureza atrativa em funcdo da diferenca de carga elétrica liquida prevista

entre a proteina e polissacarideo.
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Tabela 4.1 - Medidas de potencial zeta, tamanho médio e distribuicio de tamanho de particulas das fases continuas contendo proteinas
(ovoalbumina — ALB ou isolado proteico de feijaio comum branco — IFB) ou a mistura proteina-polissacarideo preparadas em 50 mM fosfato-
citrato pH 3 com 1,5 % (m/v) NaCl.

PICO 1 PICO 2
Proteina Polimero  Potencial { (mV) Zyitpio (Nm) pdl d (nm) Area (%) d (nm) Area (%)
Controle 8,687+0,450" 367,07429,92°  0,48+0,06 460,10+111,17 79,92+7,18 148,87+101,48  20,08+7,18
. CMC -8,071+0,141°  459,13+60,37°C  0,37+0,05 463,47£100,50 93,62+6,38 573,99+ 875,34 6,38+ 6,38
ALD Arébica 4,738+1,192®  513,373+£95,51°%  0,52+0,09 414,76+£34,48 93,38+2,67  25,25+10,76 6,62+2,67
Pectina -6,845+0,293¢ 592,99+66,29"  0,36+0,05 508,89+34,21  98,93+1,43 13,36+17,81 1,07+1,43
Controle 6,080+0,222"* 1018,13+£50,74"  0,35+0,05 878,67+84,38 100,00 - -
FB™ CMC -7,7660,255" 351,17€110,40°  0,36+0,07 391,76+38,06 87,42+840 541,72+618,39  12,58+8,40
Arébica 2,310+0,494" 664,17£100,00°  0,54£0,06 723,67+80,86 86,75+1,50  35,02+14,54 13,25+1,50
Pectina -6,244+0,628°  803,37495,17°  0,26£0,05 785,09+83,56 100,00 - -

"Médias com letras iguais na mesma coluna sio significativamente diferentes segundo Tukey (Pr>0,05).
"~ Médias com letras iguais na mesma coluna sdo significativamente diferentes segundo Tukey (Pr>0,05);
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Os sistemas do IFB apresentaram faixa de tamanhos de particula com maior
amplitude entre os valores obtidos (351,17 — 1018,13 nm) sendo o menor tamanho da solu¢do
IFB:CMC e o maior do tratamento controle. Além disso, verificou-se que as médias de Zmedio
dos tratamentos IFB:Ardbica e IFB:Pectina ndo possuem diferencas significativas (Pr<0,05).
Existem relatos na literatura de que a faseolamina (vicilina 7S), glicoproteina mais abundante
no IFB, pode se oligomerizar em condicdes de pH=3 (SUN et al., 1974) e pode se verificar ao
avaliar os resultados de tamanho do tratamento controle que, provavelmente, isso aconteceu
neste estudo em virtude do tamanho de particula medido (1018,13 nm). Entretanto, quando o
IFB foi misturado aos polissacarideos, provavelmente, a condi¢dao de ndo oligomerizacao foi
favorecida em prol da realizacdo das interagdes eletrostiticas entre proteinas e
polissacarideos.

Outra propriedade que pode ser usada para avaliagdo de formacdo de agregados
proteina-polissacarideo € a natureza das cargas elétricas da superficie das particulas estimada
por meio do potencial zeta { (TABELA 4.1). Examinado os resultados observa-se que as
solucdes contendo apenas proteinas (controle) exibiram carga elétrica liquida positiva,
caracteristica prevista uma vez que o ponto isoelétrico (ple) das amostras proteico € superior
ao pH éacido escolhido para esta avaliacdo: plearp varia de 4,7 — 4,9 (SIMIQUELI et al., 2019)
e plerrs=5,0. Além disso, pode visualizar que a carga elétrica superficial das particulas variou
conforme a identidade do polissacarideo. Em comum, pode-se verificar que os sistemas
constituidos por CMC, goma ardbica e pectina LM apresentaram cargas elétricas liquidas,

respectivamente, negativa, positiva e negativa.

3.2 - Propriedades reoldgicas de escoamento

Os comportamentos de escoamento das solucdes proteina-polissacarideo sdo
mostrados na Figura 4.1. Examinando as curvas dos sistemas ALB (FIGURA 4.1A) e 1IFB
(FIGURA 4.1B), foram observadas diferencas entre os comportamentos de escoamento e
auséncia de tensdo inicial. Além disso, verificou-se a presenca de histerese entre as curvas
ascendente e descendente da taxa de cisalhamento, o que indica que o escoamento das
amostras ¢ dependente do tempo, em outras palavras, evidencia o comportamento tixotropico
dos sistemas avaliados (dados ndo mostrados). Analisando as curvas de escoamento dos
sistemas ALB, observou-se diminuicdo da viscosidade conforme a taxa de cisalhamento

aumentava (dados ndo mostrados). Examinando as curvas de escoamento dos sistemas IFB,
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N

notou-se a constancia dos valores da viscosidade a medida que a taxa de cisalhamento

aumentava (dados ndo mostrados).

Figura 4.1 - Curvas de escoamento das solu¢des contendo (A) ovoalbumina e (B) isolado
proteico de feijdo comum branco na presenca de polissacarideos.
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Fonte: o Autor

Os modelos Lei de Poténcia (p<0,05) e Lei de Newton (p<0,05) foram usados
para o ajuste da segunda curva ascendente de escoamento, respectivamente, dos sistemas
ALB e IFB: os parametros reoldgicos de escoamento e o coeficiente de correlacdo (R?) sdo
mostrados nas Tabelas 4.2 e 4.3. Analisando os parametros reoldgicos dos dois sistemas
proteicos (ALB e IFB), observou-se que as solu¢des contendo ALB sdo mais viscosas que as
preparadas com IFB. Acredita-se que essa diferenca esteja relacionada ao grau de organizacdo
estrutural e ao desempenho das interagdes intermoleculares das cadeias polipeptidicas em
meio 4acido (pH 3) salino (1,5 % m/v NaCl) com cada polissacarideo. Examinando os
resultados das solucdes ALB-polissacarideo (TABELA 4.2) nota-se que sdo fluidos ndo
newtonianos (n#1) classificados como pseudopléstico (n<1), caracteristica que congrue com a
relacdo indireta entre a viscosidade e a taxa de cisalhamento anteriormente observada. A
presenca de polissacarideos ndo proporcionou mudancgas significativas (Pr>0,05) nos valores
médios de k, n e njoo das misturas ALB-polissacarideo, As amostras dos sistemas ALB
apresentaram valores de k variando de 3,143 — 3,441 mPa.s" e de njo variando de 1,338 —
1,460 mPa.s. Nota-se que a presenca de polissacarideo promoveu aumento da viscosidade das
amostras, sendo que o polissacarideo CMC foi o tratamento que apresentou o maior valor de

viscosidade.



Tabela 4.2 — Parimetros reoldgicos de escoamento das solucdes contendo ovoalbumina

(ALB) e um polissacarideo.

Proteina  Tratamento k (mPa.s") n(-) R2 N10o (MPa.s)
Controle  3,143+0,022* 0,820+0,001" 0,996 1,338+0,027*
ALE" CMC 3,441+0,636" 0,820+0,031* 0,997 1,460+0,063*
Ardbica  3,167+0,051* 0,820+0,036" 0,996 1,378+0,048"
Pectina LM 3,291+0,278" 0,818+0,016" 0,996 1,390+0,020"

Dados foram ajustados pelo modelo da Lei da Poténcia; Médias com letras iguais na mesma
coluna sdo significativamente diferentes segundo Tukey (Pr>0,05);

Avaliando os parametros reolégicos de escoamento obtidos no ajuste segundo o
modelo da Lei de Newton e o coeficiente de correlacdo (R?) (TABELA 4.3), verificou-se que
as solucgdes contendo IFB sdo fluidos Newtoniano (n = 1), fluidos cuja viscosidade (u) €

constante para diferentes taxas de deformacao e nio varia com tempo.

Tabela 4.3 - Parametros reoldgicos de escoamento das solucdes com isolado proteico de feijao
comum branco (IFB) e um polissacarideo.

Proteina  Iratamento  p (mPa.s) R?
Controle  1,007+0,014* 0,999
. CMC 1,130+0,001* 0,999
IFB N
Ardbica  1,053+0,039* 0,999
Pectina LM 1,069+0,019* 0,999

Dados foram ajustados pelo modelo da Lei de Newton; Médias com letras iguais na mesma coluna
sdo significativamente diferentes segundo Tukey (Pr>0,05).

As solucdes contendo o isolado proteico exibiram valores de p variando de 1,007
— 1,130 mPa.s. A presenca e a identidade de polissacarideo nos sistemas IFB foram fontes de
variacdo que ndo proporcionaram mudangas significativas (Pr>0,05) nos valores médios da
viscosidade (u). Analisando a magnitude dos valores médios, observou-se que a presenca
proporcionou espessamento da fase aquosa em virtude do aumento dos valores p, sendo que a

amostra IFB:CMC a que apresentou o maior valor.
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3.3 - Propriedades reoldgicas interfaciais

3.3.1 -Tensao superficial de equilibrio

A adsor¢do das proteinas do isolado proteico de feijao comum branco (IFB) na
interface ar/dgua foi avaliada em condi¢do acida (pH 3) salina (1,5 m/v NaCl) na presenca de
polissacarideo. Essa avaliacdo foi realizada usando a ovoalbumina (ALB) como modelo de
ingrediente proteico com propriedade superficial para avaliacdo da potencialidade superficial
do IFB. A ovoalbumina é reconhecida como uma das proteinas da clara de ovo responsavel
pela formacdo de espuma quando sua solucdo € submetida ao borbulhamento (aeragdo)
(MIQUELIM; LANNES; MEZZENGA, 2010; SADAHIRA et al., 2014).

A Figura 4.2 ilustra as variagdes cinéticas da o para os sistemas ALB (FIGURA
4.2A) e IFB (FIGURA 4.2B). Apdés observacdo dos perfis cinéticos obtidos, pode se
confirmar que as proteinas testadas possuem a habilidade de adsorverem na interface ar/dgua
porque houve decaimento cinético da tensdo interfacial do filme formado. Os resultados
obtidos sdo semelhantes aos dados da literatura obtidos também por tensiometria por meio do
método da gota pendente para ovoalbumina (MIQUELIM; LANNES; MEZZENGA, 2010;
SIMIQUELI et al., 2019) e para isolados proteicos de sementes leguminosas na interface
ar/dgua (JARPA-PARRA et al., 2015; MARTINEZ et al., 2009; RUIZ-HENESTROSA et al.,
2007) ou dleo/dgua (JOSHI et al., 2012).

Ao comparar os dados obtidos para os filmes formados nos tratamentos controle
(ALB e IFB), pode ser observado que a variagdo cinética da o durante a construcdo dos filmes
foi menor na presenca de ALB (9,7 — 8,0 mN/m) do que fora registrado para as proteinas
globulares do IFB (10,7 — 7,7 mN/m). Essa diferenca pode ser associada as distintas
habilidades de difusdo das proteinas em dire¢cdo a interface, adsorcdo, flexibilidade e,
subsequente, desenovelamento das cadeias polipeptidicas. Além desses fatores, o desempenho
das propriedades superficiais das proteinas também pode ser relacionado a hidrofobicidade,

hidrofilicidade, tamanho, distribuicao de carga elétrica superficial ({) e propriedades estéricas

(FAMEAU; SLONEN, 2014; PATINO et al., 2003).
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Figura 4.2 - Perfil de decaimento da tensdo superficial contendo 200 pg.mL'1 de proteina e
200 pg.mL" polissacarideo. A solu¢des foram preparadas em 50 mM fosfato-citrato (pH 3)
com 1,5 % m/v NaCl. (A) Ovoalbumina ALB e (B) isolado proteico de feijdo comum branco
IFB.
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Fonte: o Autor

Os perfis de decaimentos cinéticos da o dos filmes formados nos sistemas
proteina-polissacarideo indicam que a presenca de polissacarideos na fase continua pode
interferir no processo de adsorcdo de proteinas na interface ar/dgua. Os resultados das
misturas ALB:polissacarideo (FIGURA 4.2A) evidenciam que a presencga de polissacarideos
pode intensificar a redu¢do da o do filme na interface ar/dgua, provavelmente, devido a
interacdo sinérgica entre as macromoléculas. A maior variacdo da tensdo (9,5 — 7,2 mN/m)
ocorreu na mistura contendo pectina LM e a menor naquela que havia carboximetilcelulose
que, a proposito, mostrou ser semelhante ao perfil do tratamento Controle (ALB). A redugdo

da o observada neste estudo € semelhante a reduciao observada também por Miquelim, Lannes
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& Mezzenga (2010) que avaliaram a mistura ovoalbumina e carragenana (pKa=2,0) preparada
em pH 3 e sem sal.

Analisando dados de variacdo da o obtidos para as misturas IFB:polissacarideo
(FIGURA 4.2B) pode-se notar que a presenca de polissacarideos ndo trouxe resultados tao
satisfatorios sobre a redugdo, como os observados nos sistemas da ALB. Ao comparar os
resultados com o sistema Controle IFB (10,6 — 7,76 mN/m), verifica-se que apenas a presenca
da goma ardbica (11,5 — 7,17 mN/m) contribuiu para melhorar a redu¢cdo da propriedade
termodindmica em discussdo enquanto, nos demais sistemas a presenca de polissacarideos
atrapalhou. As variagdes registradas durante a reducdo da tensdo interfacial dos complexos
IFB-pectina LM (11,5 — 7,87 mN/m) e IFB-CMC (11,3 — 7,91 mN/m) sd@o bem proximas
entre si, porém, com O.q acima da registrada no filme do sistema Controle IFB.

Os dados de o experimentais foram ajustados pelo modelo exponencial
(EQUACAO 4.1) e os pardmetros obtidos estdo reunidos na Tabela 4.4. A comparacio dos
perfis de decaimento da tensdo interfacial entre os sistemas ALB e IFB confirma que o
desempenho da ovoalbumina na auséncia ou presenga de polissacarideos € melhor que o das
proteinas globulares do IFB. Isto porque as tensdes de equilibrio e o instante t(.geq) fOoram

menores nos sistemas ALB.

Tabela 4.4 - Parametros do modelo exponencial de decaimento ajustado aos dados de tensdao
interfacial experimentais (o) da interface ar/dgua contendo 200 ;,lg.mL‘1 de proteina e 200
pg.mL” de polissacarideo, ambos preparados em 50 mM fosfato-citrato (pH 3) contendo 1,5
% (m/v) NaCl.

Adjusted parameters:o = g, + A. ekt

Proteina Polissacarideo

Oeq (MN/m) A (mN/m) k (ms) Ripc  Tempo [t(g-ceq)l(s)
Controle 7,885+0,090"  1,266+0,041 0,473+0,029* 0,935 11 75247944
. CMC 7,898+0,089"  1,481+0,093 0,520+0,019* 0,955 10 9494290
ALB
Pectina LM 7,378+0,001®  1,657+0,201 0,74440,134* 0,951 8 015+1 276"
Ardbica 7,623+0,045%  1,42540,091 0,648+0,039* 0,939 8 761+622%
Controle 7,838+0,119*  2.301+0.237 0,479+0,015* 0,974 12 8106274
—_ CMC 7,087+0,197%  2,540+0,244 0,468+0,047* 0,964 13 43141 1434
Pectina LM 7,993+0,193*  2,574+0,049 0,569+0,037* 0,951 11 012+678*
Ardbica 7,789+0,055%  2,758+0,022 0,596+0,067* 0,958 10 7281 1914

o (mN.m") = tensdo interfacial no instante t (s), Ocq (mN.m™") = tensdo interfacial de equilibrio, A
(mN.m") = constante de ajuste, k (ms) = taxa de decaimento exponencial da tensdo interfacial € t(g.geq)
(s) = instante em que 0 — 0gq = 0,005; "Médias com letras iguais na mesma coluna sdo
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significativamente diferentes segundo Tukey (Pr>0,05); ~Médias com letras iguais na mesma coluna
sdo significativamente diferentes segundo Tukey (Pr>0,05).

Analisando os resultados dos sistemas constituidos pela ALB, observa-se que a
Ocq Variou (7,378<0.,<7,898 mN/m) conforme a presenca e o tipo de polissacarideo. O menor
valor foi obtido para o sistema ALB:Pectina enquanto o maior foi obtida para solu¢do com
CMC que ndo diferiu significativamente (Pr<0,05) do tratamento controle. Os valores de taxa
de decaimento exponencial (k) da o do filme contendo ALB mostram que a presenca de
polissacarideo ndo influenciou porque as médias ndo diferiram significativamente (Pr<0,05)
entre si. Contudo, o menor valor encontrado (0,473 ms) refere-se ao tratamento Controle e o
maior (0,744 ms) para o sistema contendo pectina LM. A taxa de decaimento observada para
o sistema ALB:Pectina indica que tal sistema alcangou a estabilizacdo da tensdo interfacial
mais rapidamente. Esse resultado reflete que a interacdo intermolecular ALB:ectina ndo
retardou os processos de difusdo, de adsorcdo e, posteriormente, a acomodagdo estrutural
molecular na regido interfacial, muito pelo contrario, permite propor que a pectina LM pode
estar adsorvendo na interface juntamente com a ovoalbumina. Essa proposta de atividade
superficial ativa da pectina LM surge com base nos resultados apresentados por Baldino et al.
(2018) que comprovaram que a pectina LM exibe propriedade tensaotiva, inclusive superior a
pectina alta metoxilacio. Embora a goma ardbica seja constituida por por¢iao proteica, os
resultados obtidos mostram que o filme formado na interface ar/agua atinge equilibrio depois
do sistema ALB:pectina. Esse fato pode ser atribuido a letargia do movimento difusional até a
interface, provavelmente, pela presenca de aglomerados formados pelas interacdes
intermoleculares ALB:ardbica. A avaliacdo dos resultados obtidos para os sistemas contendo
CMC mostram que o processo adsortivo de moléculas ndo sofre muita alteragdo uma vez que
o perfil de decaimento e a tensdo interfacial de equilibrio do tratamento Controle sio
semelhantes aos do sistema contendo CMC.

Considerando os resultados dos sistemas formados pelas proteinas globulares do
IFB (TABELA 4.4), observou-se que as médias de tensdo interfacial de equilibrio
(7,838<0,4<7,993 mN/m) e de taxa de decaimento da o (0,479<k< 0,596 ms) ndo
apresentaram diferencas significativas entre si, em outras palavras, a presenca e a identidade
do polissacarideo ndo influenciaram nos valores de o4 € k. Contudo, verificou-se na metade
dos tratamentos (CMC e pectina LM), a taxa de decaimento (k) foi maior comparado ao
tratamento controle IFB. Apenas o sistema IFB:ardbica alcangou o,y menor que o tratamento

controle, ao contrario do observado no sistema contendo ALB.



134

Almejando estimar o momento de equilibrio da o, o instante em que haveria o
quase equilibrio da tensdo interfacial (t(.ceq) fOl estimado para os sistemas avaliados
(EQUACAO 4.1) considerando a expressio o — 00q = 0,005. Ponderando os valores dos
sistemas ALB, verifica-se que ndo havia diferencas significativas (Pr<0,05) entre os valores
médios do instante t(.geq) que variaram de 8 015 a 11 752 s sendo o menor tempo obtido para
o tratamento ALB:pectina LM e o maior para o tratamento controle ALB. Avaliando os
valores do instante t(.geq) dos sistemas IFB, observa-se que as medias ndo tiveram diferengas
significativas (Pr<0,05) entre si e variaram de 10 720 — 13 431 s sendo o menor tempo obtido

para o tratamento IFB:arabica e o maior para o tratamento I[ISO:CMC.

3.3.2 - Medidas de reologia dilatacional

O comportamento viscoeldstico foi avaliado durante a formacao e envelhecimento
do filme superficial formado pelas moléculas adsorvidas na interface ar/dgua por meio de
ensaios oscilatorios harmonicos dentro da faixa de viscoelasticidade linear obtido em
condic¢des constantes de frequéncia e amplitude de deformacdo a 25 +0,2 °C. Os parametros
dilatacionais dos tratamentos ALB e IFB sdo mostrados, respectivamente, nas Figuras 4.3 e
4.4. Em geral, analisando os perfis dos médulos viscoeldsticos (E), eldstico (E’), viscoso (E”)
e do angulo de fase (¢) em fun¢do do tempo evidenciam que a presenca dos polissacarideos
também pode interferir nas viscoelasticidades dos filmes, em geral, levando a reducdo da
rigidez ou resisténcia mecanica dos filmes (BOS; VLIET, 2001) comparado aos tratamentos
controles porque a presenca dos polissacarideos causou prejuizo na viscoelasticidade.

Analisando os resultados dos perfis do mddulo de viscoelasticidade dos sistemas
da ovoalbumina (FIGURA 4.3A), observa-se o continuo aumento da viscoelasticidade apds a
formacao do filme no sistema formado apenas por proteinas (Controle). Esse resultado € a
consequéncia da adsor¢ao de moléculas na interface e da acomodacao molecular da proteina
na regido interfacial que envolve o desenovelamento e o favorecimento das interacdes
intermoleculares ndo covalentes proteina-proteina. Além disso, nota-se que a presenca de
polissacarideos na fase aquosa contendo ovoalbumina pode impedir o ganho de
viscoelasticidade dos filmes. Verifica-se que em nenhum dos tratamentos contendo
polissacarideos houve incremento do moédulo de viscoelasticidade apés formacdo da camada
de moléculas. O sistema ALB:Pectina foi o melhor tratamento porque apresentou perfil de

valores maiores comparado aos demais, o perfil do sistema ALB:ardbica manteve valores
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constantes e, por ultimo, a sistema ALB:CMC foi o tratamento que exibiu o perfil com os
menores valor do médulo de viscoelasticidade. Os resultados do mddulo de viscoelasticidade
indicam que a presenca desses polissacarideos pode diminuir a resisténcia mecanica dos
filmes interfaciais da ovoalbumina formados na superficie, caracteristica negativa quando se
pensa em desenvolvimento de alimentos, pois, apés serem formulados, os produtos sofrem
perturbacdes mecanicas oriundas de operacdes unitdrias que favorecem desestabilidade

coloidal.

Figura 4.3 - Perfis dos parametros dilatacionais dos filmes proteicos formados na interface
ar/agua contendo 200 pug.mL’ de ovoalbumina (ALB) e 200 pg.mL"' de polissacarideo
preparado em fosfato-citrato (50 mM pH 3) contendo 1,5 % NaCl: (A) Modulo de
viscoelasticidade (E), (B) mddulo de elasticidade (E’), (C) modulo viscoso (E”) e (D) angulo
de fase (o)
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Fonte: o Autor

Avaliando os perfis das componentes eldsticas e viscosa dos sistemas da ALB
(FIGURA 4.3B e 4.3C), observa-se que a componente eldstica € maior que a viscosa ao longo

do tempo de adsorcdo. Resultado coerente com os perfis do angulo de fase (¢) (FIGURA
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4.3D) que apontam que as interagdes proteina-proteinas levaram a formacao de um filme com
caracteristicas de gel (PATINO et al., 2003) porque os valores de ¢ sdo baixos (<10),
sobretudo, apds constatar a tendéncia de queda de ¢ que confirma o cardter de gel durante a
formacdo e envelhecimento do filme.

Examinando os resultados dos parametros oscilatérios dos sistemas do IFB
(FIGURA 4.4), observa-se que a viscoelasticidade da camada formada apenas por proteinas
(Controle) aumentou até 1800 s e apds esse instante o mdédulo manteve se basicamente
constante. Esse resultado é em decorréncia do processo adsortivo caracteristico das proteinas
globulares de feijdo comum branco na interface, em outras palavras, envolve 0 movimento
difusional, a adsorcdo propriamente dita, o desenovelamento das cadeias polipeptidicas e, por

fim, as interagdes intermoleculares proteina-proteina ndo covalente.

Figura 4.4 - Perfis dos parametros dilatacionais dos filmes proteicos formados na interface
ar/agua contendo 200 p g.mL'1 de isolado proteico de feijao branco (IFB) e 200 ug.mL-1 de
polissacarideo preparado em fosfato-citrato (50 mM pH 3) contendo 1,5 % NaCl: (A) Mdédulo
de viscoelasticidade (E), (B) médulo de elasticidade (E’), (C) modulo viscoso (E”) e (D)
angulo de fase (¢).
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Todavia, diferente da camada de ALB que apresentou continuo aumento do
modulo viscoeléstico (E), resultado da continua adaptacdo molecular, as proteinas globulares
do feijao podem ter tido maior capacidade de adaptacdo (desenovelamento) bem como de
realizagdo das interagdes intermoleculares favordveis na superficie. Acredita-se que essa
caracteristica diferenciada possa ser atribuida a diferenca quantitativa de segmentos
polipeptidicos hidrofébicos entre as proteinas vegetais analisadas e a ovoalbumina.

Além disso, verifica se que a presenca de polissacarideos também pode interfirir
no modulo viscoeldstico dos filmes formados nos sistemas IFB, promovendo aumento da
viscoelasticidade das camadas durante a formacgdo e envelhecimento do filme, diferente dos
sistemas ALB. Nota-se que a presenca da goma ardbica trouxe aumento da viscoelasticidade
do filme comparada ao tratamento controle IFB, provavelmente, porque houve adsorcdo das
proteinas globulares e da porcdo proteica da goma ardbica na interface, produzindo
heterogeneidade no filme favorecendo o aumento da viscoelasticidade. Ao passo que a
presenca de carboximetilcelulose ou de pectina na solucdo aquosa ndo favoreceu a ampliagdo
do moédulo viscoeldstico comparado ao tratamento Controle, todavia, mostrou aumento do
modulo E durante a formacdo e envelhecimento do filme. Esse fato mostra que a interacdo
IFB-polissacarideo nos sistemas pode ndo atrapalhar o processo de adaptacdo molecular na
regido interfacial, muito pelo contrario.

Analisando os perfis das componentes eldsticas e viscosa dos sistemas das
proteinas globulares do IFB (FIGURA 4.4B e 4.4C), observa-se que a componente elastica
também € maior que a viscosa ao longo do tempo de adsor¢c@o. Assim como foi obtido nos
sistemas ALB, os perfis os perfis do angulo de fase (¢) dos sistemas IFB (FIGURA 4.4D)
mostram que as interacdes proteina-proteinas também produziram filme interfacial com
estrutura semelhante a rede de gel (PATINO et al., 2003) porque os valores de ¢ sdo baixos
(<10), sobretudo, apds notar a tendéncia de queda de ¢ que revelam o carater de gel ao longo

do tempo de formacao e envelhecimento do filme.

4 - CONCLUSAO

A presenca de polissacarideo pode interferir nas propriedades reoldgicas

superficiais do filme formado na presenca de proteinas de feijdo comum branco. A
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comparac¢do dos perfis de decaimento da tensdo interfacial entre o isolado proteico de feijao
comum branco com a ovoalbumina permitiu verificar que o desempenho da ovoalbumina na
auséncia ou presenca de polissacarideos € melhor. Nos sistemas ALB-polissacarideo,
observou-se que presenga de polissacarideo pode favorecer o decaimento da tensao interfacial
com destaque para a pectina de baixa metoxilacdo, provavelmente, porque esse polissacarideo
também atua como surfactante na interface ar/dgua. Enquanto que no sistema IFB-
polissacarideo, a presenga de polissacarideo nao proporcionou melhoria nos processos
envolvidos na adsor¢do na interface ar/dgua, em outras palavras, ndo houve diferengca na
reducdo da tensdo interfacial. Além da interferéncia no decaimento cinético da tensdo
interfacial, a presenca de polissacarideos trouxe mudangas negativa e positiva nos perfis de
viscoelasticidade dos filmes contendo, respectivamente, ovoalbumina e proteinas de feijao
branco. Embora o processo adsortivo das proteinas de feijdo branco seja mais lento
comparado ao processo verificado para a ovoalbumina, o ganho de viscoelasticidade dos
filmes interfaciais contendo as proteinas de feijdo pode sugerir que dispersdes formadas com

essas proteinas podem exibir maior estabilidade cinética.
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CONCLUSAO GERAL

O processo de producdo de extrato proteico de feijdo comum branco por
solubilizacdo salina leva a producdo de isolados proteicos (>90 % - m/v). A varidvel
Propor¢do NaCl,g/Farinhages possui efeito linear negativo significativo (Pr<0,05) sobre a
capacidade de inibir a a-amilase do isolado proteico, enquanto que a temperatura nao exibe
efeito significativo. O processo de separacdo das proteinas via cromatografia de interagcdo
hidrofébica ndo leva a obtencdo da fragdo vicilina 7S em alta pureza. Independente da
condi¢do de pH e concentracdo de NaCl avaliada, as proteinas globulares do feijao comum
branco podem manter a habilidade de reducdo cinética da tensdo interfacial. Verificou-se que
o pH e a concentragdo de NaCl ndo possuem efeito significativo (Pr>0,05) sobre os
parametros de decaimento da tensdo interfacial, os filmes superficiais formados exibiam
estrutura gélica com comportamento viscoeldsticos, a presencga de baixas concentracdes NaCl
favoreceu o aumento da viscoelasticidade em qualquer pH e os maiores valores do médulo
viscoeldstico foram obtidos para amostras preparadas em pH 3 com ou sem Sal. A
comparac¢do dos perfis de decaimento da tensdo interfacial entre o isolado proteico de feijao
comum branco com a ovoalbumina permitiu verificar que o desempenho da ovoalbumina na
auséncia ou presenca de polissacarideos € melhor e que a presenca de polissacarideos pode
trazer melhoria nos perfis de viscoelasticidade dos filmes contendo proteinas de feijao branco.
Embora o processo adsortivo das proteinas de feijao branco demonstre ser mais lento
comparado ao processo verificado para a ovoalbumina, o ganho de viscoelasticidade dos
filmes interfaciais contendo as proteinas de feijao pode sugerir que dispersdes formadas com
essas proteinas podem exibir maior estabilidade cinética. Portanto, conclui-se que (i) o
processo de purificagdo de faseolamina partindo de isolado proteico de feijao branco deve ser
realizada combinando outras técnicas cromatogréficas a de intera¢do hidrofébica, (ii) embora
a variagdo do pH e da concentracio de NaCl ndo possuem efeito significativo sobre os
parametros de decaimento da tensdo interfacial, observa-se que interfere na viscoelasticidade
dos filmes superficiais e, (iii)em meio 4dcido (pH 3) salino (1,5 % m/v NaCl), a presenca e a
identidade do polissacarideo no meio pode interferir no desempenho das habilidades

superficiais das proteinas globulares de feijio comum branco.



