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BIOGRAFIA

RENATO SANT'ANNA FILHO, filho de Renato Sant'Anna e
laria Imaculade Gomes Sant'Anna, nasceu no dia 05 de julho de
1958, em Vigosa, Estado de Minas Gerais.

Concluiu o curso de 12 grav no Colégio de Vigosa e
o 22 grau ne Colégio Universitdrio da UFV. En margo de 1977,
ingresscu na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais,
graduando-se em fngenharia de Alimentos em dzzembro de 1920.

Em marco de 1981, ingressou no cursc d= mestrado em

Cifancia dos Alimentes da Escela Superior de Agricultura de

Lavras, Minas Cerais, concivindo-o em setembro de 19%4.
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1. INTRODUGAO

0 guandu estd situado em quinto lugar entre 3§ leguminosas no
mundo. Na India, ocupa atualmente o primeiro lugar. No entanto, em muitas partes
dos trépicos o seu potencial como alimento tem sido negligenciado.

Devido a sua grande adaptagfo a climas dridos e de solos de
pouca fertilidade, o guandd pode ser considerado como cultura de grande valor po
tencial sdécio-econdmico para as regides norte (quente e umido) e nordeste {(Zrido
e seco) do Brasil, desfavordveis ao cultivo de soja e fefjfo. O seu fdcil culti-
vo 0 torna ajustdvel dentro de uma estrutura agrdria ainda precdria ou em fase
de desenvolvimento,

O consumo de guandu pela populacio brasileira tem sido relativa-
mente pequeno. Este fato pode ser atribuido a hédbitos dietéticos regionais que
nd@o incluem estes grdes na dieta comum. Entretanto, a utilizacZo de guandv na
dieta brasileira pode ser incentivada através da produc@o de ingredieutes como
concentrados e jsolados protéicos, e farinhas para uso em formulagSes de novos
produtos ou mesmo em alimentes tradicionais.

O potencial de utilizag¢fo de um ingrediente protdico em determi-
nado alimento depende do seu comportamento nas diversas condi¢Ges encontradas noe

alimento como pH, forga idnica e temparatura. Deste modo, um estudo sistemético

e criterioso das propriedades de um ingrediente protéico como solubilidade,



emulsificagfo, espumabilidade, geleificagdo, viscosidade, absorcdo de dgua,
retengiio de lipfdeos, sabor e textura € indispensdvel ao delincamento de
aplicagtes.

Ao lado da fra¢Zo protéica de bom valor nutricional, sabeese
ainda da existéncia no guandu de fatores que apresentam atividade antinutris
cional como os inibidores de tripsina e as hemaglutininas. A inativagZo destes
foteres € essencial para a sua utilizagiio na alimentag¢do humana.

0 objetivo do presente trabalho ¢ a obtengfic de isolades
protéicos de guandu, determinagdo de suas prepriedades funcionais e anti-

putricionais ¢ caracteriza¢fo quimica e eletroforética destes isclados.



2. REVISIO DE LITERATURA

2.1. Caracter{sticas agronbmicas

O guandu (Cajanus cajan L. Millsp.), pertence a familia

Leguminosae e sub-familia Papilionoideac. Segundo VIEIRA (88) ¢ provdvel
mente uma plante nativa da £sia. Foi introduzida posteriormente na &fricsa,
América Tropical e Austrdlia.

MOLINA ct alli (48) relatam que das 13 000 espécies de legumi
nosas conhecidas somente 20 espécies sio de importincia econdmica relativa
na América Latina. Segundo os szutores, o guandu € uma fonte promissora de
protefna embora seja consumido em baixos niveis e stmente em dreas esps
c{ficas.

0 guandu pode ser considerado como cultura anual ou perene cem
duas colheitas anuais. A produgio de gr¥os pods atingir normalmente de
800 a 13500 kg/ha, porém rendimentos de 5200 kg/ha j& foram relatados na
India (88). No Instituto AgronGmico de Campinas, obteve-se um rendimento
de 4290 kg/ha de sementes com plantio em cutubro. Rendimentos superiores

2 3000 kg/ha foram censeguidos com plantio em janciro. ABRAMS citado por



MORTON (50) relata que o plantio de guandu de abril a junho tem sido
mais favordvel para a variedads “kaki". Dados do Indian Agricultural
Research Institute (IARL) citados por HULSE (35) apresentam variagﬁ:s'na
producdo de grios de 1250 a 1682 kg/ha.

RACHIE (63) ao discutir os méritos agrondmicos de varias legu
minosas a serem cultivadas em regiBes tropicais coloca o guandu em
2% lugar, precedido sbmente pelo feijdo de corda (Vigna unguiculata, Walp.
Refere~se &s qualidades do guandu como sendo cultura de clima semi-drido a
Umido, de ampla adaptacdo nos trépicos; uso potencial em sistemas de
producfio 2 curto e a longo termo (de forma perene ou anval); potencial de
rendimento de 3000 a 5000 kg/ha, maior do que outras leguminosas, &
excecdo da soja; grande viabilidade genética ¢ alta taxa de cruzamento,
facilitando recombinacfio natural e uso de métodos genéticos de melhoramen
to; baixa incidéncia de doengas e ataque de insetos; excelente qualidade
nutricional, com baixo teor de inibidores metabolicos.

MORTON (50) relata que quanto a adaptagZo, o guandu & sensivel
a geadas e desenvolve bem em regiGes tropicais ¢ sub-tropicais, dmidas e
secas. A planta nZo € exigente quanto ac tipo de solo desde que seja bem
drenado. Irrigacdo ¢ desnecessaria pois € resistente a seca. RACHIE (63)
sugere que ¢ guandu possui crescimente relativamznte fiacil em regiles de
baixa altitude, inadequadas para o crescimento de feijdo comum.

VILELA (89) verificou que os gréos de guandu da variedade "kaki"
apresentam formato oval, aproximadamente arredondado, cor c¢inza salpicada
de vermelho, menes achatado do que o feijio comum e menos arredondado do

que a soja.

)



2.2. Composi¢@o qufmica

.

SINGH et alli (74) verificaram numa variedade indiana de guandu
"Pusa best", a seguinte composigdo quimica: cinza, 4,07%; extrato etéreo,
3,85%; protefna, 21,8%; fibra, 5,22%; carbohidratos totais, 64,6%; fésforo,
369,1 mg/100g; cdlcio, 294 mg/100g; ferro, 6,71 mg/100g.

ELIAS et alli (24) verificaram numa variedade de guandu de Porto

.

Rico, a seguinte composigd

T .

o centesimal: umidade, 10,8%; proteina, 23,5%;
carbohidratos, 53,3%; lip{deos, 1,5%; fibra, 7,1%; cinzas, 3,8%.

KHAN & RACHIE citados por MORTON (50) sugerem que o guandu € tido
como rico em proteina de alta qualidade variando de 19 a 28%. Dados do IARI
citados por HULSE (35) apresentam variacdes do teor protéice de 20,7 z
21,1%.

HULSE (35) mostra o teor de lipideos do guandu come sendo entre
1 e 2%, com mais de 50% consistindo de dcidos graxos polinsaturados.
JOUNSON & RAYMOND citados por MORTON (50) apresentam os seguintes valores
para 4cidos graxos: linolénico, 5,56%; linoléico, 51,414; oldice, 6,33%;.
acidos graxos saturados, 37,7%.

O guandu apresenta somente modestas quantidades de vitamnina A,
aproximadamente 150 UL/100g e o teor de niacina ¢ razoavel, variando de
1,5 a 2,5 mg/100g (35). Valores meédios para cutras vitaminas citados por
MORTON (50) sido os seguintes: tiamina, 0,5 mg/100g; riboflavina, 0,15 mg/
100g; dcido nicotinice, 2,3 mg/100g-

0 teor de carbohidratos que consiste principalmente de amido,

varia segundo HULSE (35) entre 50 e 60%. NIGAN & GIRI citados por MORTON



[an)
L

(50) encontraram os seguintes valores para outros acgucares: sacarose, 1,07%;
hrafinose, 141%; estaquiose, 2,7%; verbascose, &4,1%.

Segundo HULSE (35), o guandu € uma bea fonte de ferro contendo
6 a 9 mg/100g e contém 5 2 10 vezes mais célcio do que os principais cere
ais. JUINSON & RAYMOND citades pox MORTON (50) verificaram que f£ésforo-
fitina (75 a 89% de fitina) estd preseate no teor de 200 mg/100g de semen
te. VILELA (89) sugere que o Fato do cdlcio ser relativamente alto no
guandu, o dcido £{tico pode nio interferir com a absorgdo deste mineral,
todavia, pode interferir com a absorcdo de feorro, magnésio ¢ zinco.

MORTON (50) refere-se &s enzimas do guandu como & Seguir: MALHOTA
& RAM verificaram que as sementes de guandu contém a enzima urease. JOUNSON
& RAYMOND mostraram que a2 urease quando isolada na forma cristalina apresen
ta alta atividade. BARHAM et 21l relatam umna forma simples de ct-galactosi

-dase no guandu com peso molecular relativamente baixo (87.000). DEY relata

o

uma nova enzima,B-0-arabinosidase axtrai

=<

a das sem:ntes dormentes gue pedem

ser estocadas por dois meses ser

t=1

perda de atividade.

JOHNSOR & RAYMOND citados por MORTON (50) verificaram que as
principais proteinas do guandu s%o duzs glo“ulinas: cajanina gue repressnta
384 do nitrogénio total e concajanina qus representa 8%. Verificaram que
ambas sfo altas em tirosina ¢ moderamente altas em cistina, arginina e

lisina. Cajanina € deficiente em metionina, triptofanc e treonina.

SINGH et alli (73) estudande a variagZo de metionina e triptofano

entre 14 variedades de guandu, verificaram que a "R7 apresenta maior teo

o

o

de triptofano(0,62%) de que a "R3" (0,43%) 2 a "NP69" apreseata maior teor
de metionina (1,89%) do que a "R7" (1,20%).

MIENGO & SUGLIYAMA (51) verificaram numa variedade de guandu da



Tanz8nla, alto teor de triptofano (1,3%). Verificaram que a proteina de
guandu apresenta escore igual a 61 quando comparado com & proteina de
referéncia da FAO/WHO, 1973, sende maior do que outras leguminosas &
excecdo da soja (escore igual a 69).

YADAV (99) cita que a quantidade méxima de prétefna de reserva
acumulada nas sementes de guandu ocorre entre 21 e 42 dias de maturagfo.
Relata que aminodcidos sulfurados livres s@o encontrados nas sementes em
baixa concentragdo em torno de 14 a 28 dias de maturagfo. Sugere que a
aplicacio de fertilizantes sulfurados pode elevar os niveis dastes
aminodcidos.

EVANS & BOULTER (26) verificaram que 2 pressnga da substancia
Semetil-L-cisteina no guandu, atua como um antimetabdlico para cistina e
metionina. Encontraram na variedade "Makarere", teor da2 0,033g/16g de
nitrogénio, desta substancia.

HULSE (35) sugere trés caracteristicas indesejdveis associadas
com os graos de leguminusas: presengs de substancias que aglutinam as
células vermelhas do sangue, inibidores de tripsina e tendZncia a induzir
flatuléncia. Relata que a2 atividade hemaglutinante no guandu € pequena
coemparada com outros feijBes, como o feijZo preto e o feijdo comumn ¢ 2

antitripsina também parece ser de pouca conseguénciz.

BRESSANI et alli (13) sugerem que a presenga de taninos em legu

minosas contribui com a baixa digestibilidade da proteina. Entretanto,
PRICE et alli (62) verificaram que a concentragio de taninos no guandu,
(0 a 0,2%), n3o ¢ suficiente para causar precipitacio protéica.

KAKADE & EVANS (33) constataram que os principios antinutricio



nais do feijdo comum sHo destrufdos a temperatura de 121°C durante cinco
minutos. Verificaram ainda que os inibidores de tripsina e as hemaglutini
nas sdo soldveis a pH4,0. ’
ELIAS et alls (24) encontraram numa variedade de guandu de Porto
Rico, nivel de inibidores de tripsina e eficifancia protéica (PER) jguais a

10,1 ULX/ml e 0,89, respectivamente.

ELIAS et alli (25) verificaram que & necessdrio um cozimento de

——

15 minutos para o guandu alcangar valor nutritivo maximo; traduzido pelos
valores de digestibilidade (80,4%) e PER (1,92).
GOPALA KRISHNA et alli (32) verificaram que 78% das protefnas de
“guandu sfo soliveis em sais, das quais 61% s3o globulinas. Isolaram trés
fra¢Ses das globulinas, a saber: fracfo d (legumina) que € insoldvel a
pH 4,75 fraclo p! (vicilina) e frac@o Y que sdo soliveis a pH4,7. A fragdo ¥

essemelha-se 3 conglutinina de tremogo (Lupinus mutabilis) isolada per

BLAGROVE & GILLESPIE (12) e possui quatro vezes mais aminodcidos sulfura
dos do que a fragio 0.

GOPALA XRISHNA et alli (32) estudaram 2inda o comportamento ele-

—

troforético das glebulinas de guandu e de suas fragUes em gel de poliacri
lamida contendo duodecil sulfato de sddio (SDS). Verificaram nove bandas
protéicas para as globulinas, sete bandas para a fracfo., trls bandas para
a fraciopd e trés para a fracio) . O tratamento térmico das amostras a
100°C durante 15 minutos ao invés do tratamento usual a 100°C durante 2 mi
nutos ndo altercu o nlmero de subunidades separadas eletroforéticamente;

também n3o houve alteragfo do nimero de subunidades com a adigio de B -mex

captoetanol.



2.3, Obtengdo d= isolados e concentrados protéicos e farinhas

Segundo SATIE & SALUNKEE (71), a obtencZoc de ingredientes prétéi
cos de origem vegetal tem se limitado a poucas fontes como soja, amendoim,
algoddo, girassol devido problemas tecnoldgicos e aceitagdo do consumidor.
Contudo, os autores relatam, que vdrias plantas desde algas, tém sido
estudadas visando a utilizacZo de proteinas de fontes nHo convencionais.

PACHECO et allj (55) verificaram rendimentos elevados em proteina

na obtengdo de isolados protéicos de tremogo (Lupinus mutabilis), coaseguj

dos pela extragiio a pi 8,7,com agitagiio moderada durante 60 minutos; pro
por¢do farinhaidgua de 1:15; precipitagfio a pH 4,5; lavagem e liofilizagZo.
A recuperacfo em proteina dos isolados protéicos obtidos em escala de labo
ratério e em escala piloto, foram de 57,6 ¢ 36,4%, respectivamente.
BLAICHER et alli (11) verificaram que 72 a 82% das protefnas de

colza (Brassica napus) foram dissolvidas com trés etapas de extracdo e que
80 a 87% das protefnas foram dissolvidas com quatro etapas de cxtragdo. A
recuperacdo em proteinas foi de 72,0%, utilizando-se, quatro extragles al
ternadas a pH 9,5 e pH 12,0 e precipitacBes consecutivas a pH 6,0 e pi 3,6.
As condi¢Ces de extragiio utilizadas foram as seguintes: proporcfo farinha:

solvente de 1:25, temperatura de 30°C, tempo de cada extragdo de 10 minutos.

TAHA et 211i (84) verificaram que 95% das protefnas de farinha de

girassol (Helianthus annus) sio extra{das e 88,47% das protefnas sdo recupe
radas, utilizando-se as seguintes condig¢des: proporcioc farinhaisolvente de
1:20; solugdo de NaCl 0,04M; tempo de extragdo de 90 minutos; precipitagZo
a pH &,0.

IALLI & BAKER (5) observaram rendimentos elevados em proteina na

obtengdo de isolados protéicos de feijio, utilizando-se as seguintes condi



10+

-gOes de extrag¢do: tempo de 20 a 30 minutos; temperatura de 40 a 450C;
tamanho da particula de 0,5 a 1,0 mm; solugdo de acido mdlico pR 3,5 a

0,4M para o feijdo (Phaszolus vulgaris) e 0,05M para o feijZo (Phaselus

Junatus) .
SATHE et al1i (69) verificaram uma recuperagio de 68% de protei
nas, na obtencdo do concentrado protéico de feijZo alade (Psophocarpus

tetragonolobus L. DC), utilizando-se duas etapas de extragiio com prspor

¢do farinha:isolvente de 1:5, seguido de 1:4; tempo de extragdo de 16 heras
seguido de 12 horas; pH do extratante de 10,0,

TELLA & CJEHONON (85) verificaram que o rendimento da extragZo
da proteina de feijdo de corda (Vigna unguiculata L. Walp.) ¢ duas vezes
major quando se utiliza solug¥o de NaCl a 2 cu 5%, do que quando se util}i

za solugde de NaCl a 10%.

AKOBUNDU et alli (4) verificaram que cerca de quatro vezes mais

s

na da semente de Egusi (Colocynthis citrullus L.), sfHo extrafdas em

L

=

solugdo de NaCl a 10% do que em dgua. Observaram diferencas marcantes nas

propriedades funcicnais d= isolados protéicos obtidos com uma e duas
etapas de extragdo.

SUMNER et alli (80) verificaram que isolados protdicos de ervilha

W

(Pisum sativum) obtidos através de extracf@io alczlina e precipitagfio isocelé
5 Iy t » —
trica apresentam melhores propriedadss de espumabilidade, cor e sabor quan
do se utiliza secagem por atomizagdo ¢ melhores propriedades de capacidade
o ~ ' - # iy s utiliza se s g
de emulsificagdo ¢ absorgdo de agua quando se utiliza secagem por
licfilizacdo.
VILELA (89) verificou que a farinha de guandu possui 14,2% de pro

teina soldvel em dgua para um total de 21,87% de protefna, Observou para fa



-rinhas extrudadas, uma variagdo de 2,5 a 4,5% de protze{na soluvel.

SHEN (75) verificou que algumas prote{nas de sojz sHo insolu
bilizadas durante precipitagdo e liofilizagdo. Refere-se a didlise em'ml
-alcalino como meio de prevenir esta insolubilizacdo. Observou que a perda
de solubilidade nio ¢ o Unico critério de desnaturagdo protéica uma vez
que o extrato dialisado possui prote{nas solliveis que apresentam-se desna
turadas conforme medida da viscesidade intrinseca e da rotacio dStica-

SHEN (76) verificou um aumento de 30% na solubilidade de isola
dos protéicos de soja, utilizando-se as seguintes coadi¢les de extragZo:
_temperatura de 629C; agitagio de 11.000 r.p.m-; centrifugaciio de 200.000g.

REICHERT (66) obteve concentrados protéicos de ervilha, através
de um classificador de ar, com teores de proteina variando de 33,6 a
60,2%. AGUILERA et alli (2) obtiveram quatro ingredientes des feijZo, a
saber: farinha integral, farinha da casca, fragio com alto teor de protef
na, fragio com alto teor de amido; utilizando-se um trocador de calor (3).

NICHOLS et alli (53) verificaram que isolado protéico d= scja ob
tido por ultrafiltragdo ¢ funcionalmente supsrior ao isolado tradicional.

TOBZLMANN (86) verificou que variando-se a concentracio de hexa
metafosiato de sdédio de 0,5 2 0,7%, aumenta-se significativamente a recy
perac@o de proteinas na obtencdo de co-precipitados da leite.

KINSELLA (40) relata que o aroma de feijdo cru em isolado protéj
co de soja pode ser minimizado pelo aquecimento dos grdos antes da extra
¢do. O tratamento térmico, entretanto, reduz drasticamente a sclubilidade
da proteina. WOLF citado pelo autor sugere a lavagem do isolado protéico
de soja com solventes crgldnicos, visando melhorar o sabor, sem contudo cau

sar precipitagio protéica.

11,



GEUGUEH et alli (29) relatam que a presencga d= fatores anti-

tripticos e hemaglutinantes em leguminosas, podem limitar sua utilizagio
na obtengZo de isolados protéicos. Verificaram que a redugfo de hemagluti
ninas ocorre sobretudo na precipitagiio isoelétrica da protefna e na lava-
gem do isolado; enquanto que os inibidores de tripsina sdo mais eficien-
temente reduzidos através do processo de ultrafiltragZo. Observaram, no

entanto, que cerca de um tergo destes fatores ficam retidos nc isolado.
2.4. Propriedades funcionais de ingredientes protéicos

Segundo HERMANSSON (34) propriedades funcionais sdo propriedades
fisico-quimicas que ddo informagZo do comportamente da proteina no sistema
alimenticio. Para ingredientes protéicos, estas propriedades podem ser
Uteis na determinagdo do potencial de aplicagio.

RINSELLA (41) sugere que a2 solubilidade fornece um bom {ndice do
potencial de aplica¢Zo de um ingrediente protdico. Refere-se & curva de
solubilidade versus pH como um indicador da funcionalidade global da pro-

te{na. Relata que a investigacHo das propriedades funcionais pode ser mais

12.

eficiente se um estudo sistemdtico da solubilidade é primeiramente feitc em

diversas forcas idnicas desde que muitos alimentos sZo sistemas idnicos

complexos.
BARTHOLOMAI (8) relata que isolados protéicos de feijdo branco

~

(Phaseolus vulgaris) apresentam um bom potencial de aplicagfio em bebidas

protéicas vegetais, bebidas carbonatadas e alimentos sdélidos e semi-sdli-
dos. Refere-se ao concentrado protéico de pescado como tendo bom valor
nutricional, mas n3o apresenta bons valores de embebicdc e de inchamento

devido o fato da proteina ser altamente insoldvel.
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Segundo ANDERSON et alli citados por WOLF (95), a insolubilidade
da proteina de soja em pH 4,5, pode ser parcialmente reduzida pela adic¢do
de cloreto de sédio ou cloreto de cdlcio, ao solvente de extracgio. Verifi
‘caram que os {ndices mdximos de solubilidade ocorrem em concentragdo i6nj
ca de 0,7N de cloreto de sédio e 0,3N de cloreto de cdlcio.

HERMANSSON (34) revela que pequenas concentragdes de cilcio podem
causar problemas de solubilidade em bebidas. Sugere que a liga¢do de calcio
tem um efeito especffico de atragio, além de reduzir a carga negativa 1{-
quida em pH alcalino; todavia, em altas concentragdes de cdlcio, a solubi
‘lidade aumenta devido efeitos protetores e de ions especificos.

MCWATTERS & HOLMES (46) verificaram em trés meios de dispersdo da
farinha de soja, que 4dgua solubilizou maior teor de proteina a pi 3,0 ou
menor e a pH 7,0 ov maiore Em pH 10,0, a protefna foi quase totalmente
soldvel em suspensBes preparadas com dgua. Entre pH 4,0 ¢ 5,0, maiores
solubilidades foram obtidas em suspensBes com baixo teor de sal (0,1¥ Nall)
do que em suspensGes de dgua. Em suspensBes com alto tzor de sal (1M NaCl),
a solubilidade atingiu 70,1% em pYy 4,5.

SATHE et alli (%8) constataranm que o comportamentos <da curva ds

solubilidade versus pi do concentrade protéico de tramoge {Lupinus zutabi -

L]

ao invés

E———

is), caracteriza-se por solubilidades crescentes de °H 2,0 a 9,
da forma usual de V apresentada pela maioria das protefnas de leguminosas.
HUTTON & CAMPBELL (35) constataram que o isolado protéico de soja

cond

b

“

¢ mais soldvel do que o concentrado protéice de soja em virtude da
¢Oes do processamanto causarem maior extensfo de desnaturacdo no concentra
do do que no isolado.

PENG et 2111 (58) verificaram que algumas proteinas de soja que

—— ————



$30 pouco sollveis no extratante, conferem diferentes propriedades funci
onais para diversos isolados protéices de soja comerciais.

PILOSOF et alli (60) estudaram o efeito da temperatura, do tempo
e do teor de umidade no decréscimo da solubilidade de isolado protéico de
feijdo e da farinha de feijdo, Verificaram que a velocidade de decréscimo
da solubilidade foi grandemente aumentéda com a 2levacd@o do teor de umida
de de 1,0 a 29,77%. Observaram que o isolado fol mais sensivel ao tratamen
to térmico do que a farinha.

AGUILERA et alli (3) verificaram que a tostagem drdstica de
farinha de feijdo com alto teor de proteinz, aumentou 60% 2 capacidade de
-;bsorgﬁo de dzua e 15 vezes a viscosidade.

DIPPOLD citado por WU & INGLETT (97) varificov que farinha de
soja, contendo 85, 70, 55 e .15% de proteina soldvel, apressntou, respec
tivamente os seguintes valores de capacidade de ahsorgdc de dgua: 270,
385, 370 e 290%.

RAXOSKY citado por KINSELLA (40) afirma que isolados protéicos
de soja tem substituido com vantagens as protainas miofibrilares sollveis
em sais, em produtos cidrneos emulsionados. Sugere que o isolado protéice
de soja, confere propriecdades descjdveis nestes produtos como coesividade,
emulsificagdo, absorgio de &gua e formag@o de uma estrutura gélica finme
e resistente.

PENG et alli (57) verificaram que a interagdo entre a proteina
da soja e a protefna da carne ocorre na proteina 11 5 completamente desna
turada da soja com as cadeias pesadas de miosina.

VOUTSIKNAS et alli (90) verificaram que os valores de capacidade

de emulsificacio de isolado protéico de soja aquecido sdo maiores do que

os valores do isolado cldssico devido a proteina de soja desnaturada apre



...sentar maiores {ndices de hidrofobicidade do que a proteina d= soja nativa.
Observaram, por cutro lado, um decréscimo da estabilidade da emulsdo apéds
'
aquecimento, devido agregacdo da proteina.
MCWATTERS & HOLMES (46) verificaram em trés meios de dispersdo da
farinha de soja que a capacidade de ewmulsificagZo a pH 4,0 em suspenses

de dgua foi relativamente baixa e em suspens@es com baixo teor de sal (0,1
M NaCl) nFo houve formagHo de emulsfoy mas em valores de pH abaixo de 4,0
¢ acima de 5,0, a capacidade de emulsificagHo aumentou considerdvelmente.
Em suspensGes com alte teor de sal (1M NaCl), ocorreu um aumento crescente
da capacidade de emulsificacdo, elevando-se o pH de 2,0 a 9,0.

[ MCWATTERS & HOLMES (47) verificaram em suspensSes a 6% de farinha
de amendoim (Arachis hypogaea), que as emulsSes formadas em valores de pi
abaixo de 4,0 s3o viscosas, tipo maionese, enquanto que as emulsbes Eormi

h’das em valores de pH acima de 4,0 sfo finas, tipo coberturs de saladas.

TORNBERG (87) verificou que emulsBes de isclados protéicos de so
ja, formadas num sonificador, apresentam excelentes propriedades de
emulsificagdo.

WANG & KINSELLA (91) verificaram que 1,0g de proteina de alfafa
é capaz de emulsionar até 520 al de Slec., WU et alli (96) encontraram para
concentrados protéicos de aveia, capacidade de emulsificacio de 47,0
de Oleo por grama de proteina. SATHE & SALUNKHE (70) relatam que 1,0 g de
concentrado protéico de feijdo é capaz de emulsionar 72,6 gramas de Sleo.

NATH & RAO (52) verificaram que isolados protéicos de guar possu
em grande capacidade de formag¢Zo de espumas. Observaram que a presenca de
saponinas na farinha de guar contribui com suas propriedades de espumabi-

lidade mas assumem que isolados protficos sdo isentos destes fatores.
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DEL ROSARIO & FLORES (21) verificaram que farinha de feijdo mung
(Vigna radiata L.) contendo 54,5% de protefna possui capacidade de retep
¢do de Sleo maior que a da farinha de soja contendo 55% de proteina. Obser
varam que uma suspensdo a 3% da farinha de feijZo mung, forma espuma estd-
-vel. apds agitac®o de 6 minutos, com aumento de 530% de volume. Observaram
a formacdo de gel estdvel com uma concentra¢iio mfnima de 10% (p/v).

RAHMA & RAO (64) verificaram que a hidrélise enzimitica da protei
na de algoddo (Gossypium spp), aumentou quatro vezes a solubilidade e duas
vezes, a capacidade de emulsificacio.

KINSELLA (40) relata que a hidrélise quimica ou enzimitica de pro
‘tefnas desnaturadas aumenta a solubilidade destas.

JORNSON & BREXKE (37) verificaram que a modificacdo do isolado pro
téico de ervilhé com anidrido acético ou anidrido succinico, melhorou consi

“derdvelmente as suas propriedades de emulsificagdo, espumabilidade ¢ absor-
¢do de dgua.

CHOL et alli (17) verificaram que isolado protéico de algoddo modi
ficado com anidrido succinico a nivel de 100%, foi completamente solubili-
zado. Observaram que succinlagdio acima de 60%, aumentou considerivelmente a
capacidade de emulsificagio e a capacidade de retancdo de dleo.

RAHMA & RAO (65) verificaram que acetilacdio da farinha de algoddo
reduz a sclubilidade da proteina e aumenta a capacidade de emulsificagdo.

SUNG et allji (81) verificaram que N-acetil-L-homocisteina pode ser
eficientemente incorporada na proteina da soja, pela incubagdo com papaina,
na presenca de N-acetil-L-hcmociste{na tiolactona sob condicBes alcalinas.
Sugerem que a adigdc de um residuo contendo grupo SH na proteina através da
ligagdo peptidica, altera substancialmente a funcionalidade, melhorando as

propriedades de solubilidade, emulsificagfo, espumabilidade e geleificagdo.



SUNG et alli

(82) verificaram que a fosforilacio a nfvel de 307%

do isolado protéico de scoja, insolubilizou completamente 2 proteina em

valores de pH abaixo do ponto isoelétrico e aumentou a solubilidade em

~condigdes levemente &cidas e neutras. Sugerem que a reacdo de trimetafos

fato de sédio com a proteina € evidenciada pela fosfoesterificacio de
aminodcidos hidroxilicoes e fosforamida¢io de lisina que promove um efeito
protetor dos E-aminogrupos a formagdo de lisilalanina.

BETSCHART et alli (10) verificaram que a incorporaciic de 5 e 107%

de isolado protéico de agafroa {(Carthamus tinctorius L.) em pies, promoveu

um aumento de 25 e 50% do teor protéico, respectivamente. Observaram que

o volume especifico de piies contendo 10% de isolado protéico de agafroa,

foi equivalente a 85% do volume especifico da farinha de trigos

WILLS & KABIRULLAH (94) observaram que a utilizagdo de farinha
de girassol em substituig¢¥o a farinha de trigo, em produtos cdracos emul
sicnados, resultou numa emulsfo mais estdvel.

DESHPANDE er alli (22) verificaram que a suplementacio da farinha

f

de trigo com farinha de feijdo aumentou a capacidade de absorgdc de dzua

7
(=

d

e 35,6%, a capacidade de retenqdo de Gleo de 40,3% e capacidade

sificagdo de 12,0 a 14,0%. Observaram ainda que a espumabilidada

~

trés vezes e que as espumas formadas foram mais estdveis.

S
Nas Ultimas décadas, a soja vem ocupando destacada posigdo como
ingrediente nas indistrias de alimentos devido principalmente as proprie-

dades funcionais conferidas nestes alimentos. Todavia, fontes alternativas

de proteinas vem sendo estudadas visando a sua aplicagdo no sistema alimen

le)

Lo

ticio sem afetar o sabor ¢ ¢ aroma do produto final. GOHES (30) relata qu=s

0 guandu ndo parece estar sujeito a problemas organolépticos,

l?.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Matéria prima

Sem2ntes de guandu (Cajanus cajan L. Millsp.), da variedade kaki

foram obtidas da Secio de Leguminosas do Instituto Agsronémico de Campinas.
b3 = &
3.2, Moagem

As etapas de moagem do guandu, desde o griv inteiro, atd a produ
¢do da farinha, constaram da passagem através de um moinhe tipo Willye
marca Tecnal e de moinho de martelo marca Weber Bros & White Metal Works

com peneira de dimensio de 0,05 mm.
3.3. Reagentes

Os principais reagentes utilizados no presente trabalho e as suas

marcas, estdo listados no quadro 1A do apéndice,
3.4, Equipamentos

Um potencidmetro digital Metrohm Herisau modelo E-500 foi usado P2

ra todas medidas de pH. Um agitador magnético Fisatom modelo 704-4 foi

18.



usado na extrag3o de proteinas, ajustes de pil e didlise. Para muitas pesa

gens, uma balanga digital Sauter modelo K-1200 foi usada. Uma centrifuga
Budapesti Vegyipari Gépgydr tipo Lu-411/Lz foi usada para centrifugacBes
de maiores volumes ¢ uma centrifuga International foi usada para centri-
“fugagacs de menores volumes. Um liofilizador Metal-Lux modelo ML-10/3 cem
controle Euro TR-800 foi usado na secagem dos isolados protdicos e um lio
filizador Virtis modelo 10-145 MR-BA foi usado n2 secagem dos inibidores
de tripsina. Espzctrofotdmetro Varian modelo 634; Spectromon modelo 204 e
Spectronic modelo 20, foram utilizados nas determinagOes espectrofotemé-
tricas. Um espectrofotdmetro de absorgio atdmica Yarian modelo AA-175 foi
~usado na determinagZo de cdlcio e magnésio ¢ um fotdmetro de chama Corning
modelo 400 foi usado na determinagfo de sédio = potédssio. Aparelhos eletro
foréticos marca Técnica Permatron foram utilizados nas andlises eletrofo-
~réticas em géis de poliacrilamida. Colunas modelo K-9 e reservatdrio de
tampdo modelo R-25 marca Pharmacia e coletor de fragdio marca Gilson modelo
MFK, foram utilizados nas ssparagBes cromatogrificas. Analisador automiti-
co de aminodcidos marca Beckman modelo 121 foi utilizado nas determinagfes

de aminodcidos.
3.5. Obteng3o de isolados protéicos de guandu

Isolados protéicos de guandu foram obtidos por variacdo da extrz

-~

¢d0 na recuperagdo de preotefnas conforme modificacdo das técnicas utiliza

das por BETSCHART & SAUNDERS (9), CHANG & SATTERLEE (15) e TOBELMANN (86).
3+5.1. Obtengdo do isolado cléssice

Dissolveu-se 50g de farinha de guandu em 500 ml de dgua e ajus



tou-se o pH para 9,0 com NaCH IN. Agitou-se 2 temparatura ambiente durante
duas horas e centrifugou-se a 13000xg por 20 minutos, separando-se o sobre
nadante. O volume do sobrenadante foi medido e retirou-se uma aliquota pa-
ra se determinar a concentragdo de proteina pelo método de Kjeldahl, proce
dende idénticamente com o residuc exceto que este foi pesado. Mais duas ex
tragdes sucessivas foram realizadas, utilizando-se os mesmos procedimentos
anterjores. Os trés volumes de sobrenadantes obtides foram combinados e me
diu-se o volume total e a concentragdo de proteina. Sob agitag¢dc, foi adi-
cionada uma solugZo de &cido cloridrico, IN, até pH 4,5. Apés centrifuga-=

¢do a 2000xg por 30 minutos, o precipitado foi coletado, separando-se o so
~ brenadante. O precipitado foi licfilizzdo e em ambas fracles, determinou-

se a concentragio de proteina,
3.5.2. Obtencdo do isolado contendo cédlcio

A 50 gramas de farinha, adicionaram-se 500 ml de dgua destilada.
Ajustou-se o pH para 9,0, com hidrdxido de sddio IN. Agitou-se a temperatu
ra ambiente durante duas horas, ajustando o pH pericdicaments durante z
agitacdo. Apds este tempo, a mistura foi centrifugada a 13000xg por 20 mi-
nutos, separando-se o sobrenadante. O volume do sobren:zdante foi medido e
retirou-se uma aliquota para se determinar a concentragio de protefna pelo
método de Kjeldahl, procedendo-se identicamente com o residuo exceto que
este foi pesado. Mais duas extracdss sucessivas foram realizadas, utilizan
do-se os mesmos procedimentos anteriores. Os trés volumes de sobrenadantes
obtidos foram combinadcs e mediu-se o volume total e a concentragdo de pro
teina. Adicionou-se cloreto de cdlcio até atingir a concentracido de 0,20%
(p/v). Sob agitagdo, foi adicionada uma solugio de 4cido cloridrico 1IN,

até pH 4,5. Centrifugou-se a 2000xg por 30 minutos, separando-se o sobrena
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dante e o precipitado foi coletado. O precipitado foi liofilizado e, em

ambas fragOes, determinou-se a concentragio de proteina.

3.5.3. ObtengHo do isolado contendo hexametafosfato

A 50 gramas de farinha, adicionaram-se 500 ml de 3dgua destilada.
Ajustou-se o pH para 9,0, com hidréxido de sédio IN. Agitou-se a tempera
tura ambiente durante duas horas, ajustando-se o pii perioﬁicamente durante
2 agitagdo. Apds este tempo, a suspensio foi centrifugada a 13000xg por 20
minutos, separando-se o sobrenadante, O volume de sobrenadante foi medico
¢ retirou-se uma aliquota para se determinar a concentra¢io de protefna

_"pelo método de Kjeldahl, procedendo-se identicamente com o residuo exceto
que este foi pesado. Mais duas extragBes sucessivas foram realizadas, utj
lizando-se os mesmos procecimentos anteriores. Os trés volumes de sobrena

“dantes foram combinados e mediu-se o volume total e a concentracdo de Pro
tefna. Adicionou-se hexametafosfato de sédio atd atingir a concentrac¢do de
0,50% (p/v). Sob agitagio, foi adicionzda uma solugdo de dcido cloridrico
IN, até pH 4,5. Centrifugou-se a 2000xg por 30 minutecs, separando-se o
sobrenadante e o precipitado foi coletado. O precipitade foi liofilizado

¢, em ambas fragBes, determinou-se a concentragfio de protaina.
3.5:4. ObtengiZc do isolado aquecido

A 50 gramas de farinha, adicionaram-se 500 ml de agua destilada.
Ajustou-se o pi para 9,0, com hidréxido de sddio 1N. Agitou-se a tempera
tura ambiente durante duas horas, ajustando-se o pi periodicamente durante
a agitag@o. Apds este tempo, a suspensdo foi centrifugada a 13000xg por

20 minutos, separando-se o sobrenadante. O volume do sobrenadante foi m=dj
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—.do e retirou-se uma aliquota para se determinar 2 concentracgdo dz proteina
pelo método de Kjeldahl, procedendo-se idénticamente com o res{duo exceto
que este foi pesado. Mais duas extragles sucessivas foram realizadas,'uti

_lizando-se os mesmos procedimentos anteriores. Os trfs velumes de sobrena
dantes foram combinados e mediu-se o volume total. Sob agitagHo, foi adici
onada uma solugdo de dcido cloridrico IN, até pi 4,5. Apds a precipitagdo,
levou-se a um banho-maria de alta temperatura marca Fisher e aqucceu-se 2
90°C durante cinco minutes. Centrifugou-se a 2000xg por 30 minutos, sepa-
rando-se o sobrenadante e o precipitado foi coletado. Q precipitado fol

liofilizado e armazenado em freezer e, em ambas fragBes, detoerm
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concentragdo de proteina. Para calculo do rzndimento, determincu-se a con

wi=Llilid

centragdo de proteina na farinha.
g 3.6. Andlises fisico-qu{micas
3.6+1. Determinagio de nitrogénio total

Nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl

segundo GOMES (31).
3.6.2. Determinagdo de cinza

Cinza foi determinada de acordo com a metodologia da A.0.ALC.
(6). 1,0 grama de isolado protéico foi pesado am cadinho de porcelana e

mantido em mufla marca Quimis modelo 318-24 aquecida a 550°C durante 12h.

3.6.3, Determinagdo de cdlcio & magnésio

Cilcio e magnésio foram determinades por espectrofctometria de

absorgdo atomica. A solugdc mineral foi preparada pela dissolugldo daz
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cinza em 50 ml de éido cloridrico 0,IN.
3.6.4. DetearminagZo de sddio e potdssio

Sédio e potdssio foram determinados por fotometria de chama na

mesma solugdo mineral utilizada para determinagio de cdlcio e magnésio.
3.6.5. Determinagdo de fésforo

Fésforo foi determinado pelo método colorimétrico de Fiske &

Subarow conforme metodologia utilizada por CHIN st alli (16).

—_—

3.6.6. Dsterminagdo d= proteina pelo método do biureto

0 método utilizado foi o proposto por COOPZR {18).

3.6.7. Determinagio de prot=fna pelo métcdo de Lowry

0 método utilizado foi o original conforme LCARY et 2lli (46) .

3.6.8. Determinagdo de triptofano

fvr

Triptofanc foi determinado pelo método colorimétrico de OPIENSXA
-BLAUTH et alll (54). O hidrolisado foi obtido através do ssguinte procedi
mento: 10 miligrama de prote{na dos isolados protéicos foi dissolvida em
10 ml de solugdo tampdo fosfato 0,034 pH 7,4 coatendo uma mistura de & mi
ligrama de alcalass e tripsina (1:1). Adicionou-se 3 zotas de clorofdrmio
e levou-se o erlenzeyer de 25 ml com rolha esmerilhada 2 um banho-maria
com agitag3o a 37°C e agitou-se 12 horas. Findo este perfodo, centrifugou

se a 12000xg por 30 minutos em ceatrifuga marca International modslo HT



adaptada em cdmara fria, separando-se o sobrenadante para os ensaios

subsequentes.
3.6.9. Determinagio de aminodcidos

Aminodcidos foram determinados por cromatografia de troca idnica
segundo MOORE & STEIN (49) e SPACKMAN et alli (78). O hidrolisado foi obti
do através do seguinte procedimento: 10 miligrama de proteina dos isolados
protéicos foi colocada em tubo de pyrex de 15 ml provido de tampa rosqued-
vel. Adicionou-se 10 ml de dcido cloridrico 6N e hidrolizou-se em estula
aquecida a 110°C durante 24 horas. Resfriou-se os tubos e filtrou-se em pa
pel de filtro Whatman n.l, recolhendo-se o filtrado em bécker de 50 ml com
junta esmerilada. Evapotou-se o filtrado em evapcrador rotativo a vdcuo a
45°C até secura. Dissolveu-se o residuo obtido em 3 ml de dgua destilada e
Eiltroufse atraves de filtro de fibra de vidro. Pipetcu-se 1,0 ml do fil-
trado para baldo de fundo redcondo de junta 2smerilaca 4e 50 ml e evaporou-
se a vdcuo até secura. Dissolveu-se o residuo obtido em exatamente 7,0 ml
de solugdo tampdo de citrato de sédio 9,2N pH 2,2 e filtrou-se atraves ds
filtro de fibra de vidro para frasco de penicilina. Aspirou-ss um volume
do hidrolisado até a marca dos 250 ul de uma seringa e aspirou-se numa
segunda seringa 250 ul de uma mistura sintética de 18 amincdcidos conten
do 2,5 umoles de cada amincdcido por mililitro, & excegdo de cistina que
apresenta a metade desta concentragdo. Procedeu-se a operajdo no analisa
dor automdtico de aminodcidos e finda a andlise, obteve-se a fita do
integrador coatendo as concentracSes dos aminodcidos em nmoles/ml. A por

centagem de aminodcidos no isolado foi calculada através da seguinte forma:

(Moles x Peso molacular) do Aminodcido < 100

% Aminodcido =
Peso do isolado
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327, Analise eletroforética

A metodologia utilizada foi uma modificagdo do método utilizado

por LAEMMLI citado por PEREIRA (59).

3.7.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato

de sddio

Géis de poliacrilamida, contendo duodecil sulfato de sédio (SDS)
foram preparados em tubos de vidro de 5 mm de difmetro e 75 mm de compri
mento, a partir de uma solugdo de acrilamida e N, N' metileno bisacrilami
da a 25%, uma solug3o tampio 1M de tris-hidroximetilaminometano, pH 8,9,
ajustado com dcido cloridrico IN contendo 180 ul de TZMED (N, N, N', N'-
tetrametilenodiamino) e SDS a 0,2%. O gel de corrida, a 12,5% de poliacri
lamida, com 1,3% de interligagGes, contendo 0,2% de 5DS, foi preparado
misturando-se quatro partes da solugdo de acrilamida e bisacrilamida a 25%
com trés partes do tampdo IM de Tris-HCl pH 8,9 contendo 305 0,27% e uma
parte de solugio de persulfato de amdnio a a 2,28%. Para facilitar a sepa
ragio, preparou-se um gel empilhador a 57 de poliacrilamida, com 1,37 de
interligacdes, contendo SDS a 0,2%, misturando-se 2,4 ml da solugdo ce
acrilamida e bisacrilamida a 25%, 3,6 ml de dgua destilada, 4,5 ml da so-
lug3o tampio 1M de Tris-HCl pH 8,9, contendo SOS a 0,2% e 1,5 =l da solu-
¢do de persulfato de amdnio a 0,28%. Amostras contendo 1% de proteina fo-
ram preparadas em tampio 0,05M de Triglicina pH 8,3 contendo 505 a 0,2%,
glicerol a 20%, B-mercaptoetanol a 2% e azul de bromofenol, aquecendco a
1009C por cinco minutos. O tampZo dos eletrodos £oi de acordo com DELEPAL

RE & CHUA (20). Colocou-se 300 ml de tampdo dos eletrodos no reservatorio

superior e 700 ml no reservatério inferior, evitando-se a formagdo de bo-



lhas de ar entre o gel e o tampdo. Aplicou-se 3 ul da amostra no topo das
colunas geélicas com auxilio de uma micro-seringa. Conectou-se o sistema de
eletroforese em uma fonte de alta tens3o e operou-se a 8 m\ por tubo. Des-

ligou-se o sistema de eletroforese quando o azul de bromofenol atingiu a

{319

0,5 cm da base dos tubos. Removeu-se as colunas gélicas, injetando-se &zua

nas paredes dos tubos com auxilio de uma agulha de 7,5 cm e marcou-se com
um pedago de arame na altura do azul de bromofenol. Colocou-se os géis =m
tubos de ensaio numerados contendo solugdo de “"Ccomassie brilliant blue"

R-250 a 0,25%, em metanol/dcido acético/dgqua (45:9:45 v/v/v). Decantou-se
o corante e cobriu-se os géis com metanol/dcido acdtico/dzua (25:7,5:57,5
v/v/v). A mobilidade relativa da proteina foi calculada através da seguin

te férmula:

Mobilidade Relativa =

Distancia percaozrida oe
Distancia percorrida pe

3.7+2. Eletroforese em gal de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida, contendo 503 =

em uma fina prancha quadrada entre duas placas

X 165 mm), a partir de uma solugdo de acrilamida e bisacrilamida a 30%, com
2,6% de interligagBas e¢ contends uréia 64, solu;do tamp3o 1,3M de Tris-nCl
a pi 8,8, ajustado com HCl 1IN, contendo uréia & = 335 a 0,2%. O g2l de cor

rida foi formado em gradiente linear de 10 a 184 de poliacrilamicda, através

de um formador de gradiente marca Teécnica Permatron, com 2,6% de interliga
¢Oes, contendo uréia 64 e SDS a 9,2%. A solugdo a 1874 de poliacrilamida foi

preparada misturando-se 7,4 ml da solugfo de acrilamida e bisacrilamida a

30% contendo uréia 6M, com 2,5 ml da solug3o tampio 1,5M de Tris-HCl pH 8,8

de wvidro 22 (1,5 mm x 125 m

26.



contendo uréia 6M e SDS a 0,2%, 0,5 ml de dgua destilada, 10 ul de TZMED
e 0,6 ml da solugdo de persulfato de amdnio a 0,28%. A solugdo a 107 de
poliacrilamida foi preparada misturando-se 4,0 ml da solugdo de acrilami
da e bisacrilamida a 30% contendo uréia 6M, 3,5 ml da solug3o tampao 1,35M
de Tris-HC1l pH 8,8 contendo uréia 6M e SDS 0,2%, 3,9 ml de dgua destilada
10 ul de TEMED e 0,6 ml da solug3o de persulfato de amdnio a 0,238%. Apés
a polimerizagdo, adicionou-se um gel empilhador a 57 de poliacrilamida,
com 2,6% de interligagdes, contendo uréia 6% e 3D3S Q,24, misturando-se
2,0 ml da solugdo de arilamida e bisacrilamida a 30% contendo uréia &X,
5,5 ml de dgua destilada, 3,5 ml da solugdo tampdo 1,5 de Tris-HCl pHS,8
contendo uréia oM e SDS 0,27%, 10 ul de TEMED e 1,0 =1 da solugdo de per-
sulfato de amdnio a 0,28%. As malhas para as amostras foram feitas com um
"pente" depois que o gel € colocado. Apds a polimerizagdo, o pente foi re
movido. Amostras contendo 17 de proteina foram preparadas em tampao J,05M
de Triglicina a pH 8,3, contendo uréia 6M e 5DS 0,27, glicercl 207%, 3-mer
captoetanol a 2% e azul de bromofenol, aguecendo-se a 100°C por trés minu
tos. Algumas amostras foram preparadas sem adigd3o de R-mercaptostanol,
uréia e sem agquecimento. Aplicou-se 3 ul da amostra no "slot" da poliacri
lamida com auxilio de uma micro-seringa. A eletroforese Zoi conduzida em
aproximadamente 5 horas com uma voltagem constante de 15C V, a temperatu
ra ambiente. As subunidades ssparadas foram reveladas com "Coomassie bril
liant blue" R-250, em metanol/dcido acdtico/dgua (45:9:45 v/v/v). 0 gel
foi descolorido em metanol/dcido acético/dgua (25:7,5:67,5 v/v/v). Deter-
minou-s2 uma curva-padrdo nas mesmas condicdes de analise da amostra, uti
lizando-se uma mistura de proteinas de pesos moleculares conhecidos. As

solugBes estoques utilizadas estio listadas no quadro 2A do apéndice.

27.
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3.8. Propriedades funcionais
3.8.1. Solubilidade versus pH e forga idnica

Solubilidade foi determinada pelo método da centrifugagdo conforme
modificagio do método descrito por RUTTON & CAMPBELL (36). As amostras dos
isolados protéicos, equivalentss a 0,5 grama de proteina, foi adicionada
dgua destilada ou solugZo de cloreto de sédio de concentragdo igual a 0,05,
0,1 e 1,0M, até completar o volume em 50 ml. Zsta solugdo teve o pi ajusta
do pera 9,0 e foi deixada sob agitagdo durante 2 horas. Apds este periodo,
transferiram-se para tubos de centrifuga 5,0 ml desta solugdo. Ajustou-se
o pH para valores variando de 2,0 a 9,0, fazendo-se uso de= solugBes de aci
do clorfdrico IN e hidréxido de sédio IN. Centrifugou-se a 1800 xg durante
20 minutos, separando-se o sobrenadante para a determinagdo da concentra-
¢do de proteina pelo método do biureto ou pelo método de Lowry. A porcenta
gem de solubilidade (7S) foi calculada pela andlise ce regressdo através

da seguinte férmula:

IS-A-axlo
b

onde :
A = absorvincia

a = coeficiente linear

b = coeficiente angular
3.8.2. Capacidade de emulsificag3o versus pH

Capacidade de emulsificagdo foi determinada pelo meétodo da resis-
téncia elétrica conforme modificagdo do método de WEBB et alli (92). as

amostras dos isolados protéicos, equivalentes a 10,0 miligrama de proteina,
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foi adicionada uma solugdo de cloreto de sédio de concentracdo igual a
0,24, até completar o volume em 100 ml. Esta solugdo teve o pH ajustado
para 9,0 e¢ foi deixada sob agitagio durante 2 horas. Ajustou-se o pH até
atingir valores de 4,0, 5,5 ¢ 7,0. Transferiu-se esta solugio para becker
de 600 ml com um par elétrico acoplado, tomando-se o peso. Ligou-se o par
elétrico a um ohm{metro marca Micronta modelo 22-204A, e agitou-se a rota
@gio constante de 4500 r.p.m. em um agitador mecdnico marca Fisatom modelo
713, gotejando 6leo refinado de soja a um fluxo constante de 12 ml/minuto,
até que o medidor de corrente registrasse um aumento infinito na resistén-
cia do meio. Desligou-se o agitador imediatamente e nova pesagem foi efetu
ada. A diferenga de peso encontrada representou a capacidade de emulsifica

¢do expressa em gramas de dleo/mg de proteina.
3.9. Andlises antinutricionais

3.9.1. Atividade uredtica

logia utilizada pela A.0.C.S. citada por SMITH & CIRCLZ (77). As amostras

dos isolados protéicos, equivalentes a 0,2 grama, adicionaram-se 10 ml da

solugdo tampdo 0,05¥ de fosfato pH 7,0 ("branco") e 10 ml de solugdo tampo
nada 0,54 de uréia pH 7,0 ("teste"). Agitou-se em misturador tipc "voltex"
e os tubos foram colocados em banho-maria a 30°C. Apds exatamente 30 minu-
tos, removeram-se o0s tubos do banho-maria e transferiram-se os sobrenadan-
tes para recipientes pldsticos apropriados para a medigdo de pH. 3pés 5 mi
nutos, foram determinados os pH dos sobrenadantes. A diferenca de pH encon

trada representou a atividade uredtica.



3.9.2. Atividade antitriptica

Atividade antitriptica foi determinada pelo ensaio caseinolitico
conforme medida dos peptideos soldveis em dcido tricloroacético segundo mo

dificagdo do método de Xunitz proposta por KAKADE st alli (39). Amostras

contendo 0,2% de protefna dos isolados protéicos foram preparadas em solu-
Gao tampdo 0,1M de Tris (hidroximetil) amino metano pH 8,0. Volumses desta
solugdo, variando de zero a 1,0 ml, foram tomados com trés repeticdes e

foram completados até 2,0 ml com solugdo tampdo 0,1¥ d= Tris sH 2,0. Adici

onaram-se 2 ml de uma solugdo de casefna a 2%, préviamente ajustada a 37°Z.
Un "branco" foi preparado com a adigZo de 5 ml de solugdo de dcido triclo-
roacético a 5%. Lavou-se ao banho-maria a 379 e foi adicionado 1 ml de
solugdo de tripsina contendo 25 microgramas/z! de 4dcico clorfdrico 0,001,
Apdés exatamente 20 minutos, foram adicionados S ml da solujdo de dcido tri

cloroacético a 5%. Removeu-se do banho-maria = foram d2ixado
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durante 30 wminutos. Apds este perfodo, a suspensio foi filtrada a-ravéds Ze

papel de filtro Whatman a.1 e as absorvdncias foram tomadas a 220 am. Ati-
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vidade antitriptica representou a média de unidade de trip ibi

miligrama de proteina.
3.9.3. Isolamento de inibidores de tripsina

Os inibidores de tripsina do isolade cldssico Zoram purifi
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b
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por cromatografia de afin icagdo dos métodos utilizados

Lail

b

dade segundo modi

por CUATRECASAS & ANFINSEN (19) e GOMES (31).
3+9+3.1. Acoplazento da tripsina & Sepharose 43 ativada com CNBr

Sepharose 4B ativada com brometo de cianogénio foi enxarcada com



solugdo 1 mM de acido cloridrico para ocorrer a turgescéncia do gel e fol
transferida para funil de vidro sinterizado de porosidade fina (G3). Lavou
se a Sepharose por 6 vezes com porgdes de 30 a 50 ml de HC1 1| o a fim de
remover os agentes estabilizantes e o material de enchimento 2 também para
preservar a atividade dos grupos reativos da Sephaross os quais hidrolizam
se em pH elevado. Eliminou-se por filtraj3o a vdcuo, o excesso de HCl 1M
até aparéncia de secura. 5,0 gramas de Sephaross liofilizada forneceu ao
se hidratar, 18,5 ml de volume, A 50 miligramas de tripsina, foram adicio-
nados 10 ml de solugdo tampdo 0O,1M de bicarbonato pH 8,0 coateado Nall 0,5
M e MgCly 0,01M. (TampBes de Tris ou de outros compostos centendo aminogr

po sdo inadzquados, uma vez que esses aminogrupos reagem quimicarants com
o gel). O gel foi transferido para um tubo com tampa rosquedvel com auxi-
lio de uma microsspitula e foi adicionada a sclugdo recém-preparada de
tripsina. Agitou-se por rotagdo ou por inversdo o tubo contendo a suspen-
sdo do gel durants 12 horas a fim de promover a ligajdo da tripsina 2
matriz de Sepharose (nunca se deve usar agitador magnético o qual promove
a quebra das particulas do gel). Retornou-se o gel para o funil de vidro
sinterizado lavando-o alternadamente com cerca de 70 ml do tampdo de aco-
plamento (bicarbonato) e 70 ml de solugdo tampdo 0,1M de acetato pH 4,0
contendo NaCl 1M por 4 a 5 vezes a fim de remover o excesso de tripsina
ndo acoplada. Esta etapa € esssncial porque a desorpzdo de tripsina nio 1i
gada sd ocorre quando o pH € alterado. Por outro laco, asts tratamento n3o
acarreta 2 perda de tripsina covalentemente ligada. A pressnca de cloreto
de sédio em ambos os tampdes € importante para minimizar as alteracgdas
tripsina-tripsina causadas psla natureza polielstrolitica das mesmas. O

gel fol novamente lavado com tampio de acoplamento (cerca ce 70 ml) = foi

armazenado em geladsira a 4°C, onde o produto ficard estdval por periodss

1.
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prolongados.
3.9.3.2. Preparo da coluna, aplicagio da amostra e coleta de fragles

Amostra a 1% de isolado foi preparada em solugdo tampdo 0,03 de
Tris pH 8,0 e filtrada através de papel de filtro ¢ milipore. Injetou-se
na coluna tampio de pH 8,0 de modo a eliminar o ar do retentor e do volume
morto. Suspendeu-se 15 ml da Tripsina-Sepharose 43 em 35 ml do tampdo de
pH 8,0, derramando a suspensio de uma sé vez na coluna com o auxilio de um
pequeno funil. A coluna deve estar com a extremidade inferior aberta. Quaa
do o fluxo parou adicionou-se 15 ml do tampio de pH 8,0 para equilibrar a
coluna e estabilizar a camada gélica. A coluna nZo fica saca por causa das
altas forcas de capilaridade do gel. Cessado o fluxo, injetou-se 100 ml da
solugdo contendo inibidor no reservatdrio do tampdo. As gotas dq efluents
que abandoraram a coluna foram detectadas e contadas fotoslétricamente an-

tes de alcangarem o tubo coletor., Prefixou-se o numero de gotas em 4 ml.
3.9.3.3. Remogdo das impurezas e eluigiio do inibidor ligado

Eluju-se as impurezas adicionando-se a coluna 30 ml do tampio de
pH 8,0. Eluiu-se o inibidor da mesma maneira anterior, mas usando solugdo
tampdo 0,24 de XKC1 pH 2,0. Neste pH, o complexo tripsina-inibidor se deses

tabiliza ou se dissocia liberando o inibidor livre.

3.9.344, Andlise das fragles, didlise e liofilizacdo

As absorvdncias das frag3es coletadas foram tomadas a 280 nm. Se
parou-se as fragGes contendo inibidor, dialisou-se contra tampdo de pH 2,0
durante 24 horas 2 4°C em tubos de celulose marca Inlab de (0,0011 =m x

15 mm x 23 mm). A solugdo dialisada foi liofilizada = armazenada em freezer.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

’

GLel. Obteng3o dos isolados protéicos

O teor de protefna da farinha de guandu (N x 5,23) foi igual a

20,3%. VILELA (89) fornece um valor de 21,8% de prote{na total. Esta diferen
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Avaliou-se a eficiéncia do método utilizado na extrag
nas a partir da farinha, determinando-se a quantidade de proteina extrafda
em cada sobrenadante. A quantidade de proteina extrafda total varicu de 381,4-
89,9%. O teor de proteina nos residuos, além de confirmar a guantidade extrz
ida, serviu também para deterninar as perdas durante ¢ processc.

Do quadro 1 pode-se observar gue os métedas de obtenc3o dos isolados
protéicos apresentaram uma variaj3o no rendimento de 43,7 a £3,5%, sands me-
Y, 2e colza (11), ge

-
(53

nor que ao da semente le girassol (84), de moranga

P

S

feijdo alado (69) e aproximadamente igual 2o de tremogo (535

A diferenga significativa entre a quantidade de proteina extraida e
a quantidade de proteina recuperada se deve, provivelmente, s pardas de :ro

teina durante os processos de recuperagic.

Conforme quadro 1 pode-se verificar gue o isolado contendo hexama-



QUADRO 1 - Efeito da variagdo da extragdo na recuperagio de proteinas

de isolados protéicos de guandu®

Método de Obtengdo Prote{na Recuparada (%)
Isolado clédssico 59,4
Isolado contendo cdlcio 49,7
Isolado contendo hexamstafosiato 63,5
Isolado aquecido 59,3

* Determinag3o de proteina pelo método de Xjeldahl.

o

tafosfato apresentou um rendimento de %3,6%, consideralo exce

- -
ok n gt

s S2

comparado ao do isolado contendo cdalcio (493,7%), 4o isolado aquecido
P i

(59,3%) e do isolado cldssico (59,4%). Esta difersnja se¢ deve, provd

[—

J

nic

1 &€ a

ay

velmente, ao fato de hexametafosiato de sddio atuar com po

i

proteina como policition em m2io acido. ZITTLE (100) sugere que complsz
xos insoldveis sFo formados devido a interagdo policdzion-polidaion e

que cadeias longas de polifosfatos promovem ligagBes intermoleculares

[¢13]

e agregagdo. Por outro lado, cloreto de cdlcio atua como cdtion »>romo-

vendo repulsdes eletrostdticas intermoleculares e soludbilizando al

L3

P ' - . 5 ) . 2
proteinas. O ajuecimento utilizado para o isolado aguecido promoveu um

processo de desnaturagdo mas n3o foi suficiente para precipitar corple

tamente as proteinas de modo a aumentar o rendimento em relagcdo a2 iso

[A)

lado cldssico. A eficiéncia do método utilizado na extrzgic das proteinas

da farinha estd ilustrado no quadro SA do apéndice.
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4.2. Composigdo quimica

4.2.1. Composicdo em prote{na, cinza e minerais

Avaliou-se a eficiéncia dos métodos utilizados na obtenjdo dos
isolados protéicos quanto ao grau de pureza destes isolados sela composi
¢3o em protefna, cinza e minerais especificos.

Por meio do quadro 2 pods-se observar que o isolado classico apre
sentou um teor de proteina de 82,5%, coasideradc axcelente, 32 comparado
ao do isolado contendo hexametafosfato (73,2%), do isolado contendo cdlzie
(80,0%), do isolado aquecido (89,2%) & do isolado protéico da semente de

moranga (59).

QUADRO 2 - Teores de proteina, de cinza e de minzrais nos isolados protéi-

¢os de guandu

Teores (%)

[

Iso

Componente Clissico  Calcio  Hexametafosfato  Agquecido
Proteina 82,50 80,00 73,20 20,20
Cinza 2,41 2,96 9,57 3,05
Fésforo 0,76 0,95 2,07 0,78
Calcio 0,09 0,73 0,11 0,07
Magnésio 0,03 0,02 0,03 3,04
Potassio 0,37 0,32 0,85 0,90
Sodio 0,44 0,33 1,30 2,74

Conforme quadro 2 pode-se observar que a composigdo em termos de
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cinza variou de 2,41 a 9,57%, fésforo de 0,76 a 2,07%, cdlcio ds 0,07 a
0,73%, potdssio de 0,32 a 0,90% e sédio de 0,38 a 1,50%. Estas diferengas
s3o devidas, principalmente, a utilizagdo da hexametafosfato de sédio como
agente de agregagdo & de cloreto de célcio como agente de solubilizagdo .
WYATT & RONAN (98) verificaram o efeito do processamento nas proporgoes de
sédio:potdssio e de cilcio:fdésforo em amendoim. Os teores de sédio e potds
sio encontrados no isolado aquecido foram relativamente slevados ao contrd
rio do amendoim que sofreu pardas de potdssio durante o processamento (98).
0 teor relativamente elevado dz potdssio no isolado contends hexametafosiz

to se deve, provdvelmente, ao sfeito sinergistico entre sédio e potdssio.
4.2.2. Composigdo =m aminodcidos

Observa-se pelo quadro 3 que o isolaco clédssico & isolado conten

do hexametafonsfato apresentaram, em relagdo ao isolads aquecido teores mais

[S18

elevados em todos os aminodcidos. Com relajdo ac isslado contendo cdlcio s

n3o apresantam teor mais slevado de triptofano, gue possui, dentre oS amind

» 1 ] . . -~ M 1 ] 1 4 -

jcidos, teor mais elevado de cistina, em relag@o ao 1s0.2d0 Clas53:C0O-
Pode-se observar também pelo gquadro 3 que o isoladd cléssico pos

sui uma composigdo de azinoicidos muito semelhante 2o do isolade contendo

hexametafosfato. Apresenta, no entanto, teor mais slevado de triptolano.

¢

b
=1
[+
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Por outro lado, pode-se observar, que o isolado contencda calcic possuil
composigio muito semelhante ao do isolado aquecico.

A qualidade de uma proteina em termos quimicos pode ser estimada
pela sua composi¢3o em aminodcidos essenciais, em comparajdo com uma protef
na tida como padrdo, e desde 1955, a FAO desenhou uma proteina com esta ca-
racter{stica. O padrio de referéncia de aminodcidos da FAC /W40, 1973 foi

elaborado com base numa proteina ideal constitufda ce aminodcicos em propor



QUADRO 3 - Teores de aminodcidos no isolado cldssico, isolado contendo
cilcio, isolado contendo hexametafosfato ¢ isolado aquecido

orama de aminodcido/190 g de amostra

Amincdcido
Cléssico Calcio Hexametafosfato Agquecido
Lisina 5,42 4,87 5415 4,99
Histidina 2,88 2,52 2,81 2,61
Ambnia 1537 1425 1,26 1,19
Arginina Ssbb 5,00 5,06 5402
Ac. aspdrtico 7,94 %512 7,43 7,57
Treonina 2,74 2,63 2,72 2,61
Serina 4,20 3,82 4,04 4,00
£c. glutimico 13,45 12,16 12,78 12,93
Prolina 3,62 3,42 3,48 3,48
Glicina 2,68 2,63 2,59 2,54
Alanina 3,19 3,07 3,10 3,01
Cistina 0,56 0,57 0,33 2,55
Valina 3,14 3,06 2,98 3,35
Metionina 1,12 1,06 1,03 1,85
Isoleucina 2,89 2,72 2,73 2,78
Leucina 6,15 5,59 5,77 5,85
Tirosina 2,30 227 2,21 2,17
Fenilalanina 5,72 5,04 5,32 5,58

Triptofano 0,33 0,38 0,20 0,18




¢Oes 4timas, pressupondo-se de que esta prote{na tivesse uma utilizacgao
de 100% (56).

Pelo quadro &4 pode-se observar que O isoclado cldssico apresenta
teores mais elevados de isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina + tiro-
sina e valina. O isclado contendo hexametafosfato mostra teores mais eleva
dos de metionina + cistina = treonina. O isolado contendo cdicio sé apre-

senta teor mais elevado de triptofano.

n

Da comparagdo de uma proteina com a padrZo se estabelecem quai
os primeiros limitantes, pelos aminodcidos mais deficientes em relagdo ao
padrio. O "escore" quimico € definido pela relac3o do primeiro azinodciZo

limitante com o padrZo (23).

QUADRO &4 - Composigdo de aminodcidos essanciais 2o isolado cldssico, do
isolado contendo cdlcio, do isolads coatendo hexametaliosfato
e do isolado aquecido, em comparajdo com a proteina 2adrdo
da FAO/AHO, 1973.
me de arinodcido/g de nitros@aic
Aminodcido
*, ] -
Clédssico Calcio Hexametafosfato Aquecido FAC
Isoleucina 245,0 231,2 242,5 228,1 250
Leucina 521,9 437,17 3112 420,C L40
Lisina £690,0 %1341 456,2 4139,4 340
Metionina +
Cistina 142,5 138,7 143,1 132,5 220
Treonina 232,5 223,0 240,6 L 250
- -
Tri?tOxanO 28’1 33;3 18.1 1‘:53:* '33
Fenilalanina +
Tirosina 680,06 20,0 66,9 633,6 3290

Valina 266,3 250,0 264,4 250,0 310

38.
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Pelo quadro 5 pode-se observar que © isolado contendo cdlcio apre
sentou um escore de 55,5, considerado bom, se comparado ao do isolado agque
cido (24,0), do isolado contendo nexametafosfato (30,2), do isolado classi
co (46,8), do gliten de trigo (31,5), do milho (49,1), do guandu (42,3) e
considerado regular, se comparado ao do isolado protéicc da semente de mo-
ranga (64,1), do feijdo (54,1), 42 soja (73,6), da carne (101,0), do leite
(94,5) & do ovo (125,2).

QUADRO 5 - Escore quimico, aminodcidos limitantes 2 scma 2a porcentazem
aninodcidos essenciais (E/I%) dos isolados protéicos de zuandy,
&

Ui
do isolado protéico da semente de moranga (1PS¥), do gliten ge
trigo, do guandu, do milho, do feijdo, da soja, da carns, do

leite, do ovo e do padrdo FAC/WHC, 1973.

Escore 12 Limitante 22 Limitante 32 Limiteate E/T%

<
wn
Ll
o
la)
-
f
]

Cléssico 46,8 Trp Met + Cys Jal 41,2
Calcio 55,5 Trp Met + Cys Yal 33,2
Yexamatafosiato 30,2 Trp Mat + Cys Val 40,7
Aquecido 24,0 Trp Met + Jys Val 37,83
IPSH 54,1 Lys Thr - 45,0
Glditen de trigo 33 Lys Thr Yal 31,9
Guanadu™ 42,3 Yet + Cys Trp Yal 13,9
Milho* 49,1 Lys Trp Thr 40,2
Feijdo* 54y 1 Met + Cys Trp Val 37,9
Soja* 73,6 Met + Cys Thr Yal 19,4
Carne”™ 101,0 - - - 5541
Lejte™ 94,5 Met + Cys - - 47,2
Cvo* 125,2 - - - 52,3
FAO/73 100,0 - - - 35,0

* Fonte: FAO (27)

O quadro 5 nos permite verificar que nos isolados protéicos de

»

guandu o escore € de: 12 limitante, triptofano; 22 limitante, metio

i

1ina +

3
w3

cistina; 32 limitants, valina e isto dara para o isolado centendo calcio

L HIN
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um escore de 55,5, ou seja, ele &€ 457 limitante em relagdo a0 FAO/73. No
isolado protéico da semente de moranga © escore € de: 1° limitante, lisina;
22 limitante, treonina. No gliten de trigo o =score ¢ de: 19 limitante, 1i
sinaj 22 limitante, treonina; 42 limitante, valina. No guandu O escore é
de: 12 limitante, metionina + cistima, 22 limitante, triptofano; 32 limi-
tante, valina. No milho o escore ¢ de: 12 limitante, lisina; 22 limitante,
triptofano; 32 limitante, treoaina. No feijdo, o escore é de: 12 limitante,
metionina + cistinaj 2% limitante, triptofano; 32 limitante, valina. Na so

ja o escore ¢ de: 12 limitante, metionina ~* cistina; 22 limitsnte, trzonina;

0 padrio FAO/«HO, 1973 determira qu= a orotefna ideal Zeve apresen
tar uma soma de aminodcidos essenciais (E/T%) igual a 35% (28, 56). Por meis
do quadro 5 poda-ss observar que a soma da porcentagem de aminoacidos es
senciais (E/T7%) dos isolados protéicos de guaandu variou de 37,8 a 31,2,
apresentando-se superior a do gliten de trigo (31,9), do guandu (35,3), do
feijdo (37,9), da scja (39,4), do milho (40,2) e infericr, a da carne (4%4,7),
do IPSM (45,0), do leite (47,2) e do ovo {52,3)

De modo geral, a hidrolise dcica pode ser considerada como completa
embora provogue a destruigdo total de triptofano e destruigdo parcial de
cistina, serina e treonina por desaminagdo ¢ tarbém a desamidagdo completa
de asparagina e glutamina (avaliados pelo teor ds atdnia). A ocorrenciaz de

baixos teores de cistina decorrsu, provavelmente

.
B

destruig¢Zo do amino-

’

, . § P £, -~ -~ _ = .
icido durante a hidrdlise acida, uma vez que O mESTO nd0 101 previamente

oxidado com dcido perférmico (72). A hidrdélise enzimatica, por sua vez, foi
considerada como incempleta rendendo pepticdeos ao laZo de aminodcidos. A
ocorréncia de baixos tecores de triptofano se deve, orovavelmente, 2 hidrd

lise incompleta da proteina e das impurezas do jcido acético em virtud

(4]
(&9
'Y
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reagio de Hopkins-Cole conforme 2 técnica descrita por OPIENSKA-BLAUTH

et alli (54). A hidrdlise com icido p-tolueno sulfénico 3N na qual ndo sZo

sens{veis as perdas de triptofano (42), a reacio com xanthidrol em meio
clor{drico concentrado (23) e com p-dimetilamino-benzaldefdo (79) constity

em métodos alternativos para a determinagdo de triptofano.

4.3 Analise eletroforética

Os resultados apresentados na figura 1 sdo relativos ass tra-
tamentos dos isolados protéicos com duodecil sulfato de sédio (3DS) a 0,2%
e A-mercaptoetanol a 2%, mais aquecimento a 19C°C durante cinco minutos. A
concentragio total de acrilamida foi igual 2 12, 5%

Observam-se que todos isolados protéicos apresantaram s2is

bandas d= pesos moleculares da ordem de 75.900, 58.800, 32.700, 7.000,21123,

£5]

16.200 daltons. Estes resultados levam a conclusio de que as fragles de pe
sos moleculares de 53.600 e 52.700 sejam da fragdo 7 S do feijdo (67). GOPA
LA KRISHNA et alli (32) determinaram que a fragZo globulina do guandu era
formada por nove subunidades com pesos moleculares préximos a 67.000, 45.00C,
25,000, 17.800 = 12.420 daltons. A subunidade de maior peso molecular dos
isolados protéicos, provivelmente, seja glicoproteina devido esta impedir a
ligac3o de SD3 i cadeia polipepticdica (13).

Por meio da figura 2 pode se visualizar a curva-padrd> referen
te a mobilidade relativa versus o logaritmo do peso molecular da albumina
de soro bovino, ovalbumina, quimotripsinogénio A e ribonuclease A.

Uma possivel atuagfo dos agentes dissociantes seria que 3035

forma complexos com as proteinas, minimizando as difers=ngas de carga €

o ; ; - o .
forma. O tratamento a 100°C por 2 minutos intemsifica a ligajdo das cadeias
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FIGURA 1 Subunidades constituintes da proteina de Isolados Protéicos de Guandu

ame
ke

Amostras aquacidas contendo SDS e E-mercaptoetanol s3o mostradas

lado contendo

o

A. Isolado Cldssico, B. Isolado contendo Zalcio, C. 1Is

na. A concen-

U
=y

Hexametafosfato, D. Isolado Aquecido, E. Padrdes de Prote

tragio total de acrilamida foi igual a 12,5%.



Logaritmico do peso molecular
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FIGURA 2 - Curva padrao para determinacao do peso molecular dos DO
lipeptideos componentes de isolados proteicos de quandu.

A concentracdo total de acrilamida foi iqual a 12,5%



apolares da protefna com os radicais duodecil do detergente. SDS rompe as
pontes de hidrogénio; R-mercaptoetanol, as ligagGes dissulfidricas; uréia,
as ligag®=s hidrofdbicas.

Pela figura 3 pode-se visualizar duas bandas proeminentes de
pesos moleculares sréximos a 67.000 daltoas- A presenga de vdrias outras
bandas se deve, provavelmente, ao fato da proteina dissociar-se em sSuas
subunidades e desenrolar-se completamente em cada cadeia pollpeptfdica de -

vido a agdo desnaturante de SD5 combinado com uréia {1). Outro fator gque

(% 9

influenciou neste aspecto foi o codelo eletroforético conduzido em gue um
gel de poliacrilamida com gradiente de concentragdo aum2nlou consideravel-
mente o poder de resolugdo- A concentracdo total de acrilamida variou de
10 a 18%.

0 tratamento com 5J3 mais B-mercaptoetancl, da figura 4, apre-

sentou seis vandas bem delineadas devido a reducdo das ligagdes dissulff-

dricas e o poder de resolucdo que o gel apresenta.
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Pela figura 5 pode-se notar que 33 resultades

wm

satisfatdrios devido a difusdo dos inibidores de tripsina rno corante de
revelagio (30). Todavia, pbde s estimar o peso molecular destes jaibidera
coro sendo igual a 25.400 daltons. A concentragdo total <e icri

jgual a 12,5%.

Pelz figura & pode-se verificar um auments vertiginoso do poder

¢io do gel em gradiente de coacentragaos

HARA et alli (33) afirmaram que a soncentragdo de 303 utilizada
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sociag3o e separagdo destas subunidades.
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FIGURA 3 Subunidades constituintes da proteina de Isolados Protéicos de Guandu

Amostras aquecidas contendo SDS e uréia sio mostradas em: A. FadrSes de

Proteina, B. Isolado Cl4ssico, C- Isolado contendo Cdlcio, 2. l1solado

contendo Hexametafosfato, E. Isolado Aquecido. Amostras sem anuecimento

s3o mostradas em: F. Padrdes de Proteina, G. Isolaio Clédssico, H. Isola

do contendo Calcio, I. Isolado contendo Hexametafosfata, J« Isolado

Aquecido. A concentragio total de acrilamida variou de 10 a 13%.
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Subunidades constituintes da protefna de Isolados protéicos de Guandu

Amostras aquecidas contendo SDS e B-mercaptoetanol sdoc mostradas em:
A. Isolado Clissico, B. Isolado contendo Cdlcio, C. Isolado contendo
Hexametafosfato, D. Isolado Aquecido. A concentragdo total de acrilamida

variou de 10 a 18%.
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FIGUA 5

Inibidores de Tripsina componentes do Isolado Cldssico. Amostras aquecidas
contendo SO3 e @B-mercaptoetanol sdo mostradas em: A, B, C. Padrles de
Proteina sdo mostrados em: D,E,F. A concentragfo total de acrilamida

foi igual a 12,5%.
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Inibidores de Tripsina componentes do Isolado Cldssico. Amostra aquecida

contendo SDS e B-mercaptostanol foi aplicada em gel de poliacrilamida

com concentracdo de acrilamida variando d= 10 a 187.



4.4. Propriedades funcionais

4os4.1. Solubilidade

A solubilidade pode ser considerada como uma das mais im;ortantcs
propriedades funcionais de ingredientes orotéicos, porque outras proprieda
des como a viscosidade, a geleificagdo, a espumalidade, a capacidade de
emulsificagio e a estabilidade da emulsdo sdo diretacente dependentes da
interag3o da proteina com a dgua (86). Operacionalmente, a solubilidade
represanta a porcentagem de orotaina total retida no sobrenadante apds a
centrifugas3o de uma solugdo de proteina.

A figura 7 mostra graficamente os resultados das deterwminag¢daes <os
{ndices de solubilidade do isolado classico, variando-se o pH de 2,0 a 7,0
e em forgas idaicas correspondeates a 0, 0,05, 0,1 ¢ 1,04 de cloreto de
sddioe |

Obsarva-se em pH igual a 7,0 que o isolado cldssico apresentou-s2
mais soldvel em forga idnica de 0,05M d= clorzto de sddio porque a presenta

de {ons n3o comuns em baix

w

a concentrajfo decresce o valor do coeficients de
2 ~ X g i S
atividade dos fons protéicos, o que aumenta a concenlragao das proteinas em

solugdo, a fim de satisfazer o seu oroduto de solubilidade.

Ohserva-se em forca idnica 9, £,05 ¢ 2,1 de cloretc de s32io gue as
protefnas do isolado cldssico apresentaram-s¢ mends soldvel em pH 4,5 gue ¢

correspondente ao seu ponto iscalétrico porque, sendo nulas, neste pH, as

suas cargas liquidas, n3o existem repulsSes eletrostiticas intermolaculares
o que facilita a coalescéncia e precipitagdo das mesmas. Entretanto, em SoO-
lugdo 1,0¥ de cloreto de sédio o isolado cidssico foi mais sollvel na faixa
de pH compreendida entre 4,0 e 6,0 porque ions ado comuas exm alta concentra

¢3o ligam-se aos grupos positivos ca proteina.

49.
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FIGURA 7 - Curvas de solubilidade versus oH do isolado classico
H,0 (@), 0,051 NaCl (&), 0,1 1 hall (3),

1 MKaCl (@)
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De modo geral pode-se considerar que o comportamento da curva de
solubilidade do isolado classico, quando se varia o pH, € semelhante ao
comportamento de isolados protéicos de outras leguminosas tals como a soja
(34, 36, 46), do amendoim (47), do agafrZo (10) e da semente de moranga
(59).

Em face dos elevados {ndices de solubilidade apresentados em pH
4cido pode-se afirmar que o isolado clissico possui caractaristicas gque
possibilitam o seu aproveitamento na inddstria de sucos e babidas carbona
tadas.

A figura 8 representa graficamente oS {ndices de solubilidacde do
{solado coatando cdlcio em diversos valores de pi e forga ibdnica.

Observa-se que o isolado contendo cdicio foi mais sollvel em s2lu
¢do aquosa co que em solujBes a 3,05, 0,1 e 1,C0M de cloreto de sddio. Em
solucdo aquosa, os fons de cdlcio se ligam aos grupos positivos da protei
na promovendo efeitos protetores no ~aio (34). Acima <2 um certo valor da
concentragio salina, ocorre um decréscimo na solubilidacs da proteina, pro
vivelments, =m funcio da competigdo entre os ions e as noléculas protéicas
pela Hp0 de solvatagdo. Isto causa o dacréscimo na repulsdo entre as nolé-
culas de protefnas, agregagdc das mesmas e precipitagdo.

Pela figura 9 pode-se verificar que 0 isclado contendo hexametalos
fato foi completamente insoldvel em igua e em solugdes de cloreto ds sddic
a 0,05 e 0,1 na faixa de pH compreendida entre 2,0 2 5,0. Isto se deve,
provdvelmente, a forgas de atrag3o originadas em meio icido, entre zrupos
positivos da proteina e grupos fortemente anidaicos de hexametafosiato (30).
Todavia, em concentragio de 1,0M de cloreto de sédio, a solubilidale aumsn
ta devido a ligagdo de fons de sddio 2 proteinaz, minimizando as interajdes

proteina-hexametafosfato.
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Em pH 6,0 e forga idnica de 0,05 e 0,1 de cloreto de sddio, pode
se verificar que o isolado contendo hexametafosfato atingiu solubilidade
quase mxima devido a ligagdo de grupos anidnicos de fosfato as cadeias
polipeptidicas (82). Em meio bisico, a solubilidade foi ainda maior devido
o aumento da eletronegatividade liquida. Em forga inica de 1,0M de cloreto
de sédio, a solubilidade atingiu o {ndice de 83,1%.

A curva de solubilidade do isolado contendo haexametafosfato apresen
ta, dentro de certos limites, semelhante % do concentrado protéico de
tremogo (68).

Da figura 10 pode-se visualizar que o isolado aquscido apresentou

[y%]

{ndices de solubilidacde versus pi e forga idmica variando de 2,5 a 13,2%.
Isto se deve, provivelmente, 2 ocorréncia de um processo de desnaturatdo

até um ponto de coazulagZo das ~oléculas de protefnas (30).
4.4.2. Capacidade de emulsificagdo

A habilidade das protefnas formarem emulsSes com 4leos & zorduras
em sistemas alimenticios é extremamente importante quando da sua aplicazdo
em produtos cdrneos, maionese € coberturas de saladas. A capacidade de for
mar emulsBes de uma proteina depende da diminuigdo da tenso interfacial
dos componentes nidrof{licos e hidrofébicos dos alimentos (40).

A figura 11 representa graficamente 05 resultados das cetertinagles
da capacidade de emulsificagdo dos quatro isolados protéicos Ze guaadu, em
valores de pH variando de 4,0 a 7,0 e concentrajio idnica 3 0,2M de cloreto
de sddio-

lcio apresen

(139

Observa-se que o isolado cldssico e isolado contendo ¢

tam majores indices de capacidade de emulsificagdo do que © isolado contendo
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hexaretafosfato e isolado aquecido exceto em pH 4,0 em que o isolado conten
do calcio apresentou menor {ndice de capacidade de emulsificagdo do que os
demais isolados.

A capacidade de emulsificagdo de isclados protéicos de guandu em
pH 7,0 e forga ibnica de 0,24 de cloreto de sddio quando dez miligramas de
protefna foram capazes de emulsionar até 92,1 gramas de &leo € notadamente
superior a dos isolados protéicos da soja (36), 2o feijso (70), da aveia
(96), da alfafa (91) e da semente de moranga {59).

A figura 12 apresenta o sistema utilizado para 2 determinat3o da
capacidade de emulsificagdo cuja cedida € baseada no principio de jue a
resisténcia elétrica do meio aumenta vertiginosamente quando hd inversdo

I
da fase continua.

4.5. Analise antinutric

P
Q
=
(4]
[

4.5.1. Atividade uredtica

{dentificaado-a, sem sombra de dévida, come uma protefna.
enzima a ser isolada. Ocorre ex alta concentras:

4

. - 4 s [ . i - it i 1 .:-' .
na soja e feijio de porco (tanava’ld ensiformis L. 2.C4)

A atividade uredtica referente % inativaco de fatores antinutri-
ciomais foi estabelecida por MCNAUGHTON (45) como ¢ {ndice corresponcente
% mudanga de pH de 0,15.

Pelo quadro & pode-se verificar que a atividale ureatica do iso:id
do aquecido (0,12) foi relativamente menor que 4 doc isola

1 - 2 { P | 3 144 S o conr ey
(0,63), do isolado contendo waxametafosfato {2,15) e de isalalo cldssico

(2,31). Esta diferenga s¢ deve, principalmente, a variagdc a3s proc2ssos de
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FIGURA 12 - Sistema utilizado nara a determinacao da canacidade de

emulsificacao. Peservatorio de oleo (1), 100 ml de so_

lugo NaC1 0,2 M (2), Isolado contendo 10 ma de noro-
teina (3), Ohrimetro (4), Agitador mecanico com rota-

cio em r.p.m. (5), Cronometro.
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QUADRO 6 - Atividade uredtica do isolado cldssico, do isolado contendo
cdlcio, do isolado contendo haxametafosfa:o e do isolado

aquecido.

Isolado Protéico Atividade Ureética
Isolado cldssico 2:31
Isolado contendo cdlcio 0,82
Isolado contendo hexametafosfato 2,15
Isolado aguecido 9,12

obtengdo dos isolados orotéicos a qual promoveu a inativaj3o total Ze

1~
tCi0

Tedw

urease do isolado aguecido, inativatdo parcial do issiads contenad ¢

(69

e n3o inativagdos do isolado cléssico 2 do isolado coatendo hexaretafosiato.
“Observa-se que o isolado agquacido apreseniou Jm
c

. . . e - — UANE £ W
de uredtica inferior a 0,15, o jue esta de acordn com 2ANZR & Moo

i H 3 = -~z Ay msm® PR K ~
observaram para a Sdja, & inativagao rotal ca urease Jurante a aqueliments

r

e i | bowa e i Erdi
2 90°C (7). O isolado contendd cdlcio, por Sua vsz, apreseatou um iadice
3 -~
préximo ao da rolerdacia, podendo-se concluir que a Sreass ficou no sobre

2 A% M Ao 3} 1 feping Sas ¢ g i R Sl
nadante duraate a etapa de precipitagao isoelé-rica das proteinas. Vs <
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—ais isolados apresentaram precipitatao virtualmenate completa d25%3 RTINS

4.5.2. Atividade antitri
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tdos em dietas ss ndo causam inibigao completa do crescimento a0 animdd ex
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perimental, retardam o mesmo- Toram READ HAAS, em 1333, ©
3 3 - ia ra~ata can-d
conheceram a presenga d2 inibidores de tripsina sm material vegstal, sendd

relatada a inibigdo da capacidade de tripsina em liquafazer a gelatina juan



do na presenga de extrato aquoso de soja- Esta fragio responsdvel por
este efeito foi isolada e cristalizada por KUNITZ a partir da proteina da

farinha de soja crua.

Do quadro 7 pode-se observar que 2 atividade antitriptica do iso-

60.

lado contendo calcio (16,13) foi relativamente menor qus a do isolado aqueci

do (24,17), do isolado cldssico (26,10) e do isolado contendo hexametafos

fato (47,16). Esta diferenga se deve, provdvelmente, 32 varia

(V0]

do na recupe
rajio de protefnas durante 2 etapa de precipitag3o isoelétrica na shtengdo
dos isolados protéicos.

QUADRO 7 - Atividade antitriptica do i{solado cldssico, do isolado coatendo
calcio, do isolado coatendo hexametafosfato e do isolado

aquecido.
Isolado Protéico Atividade Antitriptica
Isolado cldssico 26,10
Isolado contendo cdlcio 16,13
1solado contenco hexametatosfato 57,15
Isolado aquecido 24,17

Observa-se para o isolado aquacido que © agueciTento utilizado ndo
foi suficiente para reduzir suhstancialmente o nivel Jos inibidores de
tripsina. BAKER & NUSTAXAS (7) obssrvaram o primeiro decréscimo destes
inibidoras na soja 2 temperatura de 320C ., Para efeitos comparativos, pres
supbe-se que 0S inibidores foram totalmente scldveis quanco da precipita-
¢do do isolado contendo cdlcio, parcialmente soluveis na do isolado clas

sico & do isolado aquescido e insolGvel na do isolado conzendo hexametalos



fato. Comparando-se os indices de atividade antitrfptica dos isolados

protéicos de guandu que variaram de 16,13 a 47,16, com diversas varis

dades de soja, estudadas por PORTELA (61), cujos {ndices varia

-
.

amn de

280,9 a 627,2, pode-se verificar que os teores de inibidores de trip-

sina de isolados protéicos de guandu sZo significativare

aos da soja-

Os cdlculos relativos a determinacdo 2
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infericres
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tica dos quatro isolados protédicos de guandu estdo apresantalos ass

quadros de 3A a 6A do apéandice. Uma unidade de *ri

’ £ - .
trarianznte definida como um incremento de 2,01 uanidad
sob as condigSes do zeste.

4.5.3. Isolamento de inibidores de tripsina
Por meio da figura 13 pode-se ohbsarvar i 3

» 3 - - 3 * 3 = .

grafica dos inibidores de tripsina quando aplicsu-ss 2

srotefna através de uma coluna de afinidade. U pic
fracdo de inibidores, estd localizadc a direita <2

£ilizado desta fragdc, represantou aproximadaments

1ds

isolado cldssico. Na soja, € sabida, que os inibi
sresentam por volta, de 5% da proteirna dos quais z
res de tripsina. Nos isolados protéicos de zuandy,

Sresentes em baixa coacentrajio.

A separajio cromatogrdfica dos inibidore

bte

qualitativamente, excelente e, guintitativameate,

cessidade da aplicag3o de maiores guantidades de amo
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FIGURA 3 - Separacdao cromatografica do inibidor de tripsina de guandu
Coluna: agarose-tripsina. Amostra: solucao a 1% do isolado
classico. Seta: troca de tampao TRIS pH 8 para TRIS pH 2





