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5.1 INTRODUCAO

As proteinas desempenham um papel central nos sistemas
biolégicos. Embora a informacdo da evolu¢ado e da organiza-
¢do bioldgica das células esteja contida no DNA, as enzimas
realizam, de forma exclusiva, os processos quimicos e biold-
gicos que sustentam a vida da(o) célula/organismo. Milhares
de enzimas foram descobertas. Cada uma delas catalisa uma
reacdo bioldgica bem especifica nas células. Além de fun-
cionarem como enzimas, as proteinas (como coldgeno, que-
ratina, elastina, etc.) também funcionam como componentes
estruturais das células e dos organismos complexos. A diver-
sidade funcional das proteinas resulta essencialmente de sua
composic¢io quimica.

As proteinas sdo polimeros complexos, compostos por
21 aminodcidos diferentes. Os componentes sdo ligados por
meio de ligagdes amida substituidas. Diferente das ligagdes
glicosidicas e fosfodiéster em polissacarideos e dcidos nu-
cleicos, respectivamente, a ligacdo amida em proteinas tem
um carater parcial de ligacdo dupla, o que ressalta ainda
mais a complexidade estrutural dos polimeros proteicos.
As intimeras funcdes bioldgicas desempenhadas por protei-
nas nao poderiam ser possiveis sem a complexidade de sua
composi¢do, o que dd origem a diversas formas estruturais
tridimensionais, com diferentes fungdes bioldgicas. Para de-

monstrar sua importancia biolégica, essas macromoléculas
foram chamadas de proteinas, nome que deriva da palavra
grega proteois, que significa o primeiro tipo.

Em nivel elementar, as proteinas contém em base m/m
50-55% de carbono, 6-7% de hidrogénio, 20-23% de oxigé-
nio, 12-19% de nitrogénio e 0,2-3,0% de enxofre. A sintese
proteica ocorre nos ribossomos. Depois da sintese, enzimas
citoplasmaticas modificam alguns constituintes dos ami-
noacidos. Isso muda a composic¢do elementar de algumas
proteinas. As que ndo sdo modificadas enzimaticamente
nas células sdo chamadas homoproteinas, e as que sdo mo-
dificadas ou complexadas com componentes ndo proteicos
sdo chamadas proteinas conjugadas ou heteroproteinas. Os
componentes ndo proteicos costumam ser chamados de gru-
pos prostéticos. Exemplos de proteinas conjugadas incluem
nucleoproteinas (ribossomos), glicoproteinas (ovoalbumi-
na e x-caseina), fosfoproteinas (o e B-caseinas, quinases
e fosforilases), lipoproteinas (proteinas da gema do ovo e
vdrias proteinas plasmaticas) e metaloproteinas (hemoglobi-
na, mioglobina e varias enzimas). As glico- e fosfoproteinas
contém carboidratos e grupos fosfato em ligagdo covalente,
respectivamente, enquanto as outras proteinas conjugadas
sdo complexos ndo covalentes que contém acidos nucleicos,
lipideos e ions metalicos. Esses complexos podem ser disso-
ciados sob condigdes apropriadas.

As proteinas também podem ser classificadas de acordo
com sua organizacao estrutural aparente. Desse modo, pro-
teinas globulares sdo as que existem em formas esféricas
ou elipsoidais, resultantes do dobramento das cadeias po-
lipeptidicas sobre si mesmas. Por outro lado, as proteinas
fibrosas sdo moléculas em forma de bastonete (rod-shaped)
que contém cadeias polipeptidicas lineares torcidas (p. ex.,
tropomiosina, coldgeno, queratina e elastina). As protei-
nas fibrosas também podem ser formadas como resultado
de agregacdo linear de pequenas proteinas globulares, por
exemplo, actina e fibrina. A maioria das enzimas sao protei-
nas globulares, sendo que as proteinas fibrosas funcionam
invariavelmente como proteinas estruturais.

As proteinas podem ser categorizadas, conforme sua fun-
¢do bioldgica, como catalisadores enzimdticos, proteinas es-
truturais, proteinas contrdteis (miosina, actina e tubulina),
hormoénios (insulina e hormonio do crescimento), proteinas
transportadoras (albumina sérica, transferrina e hemoglobi-
na), anticorpos (imunoglobulinas), proteinas de armazena-
mento (albumina do ovo e proteinas dos graos) e proteinas
protetoras (toxinas e alérgenos). As proteinas de armazena-
mento sdo encontradas principalmente em ovos e sementes
de plantas. Essas proteinas agem como fontes de nitrogénio
e de aminodcidos para a germinacdo de sementes e embrides.
As proteinas protetoras fazem parte do mecanismo de defesa
para a sobrevivéncia de alguns microrganismos e animais.

Todas as proteinas sdo essencialmente compostas dos
mesmos 20 aminodcidos primdrios; entretanto, algumas nao
contém todos os 20. As diferencas de estrutura e funcao dos
milhares de proteinas surgem a partir do fato de que os ami-
nodcidos sdo ligados entre si por meio de ligacdes amida.
Literalmente, bilhdes de proteinas com propriedades tinicas
podem ser sintetizadas pela altera¢do da sequéncia de ami-
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nodcidos, do tipo e da propor¢do dos aminoacidos e do com-
primento da cadeia dos polipeptideos.

Todas as proteinas biologicamente produzidas podem ser
usadas como proteinas alimentares. Entretanto, para efei-
tos praticos, as proteinas alimentares podem ser definidas
como aquelas que apresentam facil digestdo, sdo atdxicas,
adequadas no aspecto nutricional, funcionalmente utiliza-
veis em produtos alimenticios, disponiveis em abundancia
e cultivdveis por agricultura sustentdvel. O leite, as carnes
(incluindo peixe e aves), 0s 0vos, 0s cereais, as leguminosas
e as oleaginosas tém sido as principais fontes de proteinas
alimentares utilizadas. Elas s@o proteinas de armazenamento
em tecidos animais e vegetais, agindo como fonte de nitro-
génio para o crescimento embriondrio. Entretanto, devido ao
aumento crescente da populacdo mundial, fontes ndo tradi-
cionais de protefnas para a alimentagdo humana precisam ser
desenvolvidas para atendimento a demandas futuras. No en-
tanto, a adequagdo dessas novas fontes de protefnas para uso
em alimentos depende de seu custo e de sua capacidade de
cumprir a fun¢do normal dos ingredientes proteicos tanto de
alimentos processados como dos preparados em casa.

As propriedades funcionais das proteinas nos alimentos
estdo relacionadas a suas caracteristicas estruturais e outras
caracteristicas fisico-quimicas. A compreensdo fundamental
das propriedades fisicas, quimicas, nutricionais e funcionais
das proteinas e as mudangas que essas propriedades sofrem
durante o processamento € essencial quando se quer melhorar
o desempenho das proteinas presentes em alimentos e quan-
do se desejam fontes proteicas novas ou menos dispendiosas
para competir com proteinas alimentares tradicionais.

5.2 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS
DOS AMINOACIDOS

5.2.1 Propriedades gerais

5.2.1.1

Os a-aminodcidos s@o as unidades estruturais bdsicas das pro-
tefnas. Esses aminodcidos consistem de um atomo de carbono
« ligado covalentemente a um dtomo de hidrogénio, um grupo
amino, um grupo carboxilico e um grupo R de cadeia lateral.

Estrutura e classificacao

i
NH, —Cla—COOH
R 5.1

As protefnas naturais contém até 21 aminodcidos prima-
rios diferentes ligados entre si por meio de ligagdes amida. O
21° e mais novo aminodcido, que foi reconhecido como ami-
noacido natural € a selenocisteina [12]. Esses aminoacidos
diferem apenas na natureza quimica do grupo R de cadeia
lateral (Figura 5.1). As propriedades fisico-quimicas dos
aminodcidos, como carga liquida, solubilidade, reatividade
quimica e potencial de ligagdo com hidrogénio, sao depen-
dentes da natureza quimica do grupo R.

Os aminodcidos listados na Figura 5.1 possuem cédigos
genéticos, incluindo a selenocisteina. Ou seja, cada um dos

aminodcidos possui um -RNA especifico que traduz a infor-
macdo genética do m-RNA, em uma sequéncia de aminoa-
cidos, durante a sintese proteica. Além dos 21 aminoacidos
primdrios listados na Figura 5.1, vérias proteinas também
contém outros tipos de aminodcidos, os quais sdo derivados
dos aminodcidos primdrios. Os aminodcidos derivados sao
aminodcidos de ligacdes cruzadas ou derivados simples de
aminodcidos especificos. As proteinas que contém amino-
acidos derivados sdo chamadas de proteinas conjugadas. A
cisteina, que € encontrada na maioria das proteinas, € um
bom exemplo de aminodcido de ligacdo cruzada. Outros
aminodcidos de ligagdo cruzada, como desmosina, isodes-
mosina, di e tritirosina, sdo encontrados em proteinas estru-
turais como a elastina e a resilina. Varios derivados simples
de aminodcidos sdo encontrados em diversas proteinas. Por
exemplo, 4-hidroxiprolina e 5-hidroxilisina sdo encontradas
no coldgeno. Esses derivados resultam de uma modifica¢do
pos-translacional durante a maturacio da fibra do coldageno.
A fosfosserina e a fosfotreonina sdo encontradas em diversas
proteinas, incluindo as caseinas. A N-metil-lisina € encon-
trada na miosina e o y-carboxiglutamato é encontrado em
vdrios fatores de coagulacdo do sangue e proteinas de liga-
¢a0 ao célcio:

eelen
H, N—|C—H
CH Cco0™
o e
?H—OH HyC N /CH2
T o
NH3* OH

Hidroxilisina Hidroxiprolina

eelem
H, N—é—H ?OO—
CH, "HyN—C—H
CH %Hz
gelele \coo‘ PO

y-carboxiglutamato Fosfosserina

(5.2)

5.2.1.2 Estereoquimica dos aminodcidos

Com exceg¢do da Gly, o dtomo de carbono « de todos os ami-
nodcidos € assimétrico, o que significa que quatro diferentes
grupos sdo anexados a ele. Em decorréncia desse centro as-
simétrico, os aminodcidos exibem atividade Optica, ou seja,
eles giram o plano de luz polarizada linearmente. Além do
atomo de carbono « assimétrico, os tomos de carbono S da
Ile e da Thr também sdo assimétricos, sendo assim, tanto a
Ile como a Thr podem existir em quatro formas enantiomé-
ricas. Entre os aminodcidos derivados, a hidroxiprolina e a
hidroxilisina também contém dois carbonos centrais assimé-
tricos. Todas as proteinas encontradas na natureza contém
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Aminodcidos alifaticos
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‘C007 ‘C007 ‘C007 COO ‘C007 $007
\
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\
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UUG AUC
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Aminodacidos aromaticos Aminodcidos bdsicos
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(\:OOﬁ (\:OOﬁ (\jOOf (\jOOf $007 $007
"H, N—C—n "H, N—CH +H}N—‘C—H H, N—C—h +H3N*$*H H, N—C—H
CH, CH, CH, ((‘:H2)4 (C‘H2)3 CH>
+
X H,N NH
3 . / N
NH (‘j:NHZ /
OH H,N HN
Uuu AUA UGG AAA AGA CAU
UucC UAC AAG AGG CAC
CG(N)
Aminodcidos acidos Aminodcidos com grupo amida
Acido aspartico  Acido glutimico Asparagina Glutamina
(Asp, D) (Glu, E) (Asn, N) (Gln, Q)
dolom COO™ lCOO_ ?OO_
| | + +
"H,N—C—H "H,N—C—H HN—C—H HN—C—H
i T " i
coo™ |CH2 C= ?Hz
COO ™ kHz C|=O
CAC N,
GAA ;\28 CAA
GAG CAG
Aminoacidos hidroxilados Aminoacidos sulfurados
Serina Treonina Cisteina Metionina Selenocisteina
(Ser, S) (Thr, T) (Cys, C) (Met, M) (SeCys)
CcCOO™ cCOO™ (liOO_ ?OO_ ?OO_
I I
HN—C—H  "H,;N—C—H H, N=C—H +H3N—(|?—H +H3N—|C—H
?Hz H—|C—OH ?Hz ?H2 ICHz
OH CH; SH (|ZH2 SeH
i
UGA
AGU AC(N) uGU CHs
AGC UGC
AUG

FIGURA 5.1 «-Aminodcidos primarios ocorrentes em proteinas. Os cédigos de trés letras e de uma letra dos aminoacidos sdo apresen-
tados dentro dos parénteses. Os cddons mRNA para os aminoacidos também sdo apresentados para cada aminodcido.
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apenas L-aminodcidos. Convencionalmente, os enantidme-
ros L e D sdo representados como:

COOH COOH

o
H— C_NHZ H2N_ Ca_H

D-aminoacido L-aminoacido

(5.3)

Essa nomenclatura se baseia nas configuragdes do D- e
do L-gliceraldeido e ndo na direcdo real da rotagdo da luz
polarizada linearmente. Ou seja, a configuracdo L ndo se re-
fere a rotag@o levogira como no caso do L-gliceraldeido. Na
realidade a maioria dos L-aminoacidos sdo dextrorrotatorios
e ndo levorrotatdrios.

5.2.1.3 Propriedades dcido-bdasicas
dos aminoacidos

Como os aminodcidos contém um grupo carboxilico (4cido)
e um grupo amino (bdsico), eles se comportam tanto como
dcidos quanto como bases, ou seja, eles sdo anfolitos. Por
exemplo, Gly, o mais simples de todos os aminodcidos, pode
existir em trés diferentes estados ionizados, dependendo do
pH da solucio.

Em pH préximo ao neutro, tanto os grupos ¢-amino
como os a-carboxilicos sdo ionizados e a molécula trata-
-se de um Jon dipolar ou zwitterion. O pH no qual o fon di-
polar € eletricamente neutro é chamado de ponto isoelétrico
(pD). Quando o zwitterion € titulado com um &cido, o grupo
COQO' torna-se protonado. O pH no qual as concentragdes
de COO" e COOH sdo iguais € conhecido como pK,, (i.e.,
logaritmo negativo da constante de dissociacdo acida K,).
Da mesma forma, quando o zwitterion € titulado com uma
base, o grupo NH; torna-se desprotonado. Como antes, o pH
no qual [NH;] = [NH,] € conhecido como pK,. Uma curva
de titulagdo eletrométrica tipica para um aminoécido dipo-
lar € apresentada na Figura 5.2. Além dos grupos ¢-amino e
a-carboxilico, as cadeias laterais de Lys, Arg, His, Asp, Glu,
Cys e Tyr também contém grupos ionizaveis. Os valores do
pK, de todos os grupos ionizdveis nos aminodcidos sdo for-
necidos pela Tabela 5.1. Os pontos isoelétricos dos aminod-
cidos podem ser estimados a partir de seus valores de pK,,,
pK,, e pK,;, usando-se as seguintes expressoes:

Para aminodcidos sem cadeia lateral carregada,
pl = (pK,; + pKy»)/2

Para aminodcidos 4cidos, pI = (pK,; + pKy3)/2, e
Para aminodcidos basicos, pI = (pK,» + pK,3)/2

Os subscritos 1, 2 e 3 referem-se aos grupos a-carboxilico,
«-amino e aos grupos ionizdveis da cadeia lateral, respecti-
vamente.

Nas proteinas, o «-COOH de um aminodcido € acopla-
do covalentemente ao «-NH, do préximo aminodcido por
meio de uma ligagdo amida, desse modo, os tinicos grupos
ionizdveis das proteinas sdo os grupos amino N-terminais,
o grupo carboxilico C-terminal e os grupos ionizaveis das
cadeias laterais. O pK, dos grupos ionizaveis das proteinas
¢é diferente do encontrado em aminoacidos livres (Tabela
5.2). Mudangas significativas nos valores do pK, das pro-

0,8
0,6
0,4

0,2

Equivalentes de NaOH

0,2
0,4
~ pkj
0,6

0,8

Equivalentes de HCI

)

Ponto isoelétrico

1,0

FIGURA 5.2 Curva de titulagdo de um aminodcido tipico.
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TABELA 5.1 Propriedades de grupos ionizdveis em aminodcidos livres a 25°C
PKa1 PKa2 P,
Aminodcido ®(—COOH) ‘(—NH;’) (cadeia lateral) pl
Alanina 2,34 9,69 - 6,00
Arginina 2,17 9,04 12,48 10,76
Asparagina 2,02 8,80 - 5,41
Acido aspartico 1,88 9,60 3,65 2,77
Cisteina 1,96 10,28 8,18 5,07
Glutamina 2,17 9,13 - 5,65
Acido glutimico 2,19 9,67 4,25 3,22
Glicina 2,34 9,60 - 5,98
Histidina 1,82 9,17 6,00 7,59
Isoleucina 2,36 9,68 - 6,02
Leucina 2,30 9,60 - 5,98
Lisina 2,18 8,95 10,53 9,74
Metionina 2,28 9,21 - 5,74
Fenilalanina 1,83 9,13 - 5,48
Prolina 1,94 10,60 - 6,30
Serina 2,20 9,15 - 5,68
Treonina 2,21 9,15 - 5,68
Triptofano 2,38 9,39 - 5,89
Tirosina 2,20 9,11 10,07 5,66
Valina 2,32 9,62 - 5,96
TABELA 5.2 Valores médios de pK, dos grupos ionizaveis em proteinas
Grupo ionizavel pk, Forma acida «— Forma basica
COOH terminal 3,75 —COOH<«— —COO™
NH, terminal 7,8 —NH;‘ <« —NH,
COOH da cadeia lateral (Glu, Asp) 4,6 —COOH<«— —COO—
NH, da cadeia lateral 10,2 —NH} «— —NH,
| |
CH, CH,
Imidazdlico 7,0 %\/NHJf «—> = /N
Hn—/ N

Sulfidrila 8,8 —SH «— =S~

| I

CH, CH,
Fendlico 9,6 «—>

OH O

*NH, NH
Guanidil >12 Il “«—> Il
NH—C —NH, —NH — C—NH,

tefnas, em comparagdo aos aminodcidos livres, estdo rela-
cionadas a alteracdo nos ambientes dielétrico e eletrdnico
desses grupos nas proteinas. (Essa propriedade € importan-
te nas enzimas.)

O grau de ionizagdo de um grupo em qualquer pH de
solucdo dado pode ser determinado pelo uso da equacdo de
Henderson—Hasselbach:

base conjugada
pH=pKa+log[ Jugadal

[dcido conjugado] (5.5)

A carga liquida de uma proteina em um determinado
pH pode ser estimada por meio da determinagdo do grau de
ionizacgdo dos grupos ionizdveis individuais usando-se essa
equacdo e, em seguida, somando-se o ndmero total de cargas
negativas e positivas.

Os aminoécidos podem ser classificados em vdrias cate-
gorias com base na natureza da interacdo da cadeia lateral
com a dgua. Aminodcidos com cadeias laterais aliféticas (Ala,
Ile, Leu, Met, Pro e Val) e aromadticas (Phe, Trp e Tyr) sdo
hidrofébicos e, por isso, eles exibem solubilidade limitada
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em agua (Tabela 5.3). Os aminodcidos polares (hidrofilicos)
sdo completamente soltiveis em dgua, sendo carregados (Arg,
Asp, Glu, His e Lys) ou sem carga (Ser, Thr, Asn, Gln, e Cys).
As cadeias laterais da Arg e da Lys contém grupos guanidil
e amino, respectivamente, e desse modo, sdo carregados de
modo positivo (bdsicos), em pH neutro. O grupo imidazélico
da His € basico em estado natural. Entretanto, em pH neutro,
sua carga liquida € apenas um pouco positiva. As cadeias la-
terais dos 4cidos Asp e Glu contém um grupo carboxilico.
Esses aminodcidos apresentam uma carga liquida negativa,
em pH neutro. Tanto os aminodcidos bdsicos como os dcidos
sdo fortemente hidrofilicos. A carga liquida de uma proteina
em condicdes fisiologicas depende dos nimeros relativos de
residuos 4cidos e basicos dos aminodcidos contidos nela.

As polaridades de aminodcidos neutros sem carga Si-
tuam-se entre as polaridades dos aminodcidos hidrofébicos
e as dos carregados. A natureza polar da Ser e da Thr € atri-
buida ao grupo hidroxila que € capaz de ligar o hidrogénio
a dgua. Como a Tyr também contém um grupo fendlico io-
nizdvel que se ioniza em pH alcalino, ela também € consi-
derada um aminodcido polar. Entretanto, com base em suas
caracteristicas de solubilidade em pH neutro, ela deveria
ser considerada como um aminodcido hidrofébico. O grupo
amida da Asn e da Gln € capaz de interagir com a dgua por
meio de pontes de hidrogénio. Quando ocorre hidrélise 4ci-
da ou alcalina, o grupo amida da Asn e da Gln € convertido
em grupo carboxilico com liberacdo de amdnia. A maioria
dos residuos de Cys em proteinas existe como cistina, que €
um dimero Cys produzido pela oxidacdo de grupos tiol para
formar uma ligagao cruzada dissulfeto.

TABELA 5.3 Propriedades dos aminoacidos a 25°C

A prolina € um aminoécido impar, pois € o Unico imi-
nodcido das proteinas. Na prolina, a cadeia lateral propil &
ligada covalentemente tanto ao dtomo de carbono « como ao
grupo a-amina, formando uma estrutura de anel pirrolidina.

5.2.1.4 Hidrofobicidade dos aminodcidos

Um dos principais fatores que afetam as propriedades fisi-
co-quimicas de proteinas e peptideos, tais como estrutura,
solubilidade, propriedade de ligacdo a lipideos, etc., € a hi-
drofobicidade dos residuos de aminodcidos constituintes. A
hidrofobicidade pode ser definida como o excesso de energia
livre de um soluto dissolvido em dgua em comparacdo ao de
um solvente organico sob condigdes similares. A forma mais
simples e direta de se estimar a hidrofobicidade das cadeias la-
terais dos aminodcidos se d4 por meio da determinacdo expe-
rimental das alteragdes de energia livre para a dissolugdo das
cadeias laterais dos aminodcidos em dgua e em um solvente
organico, como o octanol ou o etanol. O potencial quimico de
um aminodcido dissolvido em dgua pode ser expresso por:

UaAw = Haaw T RT Inyaa wCaaw (5.6)

onde /43 5 € 0 potencial quimico padrdo do aminodcido na
solucao aquosa, yaa € o coeficiente de atividade, Caa € a
concentracdo, T € a temperatura absoluta e R € a constante
dos gases. Do mesmo modo, o potencial quimico de um ami-
nodcido dissolvido em um solvente organico, por exemplo,
octanol, pode ser expresso como

MAA oct = MZA,oct + RT In yaa,oct CAA oct (5.7

Hidrofobicidade (kcal/mol)®

Aminoacido Peso molecular Volume do residuo A>  Area do residuo A>  Solubilidade (g/L) (AGtOr)
Ala 89,1 89 115 167,2 0,4
Arg 174,2 173 225 855,6 -1,4
Asn 132,1 111 150 28,5 -0,8
Asp 133,1 114 160 5,0 -1,1
Cys 121,1 109 135 - 2,1
Gin 146,1 144 180 7,2 (37°C) -0,3
Glu 147,1 138 190 8,5 -0,9
Gly 75,1 60 75 249,9 0
His 155,2 153 195 - 0,2
lle 131,2 167 175 34,5 2,5
Leu 131,2 167 170 21,7 2,3
Lys 146,2 169 200 739,0 -1,4
Met 149,2 163 185 56,2 1,7
Phe 165,2 190 210 27,6 2,4
Pro 115,1 113 145 620,0 1,0
Ser 105,1 89 115 422,0 -0,1
Thr 119,1 116 140 13,2 0,4
Trp 204,2 228 255 13,6 3,1
Tyr 181,2 194 230 0,4 1,3
Val 117,1 140 155 58,1 1,7

“Os valores de AG sdo relativos a glicina e estao baseados nos coeficientes de distribuigao (K.,) da cadeia lateral entre 1-octanol e dgua [41].
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Em solugdes saturadas, nas quais Caa.w € CAA oct F€presen-
tam as solubilidades em dgua e octanol, respectivamente, os
potenciais quimicos do aminodcido em dgua e octanol sdo os
mesmos, isto €,

HAAw = ILAA oct (5.8)
Logo
Kaaoct T RT In yaa oct CaAoct =
Haaw T RTInyaaw Canw (5.9)

A quantidade (A w—/42 ue representa a diferenca
AA,wW AA,oct
entre os potenciais quimicos padrdo decorrente da interacao
do aminodcido com o octanol e com a dgua, pode ser definida
T 0 A

como a mydanga da energia livre (A GmocHw) de transferén-
cia do aminodcido do octanol para a 4gua. Desse modo, su-
pondo-se que a proporg¢do entre os coeficientes de atividade
seja um, a equagao supracitada pode ser expressa como

AGY

tr,(oct—>w) — —RT In(Saa,W/SAA oct) (5.10)

onde SAA oct € SaA,w representam as solubilidades do amino-
acido no octanol e na dgua, respectivamente.

Como ocorre com todos os outros parametros termodina-
micos, AG?r € uma funcao aditiva. Isto €, se uma molécula
tem dois grupos, A e B, atraidos covalentemente, o AG?r de
transferéncia de um solvente para outro € a soma das mu-
dancas de energia livre para a transferéncia dos grupos A e
B. Isto €,

0 0 0
AGtr,AB = AGtr,A + AGyp (5.11)

A mesma légica pode ser aplicada a transferéncia de um
aminodcido do octanol para a 4gua. Por exemplo, a Val pode
ser considerada um derivado da Gly com uma cadeia lateral
isopropil no dtomo de carbono «.

?OO_

(5.12)

3,51
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0 .

Hidrofobicidade

A mudanga de energia livre de transferéncia da valina do
octanol para a dgua pode entdo ser considerada como:

0 _ 0 0

AGy vy = AGy gy + AG,

r,cadeia lateral

(5.13)

ou

AG?

tr,cadeia lateral

1= AG?r,Val - AG?r,Gly (5.14)

Em outras palavras, a hidrofobicidade das cadeias late-
rais dos aminodcidos pode ser determinada subtraindo-se
AGy ry de AGy vy

Os valores da hidrofobicidade das cadeias laterais dos
aminodcidos obtidos dessa forma sdo fornecidos pela na
Tabela 5.3. As cadeias com grandes valores positivos de
AG?r sdo hidrofébicas; elas preferem estar em fases orga-
nicas em detrimento de fases aquosas. Em proteinas, es-
ses residuos tendem a se localizar no interior da proteina,
onde a polaridade do ambiente € similar a da fase orgéni-
ca. Os residuos de aminoacidos com valores negativos de
AG?r sdo hidrofilicos, sendo que esses residuos costumam
localizar-se na superficie das moléculas proteicas. A hidro-
fobicidade dos residuos ndo polares estd correlacionada li-
nearmente a sua drea de superficie, como demonstrado na
Figura 5.3.

5.2.1.5 Propriedades dpticas dos
aminodcidos

Os aminodcidos aromdticos Trp, Tyr e Phe absorvem luz na
regido préxima do ultravioleta (250-300 nm). Além disso,
Trp e Tyr também apresentam fluorescéncia nessa regidao. Os
comprimentos de onda maximos de absor¢do e emissao de
fluorescéncia dos aminoacidos aromadticos sdo fornecidos
pela Tabela 5.4. Esses residuos de aminoacidos sdo respon-
sdveis pelas propriedades da absor¢d@o ultravioleta das pro-
tefnas na faixa de 250-300 nm, com absor¢ao méixima perto
de 280 nm, para a maioria das proteinas. Uma vez que tanto
as propriedades de absor¢do como as de fluorescéncia desses
aminodcidos sdo influenciadas pela polaridade de seu am-
biente, as mudancas das propriedades Opticas das proteinas
costumam ser usadas como meio de controle das alteragdes
conformacionais das proteinas.

0 50 100

150 200 250 300

Area do residuo (A2)

FIGURA 5.3 Correlagao entre drea de superficie e hidrofobicidade de residuos nao polares de aminoacidos.
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TABELA 5.4 Absorbancia no ultravioleta e fluorescéncia de aminoacidos aromaticos

Aminodcido Amiax de absorbancia (nm) Coeficiente de extincio molar (L mol™' cm™) Amax de fluorescéncia (nm)
Fenilalanina 260 190 282°
Triptofano 278 5.500 348"
Tirosina 275 1.340 304"

“Excitagdo a 260 nm.
bE><citat;?)o 2280 nm.

5.2.2 Reatividade quimica dos aminodcidos

Os grupos reativos, como amino, carboxilico, sulfidrila, fe-
ndlico, hidroxila, tioéter (Met), imidazol e guanil, em pro-
tefnas e aminodcidos livres, sdo capazes de sofrer reagdes
quimicas similares as que ocorreriam se eles estivessem
vinculados a outras moléculas organicas pequenas. Algumas
reacgOes tipicas de vdrios grupos de cadeia lateral estio re-
presentadas na Tabela 5.5. Varias dessas rea¢des podem ser
usadas para alterar as propriedades hidrofilicas e hidrof6bi-
cas e as propriedades funcionais de proteinas e peptideos.
Algumas dessas reagdes também podem ser usadas na quan-
tificacdo de aminodcidos e residuos especificos de aminoa-
cidos em proteinas. Por exemplo, a reacdo de aminodcidos
com nin-hidrina, O-ftaldialdeido ou fluorescamina € usada
regularmente na quantificagdo de aminodcidos.

Reacgdo com nin-hidrina: A reagdo com nin-hidrina é fre-
quentemente usada na quantificagdo de aminodcidos livres.
Quando um aminodcido reage com um montante excessivo
de nin-hidrina, para cada mol de aminodcido consumido, for-
ma-se um mol de amonia, um de aldeido, um de CO, e um de
hidrindantina (Equagao 5.15). A amonia liberada posterior-
mente reage com um mol de nin-hidrina e um mol de hidrin-
datina, formando um produto de cor purpura conhecido como
pirpura de Ruhemann, o qual apresenta absorbancia maxima
em 570 nm. A partir da prolina e da hidroxiprolina, forma-se
um produto de coloracéo amarela, que apresenta absorbancia
maxima em 440 nm. Essas reagdes de cor fornecem a base da
determinag@o colorimétrica dos aminodcidos.

/o
OH  R—cH—COOH
OH NH,
\o
O O
/ \ + R—CHO
N + CO,
+ 3H,0
\o o/ (5.15)

A reacdo com nin-hidrina costuma ser usada para se de-
terminar a composi¢do de aminodcidos de proteinas. Nesse
caso, a proteina € inicialmente hidrolisada em meio 4cido a
aminodcidos. Estes liberados sdo entdo separados e identifi-
cados usando-se cromatografia hidrofébica/troca ionica. Os
eluatos da coluna reagem com a nin-hidrina, sendo quantifi-
cados por medigd@o da absorbancia a 570 e 440 nm.

Reagdo com O-ftaldialdeido: A reacdo dos aminodcidos
com O-ftaldialdeido (1,2-benzeno dicarbonal) na presenca
de 2-mercaptoetanol produz um derivado altamente fluores-
cente que apresenta excitagdo maxima a 380 nm e emissao
de fluorescéncia maxima a 450 nm.

//O
K o HS—CHy-CH,-OH
~H +R ICH COOH (mercaptoetanol)
[: I C40 NH;
\H
—-CHy-CH-OH
—
\N—lCH—COOH
R (5.16)

Reacdo com fluorescamina: A reacido de aminodcidos, pepti-
deos e proteinas que contém aminas primdrias com fluoresca-
mina produz um derivado altamente fluorescente com emissao
de fluorescéncia maxima entre 475 nm e 390 nm, quando exci-
tado. Esse método pode ser usado na quantificacdo de aminoa-
cidos, bem como na quantificag@o de proteinas e peptideos.

R—|CH—COOH

+
NH, >
(iOOH
HC
e \N N
O + HzO

(5.17)

Fluorescamina

5.3 ESTRUTURA DA PROTEINA
5.3.1

Existem quatro niveis de estrutura das proteinas: primdrio,
secunddrio, tercidrio e quaterndrio.

Hierarquia estrutural das proteinas
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5.3.1.1

A estrutura primdria de uma proteina refere-se a sequéncia li-
near na qual os aminodcidos constituintes sdo covalentemen-
te ligados por meio de ligacdes amida, também chamadas de
ligagdes peptidicas. A ligagdo peptidica resulta da condensa-
¢do do grupo a-carboxilico de um determinado aminoacido
(i) e o grupo a-amino do aminodcido i+1 com a remocdo
de uma molécula de dgua. Nessa sequéncia linear, todos os
residuos de aminodcidos encontram-se na configuracdo L.
Uma proteina com »n residuos de aminodcidos contém n—1
ligacdes peptidicas.

Estrutura primdria

NH;—CH—COOH

~NH—CH—COOH ‘
.

Ligagdo peptidica (5.18)

A extremidade com o grupo o-amino livre € conhecida
como N-terminal e a com o grupo a«-COOH livre é conhe-
cida como C-terminal. Por convengdo, N representa o inicio
e C, o final da cadeia polipeptidica quando a informagao da
sequéncia primdria € indicada.

O comprimento da cadeia (n) e a sequéncia na qual os
residuos n estdo ligados determinam as propriedades fisico-
-quimicas, estruturais, bioldgicas e as funcdes de uma pro-
tefna. A sequéncia de aminoécidos age como um c6digo para
a formacao das estruturas secunddria e tercidria e, finalmen-
te, determina a funcionalidade bioldgica da proteina. A mas-
sa molecular varia de alguns milhares de Daltons (Da) para
mais de um milhdo de Da. Por exemplo, a titina, que € uma
proteina de cadeia simples encontrada no musculo, apresen-
ta massa molecular de mais de um milhao, enquanto a secre-
tina apresenta uma massa molecular de cerca de 2.300 Da. A
massa molecular da maioria das proteinas estd na faixa entre
20.000 e 100.000 Da.

A sequéncia de polipeptideos pode ser descrita como
unidades repetitivas de -N—C—C"— ou —“C—C—-N-. A ex-
pressio —NH—“CHR—CO- refere-se a um residuo de ami-
noécido, considerando que —*CHR—CO—NH- representa
uma unidade peptidica.

Aminodacido

............... «— Unidade peptidica
b T
TNHHCH—C TN CH—COOH

R; H R,

(5.19)

Embora a ligacdo CO—NH seja descrita como uma li-
gacdo covalente simples, na realidade, ela tem um caréter
parcial de liga¢do dupla devido a estrutura de ressondncia
causada pela deslocalizacgio de elétrons.

O O
*(Hj —N— = *(‘3 —N—
,a H*
O 042)
*C*é A N_C Comprimento do dipolo = 0,88 D
|._|+(+0,2) (520)

Isso tem vdrias implicagdes estruturais importantes nas
proteinas. Primeiro, a estrutura de ressonancia evita a pro-
tonacdo do grupo N—H do peptideo. Segundo, em decorrén-
cia do carater parcial de ligacdo dupla, a rotacdo da ligacdo
CO-NH € restrita a um maximo de 6°, conhecido como an-
gulo w. Devido a essa restri¢ao, cada segmento de seis 4tomos
(—C*—CO—-NH-C"-) da sequéncia peptitica encontra-se em
um plano tnico. A sequéncia polipeptidica, em esséncia, pode
ser descrita como uma série de planos —C*—~CO—-NH-C*—
ligados ao longo dos dtomos Co como mostrado a seguir:

(5.21)

Uma vez que as ligagdes peptidicas constituem cerca de
um ter¢o do total das ligacdes covalentes da sequéncia, sua
liberdade rotacional restrita reduz drasticamente a flexibili-
dade da sequéncia. Apenas as ligacdes N—C" e C*—C apre-
sentam liberdade rotacional, sendo denominadas angulos
diedrais ¢ (phi) e ¥/ (psi), respectivamente.

Esses angulos também sdo conhecidos como angulos de
torsdo da cadeia principal. Terceiro, a deslocalizacdo de elé-
trons também transmite uma carga parcial negativa ao dtomo
de oxigénio da carbonila e uma carga parcial positiva ao ato-
mo de hidrogénio do grupo N—H. Por causa disso, pontes de
hidrogénio (interag¢@o dipolo-dipolo) entre os grupos C=0 e
N—H da cadeia peptidica sdo possiveis sob condigdes apro-
priadas.

Outra consequéncia da natureza parcial de ligacdo dupla
da ligacdo peptidica € que os quatro dtomos anexados a li-
gacdo peptidica podem estar presentes na configuracao cis
ou na frans.

o- 5—

O & e) 5+
Ci-¢- N H

N s N s

Vs - N\ C ===N S
o I

i H'" aCi acm

trans cis (5.22)

Entretanto, quase todas as ligagdes peptidicas das protei-
nas estdo presentes na configuraco trans. Isso acontece devi-
do ao fato de que a configuracio trans é termodinamicamente
mais estavel que a configuracio cis. Uma vez que a transfor-
magio frans— cis aumenta a energia livre da ligacao peptidi-
ca em 8,3 kcal/mol, a isomerizagdo das ligacdes peptidicas
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ndo ocorre em proteinas. Uma excecgdo sdo as ligagdes pep-
tidicas que envolvem residuos de prolina. Como a mudanga
da energia livre da transformacéo trans— cis da ligacdo pep-
tidica que envolve residuos de prolina € de aproximadamente
apenas 1,86 kcal/mol, em altas temperaturas, essas ligacdes
peptidicas algumas vezes sofrem isomerizagao frans — cis.

Embora as ligagdes N—C* e C*—C sejam de fato ligagdes
simples, e, portanto, os dngulos di-hedrais N e P possam, te-
oricamente, ter liberdade rotacional de 360°, na verdade, sua
liberdade rotacional € restringida por impedimentos estéri-
cos dos atomos da cadeia lateral. Essas restri¢des diminuem
ainda mais a flexibilidade da cadeia polipeptidica.

5.3.1.2 Estrutura secunddria

A estrutura secunddria refere-se ao arranjo espacial perid-
dico dos residuos de aminoacido em alguns segmentos da
cadeia polipeptidica. As estruturas periddicas surgem quan-
do residuos de aminodcidos consecutivos de um segmento
compreendem o mesmo conjunto de angulos de torsdo ¢ e
. A mudanca desses angulos € orientada por interagdes nao
covalentes de curto alcance ou de vizinhanga préxima entre
as cadeias laterais dos aminodcidos, o que leva a diminui-
¢do da energia livre local. Estrutura aperiddica ou aleatoria
refere-se as regides da cadeia polipeptidica onde residuos
sucessivos de aminodcidos possuem diferentes conjuntos de
angulos de tor¢@o ¢ e .

Em geral, duas formas de estruturas secunddrias perio-
dicas (regulares) sdo encontradas nas proteinas, a saber, es-
truturas helicoidais e do tipo folha estendida. Caracteristicas
geométricas de vdrias estruturas regulares encontradas em
proteinas sdo fornecidas pela Tabela 5.6.

Estruturas helicoidais: As estruturas helicoidais das pro-
tefnas sdo formadas quando os angulos ¢ e ¥ de residuos
consecutivos de aminodcidos sdo torcidos para alcancar um
mesmo conjunto de valores. Ao selecionar diferentes com-
binacdes de angulos ¢ e v, € teoricamente possivel que se
criem varios tipos de estruturas helicoidais com diferentes
geometrias. Entretanto, nas proteinas, apenas trés tipos des-
sas estruturas sdo encontradas, a saber, a-hélice, 3,,-hélice
e B-hélice.

Entre essas trés estruturas helicoidais, a a-hélice € a prin-
cipal forma encontrada nas proteinas, sendo, ainda, a mais
estavel (Figura 5.4). O passo dessa hélice, que trata-se de
aumento do comprimento axial por rotacdo, € 5,4 A. Cada
rotagdo helicoidal envolve 3,6 residuos de aminoacidos, sen-
do que cada um aumenta o comprimento axial em 1,5 A. O
angulo de rotacdo por residuo € de 100° (i.e., 360°/3,6). As
cadeias laterais dos aminodcidos estdo orientadas perpendi-
cularmente ao eixo da hélice.

A a-hélice € estabilizada por pontes de hidrogénio. Nessa
estrutura, cada sequéncia de grupo N—H ¢€ ligada por ponte
de hidrogénio ao grupo C=0 do quarto residuo precedente.
Treze d&tomos da sequéncia encontram-se nessa volta mantida
por pontes de hidrogénio, de modo que a «-hélice algumas
vezes € chamada de hélice 3,6, (Figura 5.4). As pontes de
hidrogénio sdo orientadas paralelamente ao eixo da hélice,
e os dtomos N, H e O da ponte de hidrogénio encontram-se
quase em linha reta, isto €, o &ngulo da ponte de hidrogénio é
quase zero. O comprimento da ponte de hidrogénio, isto €, a
distdncia N—H- - -O, é de cercade 2,9 A, e a forca dessa liga-
¢do € cerca de 4,5 kcal/mol. A a-hélice pode existir tanto na
orientagdo para a direita como para a esquerda. Entretanto, a
orientagdo para a direita € a mais estdvel.

Os detalhes da formacdo da «-hélice sdo encaixados
como um cédigo bindrio na sequéncia dos aminodcidos [61].
Esse codigo estd relacionado a disposicdo dos residuos po-
lares e ndo polares da sequéncia. Segmentos polipeptidicos
com repeticdo de sequéncias de sete aminodcidos (hepteto)
—P—-N—-P—P—-N-N-P—, em que P e N sdo residuos polares e
ndo polares, respectivamente, formam «-hélices em solugdes
aquosas, com rapidez. E o cdigo bindrio e ndo as identida-
des precisas dos residuos polares e ndo polares da sequéncia
do hepteto o que dita a formacgao da «-hélice. Pequenas va-
riacdes no codigo bindrio do hepteto sdo toleradas, desde que
outras interagdes inter ou intramoleculares sejam favordveis
a formagdo da a-hélice. Por exemplo, a tropomiosina, uma
proteina muscular, existe inteiramente na forma de bastone-
te -helicoidal do tipo coiled-coil. A repeticao da sequéncia
do hepteto nessa proteina ¢ —-N—P—P—N—-P—-P—P—, sendo
um pouco diferente da sequéncia supracitada. Apesar dessa
varia¢do, a tropomiosina existe por completo na forma de

TABELA 5.6 Caracteristicas geométricas de conformacdes regulares de polipeptideos

Estrutura ¢ 2 n r h A) t
a—hélice dextrégira -58° —47° 3,6 13 1,5 100°
m—hélice -57° -70° 4,4 16 1,15 81,8°
3,,—hélice —49° -26° 3 10 2 120°
folha —paralela -119° +113° 2 - 3,2 -
folha —antiparalela -139° +135° 2 - 3,4 -
Poliprolina I (cis) -83° +158° 3,33 1,9 - -
Poliprolina Il (trans) -78° +149° 3,00 3,12 - -

¢ e ¥ representam angulos di-hedrais das ligagdes N-C, e C,—C, respectivamente; n é o niimero de residuos por volta;
r, nmero de dtomos da cadeia principal dentro de uma volta de hélice ligada ao hidrogénio; h, elevacao da hélice por
residuo de aminodcido; t = 360°/n, tor¢ao da hélice por residuo.

Fonte: Creighton, T. E. 1993. Proteins: Structures and Molecular Properties. W. H. Freeman Co., New York, pp. 158-159.
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.

FIGURA 5.4 Arranjo espacial de polipeptideos na a-hélice.

a-hélice devido a outras interag¢des estabilizadoras no basto-
nete do tipo coiled-coil [82].

A maior parte da estrutura «-helicoidal encontrada nas
proteinas € de carater anfifilico, isto €, uma das metades da
superficie da hélice é ocupada por residuos hidrofébicos e a
outra, por residuos hidrofilicos. Isso € demonstrado esque-
maticamente, sob a forma de uma roda helicoidal, na Figura
5.5 [13]. Na maioria das proteinas, a superficie ndo polar da
hélice volta-se para o interior da proteina, estando geralmen-
te envolvida em interacdes hidrofébicas com outras superfi-
cies ndo polares.

Outros tipos de estruturas helicoidais encontradas nas
protefnas sdo a B-hélice e a 3,-hélice. A B-hélice e a e 3,,-hé-
lice sdo menos estaveis que a a-hélice, em cerca de 0,5 kcal/
mol e 1,0 kcal/mol, respectivamente. Essas hélices existem
somente como pequenos segmentos que envolvem alguns re-
siduos de aminodcidos, ndo sendo componentes importantes
na maioria das proteinas.

Em residuos de prolina, devido a estrutura de anel forma-
da pela ligac@o covalente da cadeia lateral propil com o grupo
amino, a rotacdo da ligagdio N—C” ndo € possivel e, portanto,
o angulo ¢ possui o valor fixo de 70°. Além disso, uma vez
que ndo ha hidrogénio ligado ao 4tomo de nitrogénio, ele ndo
pode formar pontes de hidrogénio. Em virtude desses dois
atributos, os segmentos que contém residuos de prolina nio
podem formar a-hélice. Na verdade, a prolina € considerada
como um aminodcido que quebra a «-hélice. Proteinas que
contém altos niveis de residuos de prolina tendem a assumir
uma estrutura aleatéria ou aperiddica. Por exemplo, os resi-
duos de prolina constituem cerca de 17% do total de resi-
duos de aminodcidos na p-caseina, e 8,5%, na o -caseina,
sendo que, em decorréncia da distribuicdo uniforme desses
residuos em suas estruturas primadrias, as a-hélices ndo estido

presentes nessas proteinas e apresentam estruturas aleatorias.
Entretanto, a poliprolina € capaz de formar dois tipos de es-
truturas helicoidais, denominadas poliprolina I e poliprolina
II. Na proliprolina I, as ligacdes peptidicas estdo na configu-
racdo cis, e na I, estdo na trans. Outras caracteristicas geo-
métricas dessas hélices sdo fornecidas pela Tabela 5.6. O co-
lageno, que € a proteina animal mais abundante, apresenta-se
como hélice poliprolina tipo II. No coldgeno, em média, todo
terceiro residuo € uma glicina, que é usualmente precedida
por um residuo de prolina. Trés cadeias polipeptidicas sdo
entrelacadas para se formar uma tripla hélice, sendo que a
estabilidade da tripla hélice ¢ mantida por pontes de hidro-
génio intercadeias. Essa estrutura de tripla hélice singular é
responsavel pela alta forca de tensdo do coldgeno.

Estrutura folha B: A folha B € uma estrutura estendida com
geometrias especificas, as quais sdo apresentadas na Tabela
5.6. Nessa forma estendida, os grupos C=0 e N—H sdo orien-
tados perpendicularmente a direcdo da cadeia e, portanto, ha
possibilidade de ponte de hidrogé€nio apenas entre segmentos
(intersegmento), e ndo dentro de um segmento (intrasseg-
mento). As fitas S costumam ser compostas de 5-15 residuos
de aminodcidos. Nas proteinas, duas fitas 8 da mesma mo-
lécula interagem via pontes de hidrogénio, formando uma
estrutura tipo folha conhecida como folha S-pregueada. Na
estrutura tipo folha, as cadeias laterais sdo orientadas perpen-
dicularmente (acima e abaixo) em relag¢@o ao plano da folha.
Dependendo das orientagdes direcionais N— C das fitas, po-
dem formar-se dois tipos de estruturas de folha B-pregueada,
denominadas folha 8 paralela e folha § antiparalela (Figura
5.6). Na folha g paralela, as dire¢des das S-fitas correm em
paralelo uma com a outra, enquanto na outra, elas correm em
direcdes opostas, uma em relagdo a outra. Essas diferencas
direcionais das cadeias afetam a geometria das pontes de hi-
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FIGURA 5.5 Vista transversal da estrutura helicoidal dos residuos 110-127 do hormoénio de crescimento bovino. A parte superior da
roda helicoidal (ndo preenchida) representa a superficie hidrofilica e a base (preenchida) representa a superficie hidrofébica da hélice an-
fifflica. (De Brems, D. N. 1990. em Protein Folding (Gierasch, L. M. e J. King, Eds.), American Association for the Advancement of Science,
Washington, DC, p. 133. Cortesia da American Association for the Advancement of Science.)

Hy'N= = =

FIGURA 5.6 Folhas B (a) paralelas e (b) antiparalelas. As linhas pontilhadas representam as pontes de hidrogénio entre os grupos de
peptideos. As cadeias laterais dos atomos de C, sdo orientadas perpendicularmente (para cima ou para baixo), em relagao a direcdo da

cadeia principal. (http://www.schoolscience.com.uk)

drogénio. Nas folhas B antiparalelas, os d&tomos N—H- - -O
posicionam-se em linha reta (angulo da ponte H zero), o que
aumenta a estabilidade da ponte de hidrogénio, enquanto nas
folhas g paralelas, eles se posicionam em um angulo, o que
reduz a estabilidade das pontes de hidrogénio. As folhas
antiparalelas sdo, portanto, mais estaveis que as paralelas.

O codigo bindrio que especifica a formagao das estrutu-
ras das folhas § nas proteinas ¢ —-N—P—N—P—-N—-P—-N—-P—.
Claramente, os segmentos polipeptidicos que contém residu-
os alternados polares e ndo polares apresentam forte propen-
sao a formar estruturas de folha 8. Segmentos ricos em volu-
mosas cadeias laterais hidrofdbicas, como Val e Ile, também
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tém tendéncia a formar uma estrutura folha 8. Como espera-
do, um pouco de varia¢do no codigo € tolerada.

A estrutura de folha 8 costuma ser mais estavel que a de
a-hélice. As proteinas que contém grandes fracdes de estru-
tura folha B costumam exibir altas temperaturas de desnatu-
racdo. Exemplos disso sdo B-lactoglobulina (51% folha B) e
globulina 118 da soja (64% de folha B), as quais apresentam
temperaturas de desnaturacio térmica de 75,6 e 84,5°C, res-
pectivamente. Por outro lado, a temperatura de desnaturagao
da albumina sérica bovina, que tem 64% de estrutura a-hélice,
€ apenas cerca de 64C° [25,27]. Quando solugdes de proteinas
do tipo a-hélice sdo aquecidas e resfriadas, a a-hélice € usual-
mente convertida em folha 8 [27]. Entretanto, a conversio de
folha § para a-hélice ainda ndo foi observada em proteinas.

Outra caracteristica estrutural comum encontrada em
proteinas € a curva-$ ou volta-g. Ela acontece como resulta-
do da inversdo de 180° da cadeia polipeptidica envolvida na
formagdo da folha . A curva do tipo fechada (hairpin-type)
¢é o resultado da formacao da folha g antiparalela, enquanto
a curva crossover ¢ o resultado da formacdo da folha g pa-
ralela. Em geral, a curva-f envolve um segmento de quatro
residuos dobrando-se sobre si mesma e a curva ¢ estabiliza-
da por uma ponte de hidrogénio. Os residuos dos aminoaci-
dos Asp, Cys, Asn, Gly, Tyr e Pro sao comuns em curvas f.
Os conteudos da estrutura secunddria de varias proteinas sdo
fornecidos pela Tabela 5.7.

5.3.1.3 Estrutura terciaria

A estrutura tercidria refere-se ao arranjo espacial atingido
quando a cadeia linear da proteina com segmentos da estrutu-

ra secundaria dobram-se ainda mais em uma forma compacta
tridimensional. As estruturas tercidrias da B-lactoglobulina
e da faseolina (proteina de armazenamento do feijao) sao
apresentadas na Figura 5.7 [74,98].

A transformag¢do de uma proteina proveniente de uma
configuracdo linear (estrutura primdria) em uma estrutura
tercidria dobrada € um processo complexo. Em nivel mole-
cular, as particularidades da formacdo da estrutura tercidria
da proteina estdo presentes em sua sequéncia de aminodci-
dos. A partir da perspectiva termodinamica, a formacao da
estrutura tercidria envolve a otimizacao de vdrias interagdes
(hidrofébica, eletrostética, van der Waals e ponte de hidro-
génio) entre varios grupos na proteina e a entropia confor-
macional da cadeia polipeptidica, a fim de que a energia
liquida livre da molécula seja reduzida ao valor minimo
possivel. A reconfiguragdo mais importante que acompanha
a reducdo da energia livre durante a formacao da estrutura
tercidria € o fato de a maioria dos residuos hidrofébicos do
interior da estrutura proteica afastar-se do ambiente aquoso
e, ainda, a ocorréncia de uma relocacdo da maioria dos re-
siduos hidrofilicos, em especial os residuos carregados, na
interface proteina-dgua. Embora exista uma forte tendéncia
para que residuos hidrofébicos sejam inseridos no interior
da proteina, em geral, isso pode ser realizado apenas parcial-
mente devido a restricdes espaciais. De fato, na maioria das
proteinas globulares, os residuos ndo polares ocupam cerca
de 40-50% da superficie acessivel a d4gua das moléculas de
proteina [84]. Além disso, alguns grupos polares sdo inevi-
tavelmente inseridos no interior das proteinas. Entretanto,
esses grupos polares inseridos sdo ligados via pontes de hi-
drogénio a outros grupos polares, de forma que suas energias

TABELA 5.7 Conteldo da estrutura secunddria de proteinas globulares selecionadas’

Proteina % a-hélice % folha B % pB-voltas % aperiédico
Desoxi-hemoglobina 85,7 0 8,8 5,5
Albumina sérica bovina 67,0 0 0 33,0
ag;-caseina 15,0 12,0 19,0 54,0
B-caseina 12,0 14,0 17,0 57,0
k-caseina 23,0 31,0 14,0 32,0
Quimiotripsinogénio 11,0 49,4 21,2 18,4
Imunoglobulina G 2,5 67,2 17,8 12,5
Insulina (dimero) 60,8 14,7 10,8 15,7
Inibidor da tripsina bovina 25,9 44,8 8,8 20,5
Ribonuclease A 22,6 46,0 18,5 12,9
Lisozima de ovo 45,7 19,4 22,5 12,4
Ovomucoide 26,0 46,0 10,0 18,0
Ovoalbumina 49,0 13,0 14,0 24,0
Papaina 27,8 29,2 24,5 18,5
a-lactoalbumina 26,0 14,0 0 60,0
B-lactoglobulina 6,8 51,2 10,5 31,5
Soja 11S 8,5 64,5 0 27,0
Soja 7S 6,0 62,5 2,0 29,5
Faseolina 10,5 50,5 11,5 27,5
Mioglobina 79,0 0 5,0 16,0

*Os valores representam a porcentagem do ndimero total de residuos de aminodcidos.

Fonte: Compilada a partir de varias fontes.
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FIGURA 5.7 Estruturas tercidrias da (a) subunidade da faseolina e (b) g-lactoglobulina. As setas indicam as fitas de folha g e os cilindros
indicam a a-hélice. (De Lawrence, M. C. et al. 1990. EMBO J. 9:9-15 e Papiz, M. Z. et al. 1986. Nature 324:383-385, respectivamente.)

livres sejam minimizadas no ambiente apolar do interior da
proteina. A proporcdo de superficies apolares em relacio as
polares na superficie da proteina influencia muito vérias de
suas propriedades fisico-quimicas.

O dobramento de uma proteina a partir de uma estrutu-
ra linear, que resulta em uma estrutura tercidria dobrada, é
acompanhado pela reducdo da drea interfacial proteina-dgua.
Na verdade, a proteina € forcada a se dobrar a fim de mi-
nimizar a drea interfacial proteina-dgua. A drea interfacial
acessivel de uma proteina € definida como a drea interfacial
total de um espaco tridimensional, ocupado pela proteina,
como determinado pela rolagem, falando de modo figura-
tivo, de uma molécula esférica de d4gua com raio 1,4 A ao
longo de toda a superficie da molécula proteica. Para as pro-
tefnas globulares nativas, a drea interfacial acessivel (em A%
€ uma funcao simples de sua massa molecular, M, como de-
monstrado por [84]:

As = 6,3M%73 (5.23)

A drea interfacial acessivel total de um polipeptideo nas-
cente, em seu estado estendido (molécula toda estendida sem
as estruturas secunddria, tercidria ou quaterndria), também
esta correlacionada ao peso molecular por [84]:

Ay = 1,48M + 21 (5.24)

A drea inicial de uma proteina que se dobrou durante a
formagao de uma estrutura tercidria globular (A,, drea inseri-
da) pode ser estimada pelas Equagdes 5.23 e 5.24.

A frag@o e a distribui¢ao dos residuos hidrofilicos e hi-
drofébicos na estrutura primdria afetam varias propriedades
fisico-quimicas da proteina. Por exemplo, a forma da molé-
cula proteica € ditada por sua sequéncia de aminoécidos. Se
a proteina contém um grande niimero de residuos hidrofi-
licos distribuidos uniformemente em sua sequéncia, ela as-
sumird uma forma alongada, ou tipo bastonete. Isso se d4,
pois, para uma determinada massa, formas alongadas tém
uma grande proporcio superficie-area em relagdo ao volu-
me, de modo que mais residuos hidrofilicos possam ser pos-
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tos na superficie. Por outro lado, se uma proteina contém um
grande nimero de residuos hidrofébicos, ela assumird uma
forma globular (quase esférica). Isso minimiza a propor¢ao
superficie-drea em relag@o ao volume, permitindo que mais
residuos hidrofébicos sejam inseridos no interior da pro-
tefna. Entre proteinas globulares, verifica-se, em geral, que
moléculas maiores contém mais fracdes de aminodcidos nao
polares do que as menores.

As estruturas tercidrias de vdrias protefnas polipeptidi-
cas simples sdo compostas de dominios. Estes sao definidos
como as regides da sequéncia polipeptidica que se dobram,
sozinhas, em uma forma tercidria. Elas sdo, em esséncia,
miniproteinas dentro de uma proteina tinica. A estabilidade
estrutural de cada dominio € bastante independente dos de-
mais. Na maioria das proteinas de cadeia simples, os domi-
nios dobram-se independentemente, interagindo uns com os
outros para formar a estrutura tercidria tinica da proteina. Em
algumas proteinas, como no caso da faseolina (Figura 5.7), a
estrutura tercidria pode conter dois ou mais dominios distin-
tos (componentes estruturais) conectados por um segmento
da cadeia polipeptidica. O nimero de dominios da proteina
costuma depender de seu peso molecular. Proteinas peque-
nas (p. ex., lisozima, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina)
com 100-150 residuos de aminodcidos geralmente formam
um unico dominio de estrutura tercidria. Proteinas grandes,
como as imunoglobulinas, contém diversos dominios. A ca-
deia leve da imunoglobulina G contém dois dominios, en-
quanto a cadeia pesada contém quatro. O tamanho de cada
um desses dominios € de cerca de 120 residuos de aminodci-
dos. A albumina sérica humana, que € composta de 585 resi-
duos de aminodcidos, tem trés dominios homdlogos, sendo
que cada dominio contém dois subdominios [56].

5.3.1.4 Estrutura quaterndria

A estrutura quaterndria refere-se ao arranjo espacial de uma
proteina quando ela contém mais de uma cadeia polipep-
tidica. Vdrias proteinas biologicamente importantes exis-
tem como dimeros, trimeros, tretimeros, etc. Qualquer um
desses complexos quaterndrios (também conhecidos como
oligdmeros) podem ser compostos de subunidades protei-
cas (mondmeros) que sdo iguais (homogéneos) ou diferen-
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tes (heterogéneos). Por exemplo, a S-lactoglobulina ocorre
como um dimero, na faixa de pH entre 5-8, como um octa-
mero, na faixa de pH de 3-5 e como um mondmero, na faixa
de pH acima de 8, sendo que as unidades monoméricas des-
ses complexos sdo idénticas. Por outro lado, a hemoglobina
¢ um tetramero composto de duas cadeias polipeptidicas di-
ferentes, isto €, cadeias « e B.

A formacgdo de estruturas oligoméricas € resultante de
interacdes especificas proteina-proteina. Elas sdo compostas
primeiro por interacdes ndo covalentes tais como pontes de
hidrogénio, interacdes hidrofébicas e eletrostaticas. A fracao
de aminodcidos hidrofébicos parece influenciar a tendéncia
a formagdo de proteinas oligoméricas. Proteinas que con-
tém >30% de residuos de aminodcidos hidrofébicos exibem
maior tendéncia a formar estruturas oligoméricas que as que
contém menos residuos desses aminoacidos.

A formacio da estrutura quaterndria ¢ impelida princi-
palmente pela necessidade termodinamica de inserir as su-
perficies hidrofébicas expostas das subunidades. Quando o
conteddo de aminodcidos hidrofébicos de uma proteina for
>30%, sera fisicamente impossivel formar uma estrutura
tercidria para encobrir todos os residuos néo polares. Como
consequéncia, hd uma maior probabilidade de que por¢des
hidrofébicas ocorram na superficie, sendo que a interacao
dessas por¢des entre mondmeros adjacentes pode levar a for-
magcao de dimeros, trimeros, etc. (Figura 5.8).

Muitas proteinas alimentares, em especial as proteinas
de cereais, ocorrem como oligdmeros de polipeptideos di-
ferentes. Como se espera, essas proteinas costumam con-
ter mais de 35% de residuos de aminodcidos hidrofébicos
(Ile, Leu, Trp, Tyr, Val, Phe e Pro). Além disso, elas também
contém 6-12% de prolina [15]. Como resultado, as protei-
nas de cereais ocorrem em estruturas oligoméricas comple-
xas. As proteinas de armazenamento importantes da soja,
B-conglicinina e glicinina, contém cerca de 41 e 39% de
residuos de aminodcidos hidrofébicos, respectivamente. A
B-conglicinina € uma proteina trimérica composta de trés
diferentes subunidades. Ela exibe um complexo fendmeno
de associagdo-dissociacdo em fung¢do da forca idnica e do
pH [89,123]. A glicinina € composta de 12 subunidades,
seis delas sdo 4cidas e as outras, basicas. Cada subunidade

Dimero

2

Tetramero

FIGURA 5.8 Representagao esquemdtica da formacao de dimeros e oligdmeros em proteinas.
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basica mantém uma ligac¢do cruzada com uma subunidade
acida por meio de uma ponte dissulfeto. Os seis pares 4ci-
do-bdsicos sdo mantidos juntos no estado oligomérico por
interacdes ndo covalentes. A glicinina também exibe um
comportamento complexo de associac@o-dissociagdo em
funcio da for¢a i6nica [89].

Em proteinas oligoméricas, a drea superficial acessivel, A,
¢ correlacionada ao peso molecular do oligdmero [84] por:

As = 5,3M%76 (5.25)

Essa relacdo € diferente da aplicada as proteinas mono-
méricas. A drea de superficie inserida quando a estrutura oli-
gomérica nativa € formada a partir de suas subunidades poli-
peptidicas constituintes pode ser estimada pela equacao:

Ay, = A —As = (1,48M 4 21) — 5,3My 76 (5.26)

onde A, € a drea acessivel total das subunidades do polipepti-
deo nascente, em seu estado completamente estendido.

5.3.2 Forcas envolvidas na estabilidade
da estrutura das proteinas

O processo de dobramento de uma cadeia polipeptidica ale-
atoria, para a formagao de uma estrutura tridimensional, &
bastante complexo. Como ja foi mencionado, a base para a
conformagdo biolégica nativa esta codificada na sequéncia
de amino4cidos da proteina. Na década de 1960, Anfinsen e
colaboradores mostraram que quando a ribonuclease desna-
turada foi adicionada a uma solu¢do tampao fisioldgica, ela
se dobrou de novo, atingindo sua conformacao nativa e vol-
tando a quase 100% de sua atividade biolégica. Mostrou-se,
posteriormente, que varias enzimas exibem uma propensao
similar. A transformagao lenta, porém espontanea, de um es-
tado desordenado para um ordenado € facilitada por varias
interagdes intramoleculares nido covalentes. A conformacgdo
nativa de uma proteina € um estado termodinamico, no qual
vdrias interagdes favordveis sdo maximizadas, sendo que as
desfavordveis sdo minimizadas de modo que a energia livre
total de uma molécula de proteina encontra-se em seu menor
valor possivel. As forgas que contribuem para o dobramento
proteico podem ser agrupadas em duas categorias: (1) inte-
racdes intramoleculares que emanam de forcas intrinsecas a
molécula proteica e (2) interacdes intramoleculares afetadas
pelo solvente circundante. As intera¢des de van der Waals e
as interagdes espaciais pertencem a primeira categoria, en-
quanto as pontes de hidrogénio e as interacdes eletrostaticas
e hidrofébicas pertencem a segunda.

5.3.2.1

Embora os angulos ¢ e ¥ tenham, teoricamente, 360° de
rotagdo livre, seus valores sdo muito restritos por causa do
impedimento espacial dos dtomos da cadeia lateral. Em
razdo disso, os segmentos de uma cadeia polipeptidica po-
dem assumir apenas um nimero limitado de configuragdes.
Distor¢des da geometria plana de uma unidade peptidica, ou
alongamento e dobramento de ligacdes, causardo o aumento
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da energia livre da molécula. Entretanto, o dobramento de
uma cadeia polipeptidica pode ocorrer apenas de modo que
a deformagdo do comprimento e dos angulos das ligacdes
seja evitada.

5.3.2.2 Interagées de van der Waals

Trata-se de interagdes dipolo induzidas por dipolo e dipolo-
-dipolo induzidas entre d&tomos neutros das moléculas de
proteina. Quando dois d4tomos se aproximam um do outro,
cada dtomo induz um dipolo no outro por meio da polariza-
¢a0 de uma nuvem de elétrons. A interagao entre os dipolos
induzidos tem um componente atrativo e um repulsivo. As
magnitudes dessas forcas dependem da distancia interato-
mica. A energia de atracdo € inversamente proporcional a
sexta poténcia da distancia interatbmica, e a interagdo re-
pulsiva € inversamente proporcional a 12* poténcia dessa
distancia. Portanto, a uma distancia r, a energia liquida de
interacdo entre dois dtomos € dada pela funcio da energia
potencial:

E E, + E A B

vaw = Ea B =5 (5.27)
onde A e B sdo constantes para o par de dtomos dado, e E,
e E_ sdo as energias de interagdo atrativa e repulsiva, respec-
tivamente. As interagdes de van der Waals sdo muito fracas,
diminuem rapido com a distincia e se tornam despreziveis
acima de 6 A. A energia da interacdo de van der Waals para
vérios pares de dtomos se estende de -0,04 a -0,19 kcal/mol.
Nas proteinas, contudo, uma vez que numerosos pares de
atomos estdo envolvidos nas interagcdes de van der Waals, a
soma de sua contribui¢do para o dobramento e a estabilidade
da proteina é muito significativa.

5.3.2.3 Pontes de hidrogénio

As pontes de hidrogénio envolvem a interagdo de um dtomo
de hidrogénio que estd covalentemente ligado a um dtomo
eletronegativo (como N, O ou S) com outro dtomo eletrone-
gativo. Uma ponte de hidrogénio pode ser representada como
D—H-: - -A, em que D e A sdo os dtomos eletronegativos do-
ador e receptor, respectivamente. A for¢a de uma ponte de
hidrogénio varia entre 2 e 7,9 kcal/mol, dependendo do par
de dtomos eletronegativos envolvidos e o angulo da ponte.

As proteifnas cont€m vdarios grupos capazes de formar
pontes de hidrogénio. Alguns dos possiveis candidatos
sdo demonstrados na Figura 5.9 [113]. Entre esses grupos,
o maior nimero de pontes de hidrogénio € formado entre
grupos de ligacdes peptidicas N—H e C=0, nas estruturas
a-hélice e folha §.

A ligagao entre hidrogénio e peptideo pode ser conside-
rada como uma interag@o dipolo-dipolo permanente entre os
dipolos N°"H*" e C**=0’", como a seguir:

A o S L (5.28)
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Ponte de hidrogénio
entre grupos peptidicos

Ponte de hidrogénio entre
grupos carboxilicos ndo ionizados

Ponte de hidrogénio entre grupo hidroxil
ou fendlico e grupos carboxilicos ionizados

Ponte de hidrogénio entre grupo hidroxil
ou fendlico e o grupos carbonil do peptideo

Ponte de hidrogénio entre
grupos amida da cadeia lateral

Ponte de hidrogénio entre o grupo carboxilico
da cadeia lateral e a cadeia lateral de histidina

FIGURA 5.9 Grupos ligados por pontes de hidrogénio em proteinas. (Scheraga, H. A. 1963. Em The Proteins, 2nd edn., Vol. 1 (Neurath,

H., Ed.), Academic Press, New York, pp. 478-594.)

A forg¢a da ponte de hidrogénio € dada pela funcao da
energia potencial:

Eponte H= —23 cos 6

7 (5.29)
onde w, e u, sdo momentos dipolo, &, € a permitividade
do vdcuo, ¢ € a constante dielétrica do meio, r € a distancia
entre os dtomos eletronegativos e 0 € o angulo da ponte de
hidrogénio.

A energia da ponte de hidrogénio € diretamente propor-
cional ao produto dos momentos dipolo e ao cosseno do an-
gulo da ponte, sendo inversamente proporcional a terceira
poténcia da distancia N- - -O e a constante dielétrica do meio.
A forca da ponte de hidrogénio alcan¢a 0 mdximo quando 6 é
zero, sendo zero quando 6 € 90°. As pontes de hidrogénio de
estruturas a-hélice e folha B antiparalela apresentam valor de
6 muito préximo de zero, enquanto as de folhas g paralelas
apresentam valores 6 maiores. A distancia 6tima N- - -O para
a energia maxima da ponte de hidrogénio € 2,9 A. Em distan-
cias menores, a interacdo eletrostatica repulsiva entre 4tomos
N’" e O causa diminuicdo significativa da for¢a da ponte de
hidrogénio. Em distancias maiores, a fraca interacdo entre os
grupos N—H e C=0 diminui a for¢a da ponte de hidrogénio.
A forca das pontes de hidrogénio N—H- - -O=C no interior
das proteinas, onde a constante dielétrica esta proxima a um,
€ cerca de 4,5 kcal/mol. “Forca” refere-se a quantidade de
energia necessdria para se quebrar a ponte.

A existéncia de pontes de hidrogénio nas proteinas estd
bem estabelecida. J4 que a formacdo de cada ponte de hi-
drogénio diminui a energia livre da proteina em cerca de
—4,5 kecal/mol, acredita-se que, em geral, elas podem agir

ndo apenas como a for¢ca motriz do dobramento da proteina,
mas também, podem contribuir muito para a estabilidade da
estrutura nativa. Contudo, essa suposi¢do ndo € vdlida. Uma
vez que a 4gua poder competir pela ponte de hidrogénio com
os grupos N—H e C=0, nas proteinas, as pontes de hidrogé-
nio entre grupos ndo conseguem ocorrer espontaneamente,
nem a constituicdo de pontes de hidrogénio N—H- - -O=C
pode ser a forca motriz para a formacao de «-hélice e folha
B pregueada nas proteinas. A ponte de hidrogénio €&, prin-
cipalmente, uma interacdo idnica. Como outras interagdes
ionicas, sua estabilidade também depende da constante die-
létrica do ambiente. A estabilidade de uma ponte de hidrogé-
nio nas estruturas secundarias deve-se a constante dielétrica
baixa criada pela interagdo entre residuos nao polares. Essas
cadeias laterais volumosas impedem o acesso da dgua as
pontes de hidrogénio N—H- - -O=C. Elas sdo estdveis ape-
nas enquanto estao protegidas da dgua.

5.3.2.4 Interacoes eletrostaticas

Como ja foi citado, as proteinas contém varios residuos de
aminodcidos com grupos ionizdveis. Em pH neutro, os resi-
duos de Asp e Glu estdo negativamente carregados, e Lys,
Arg e His est@o carregados positivamente. Em pH alcalino,
os residuos de Cys e Tyr assumem carga negativa.
Dependendo do ntimero relativo de residuos carregados
negativa e positivamente, as proteinas assumem uma car-
ga liquida negativa ou uma carga liquida positiva, em pH
neutro. O pH no qual a carga liquida é zero ¢ chamado de
pH isoelétrico (pl), sendo este diferente do ponto isoidnico.
Ponto isoidnico € o pH da solugdo proteica na auséncia de
eletrolitos. O pH isoelétrico de uma proteina pode ser esti-
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mado a partir de sua composi¢ao de aminoacidos e dos va-
lores de pK, de grupos ionizaveis, usando-se a equagdo de
Hendersen-Hasselbach (Equagao 5.5).

Com poucas excecdes, quase todos os grupos carregados
das proteinas estdo distribuidos na superficie da molécula
proteica. Visto que, em pH neutro, as proteinas assumem
uma carga liquida positiva ou negativa, pode esperar-se que
a interacdo repulsiva liquida entre cargas semelhantes de-
sestabilize a estrutura da proteina. E ainda razodvel supor
que interacdes atrativas entre grupos com cargas opostas, em
alguns locais criticos, possam contribuir para a estabilida-
de da estrutura proteica. Contudo, na realidade, o montante
das forcas repulsivas e atrativas € minimizado em solugdes
aquosas, por causa da alta permitividade da dgua. A energia
de interagdo eletrostitica entre duas cargas fixas ¢, € g, sepa-
radas pela distancia r € dada por:

q192

Eele = +t—

dmeger (5.30)

No vacuo ou no ar (¢ = 1), a energia de interagdo eletros-
tatica entre duas cargas a uma distancia de cercade 3 a 5 A
vai de 2110 a 66 kcal/mol. Na dgua, entretanto, a energia
de interagao € reduzida para £1,4 a +0,84 kcal/mol, a qual
¢ da ordem da energia térmica da molécula de proteina, a
37 °C. Portanto, as interagdes eletrostaticas atrativas e re-
pulsivas entre cargas localizadas na superficie da proteina
ndo contribuem de maneira significativa para a estabilidade
proteica. No entanto, grupos parcialmente carregados inseri-
dos no interior da proteina, onde a permitividade € menor do
que a da dgua, costumam formar pontes salinas com energia
de interagdo forte. Assim, a energia de interacao eletrostatica
pode variar entre 0,84 e +110 kcal/mol, dependendo da
distancia e da permitividade local.

Embora as interagdes eletrostdticas possam ndo agir
como for¢as motrizes primdrias para o dobramento de pro-
tefnas, a disposicéo dos grupos carregados que permanece-
rem expostos ao ambiente aquoso certamente influenciard o
padrao do dobramento.

5.3.2.5 Interacées hidrofobicas

A partir das discussdes anteriores, torna-se 6bvio que, em
solucdes aquosas, as pontes de hidrogénio e as interagdes
eletrostaticas entre diversos grupos polares em uma cadeia
polipeptidica ndo possuem energia suficiente para agir como
forcas motrizes para o dobramento da proteina. As intera-
¢Oes polares das proteinas ndo sdo muito estdveis em am-
biente aquoso, sendo que suas estabilidades dependem da
manutencdo de um ambiente apolar. A principal for¢a motriz
do dobramento da proteina vem das interacdes hidrofébicas
entre grupos nio polares.

Em solugdes aquosas, a interag@o hidrofébica entre gru-
pos ndo polares € o resultado de uma interagdo termodina-
micamente desfavordvel entre 4gua e grupos ndo polares.
Quando um hidrocarboneto € dissolvido em dgua, a diferen-
¢a da energia livre padrdo (AG) € positiva e as diferencas
de volume (AV) e de entalpia (AH) sdo negativas. Embora
AH seja negativa, o que significa que existe interagdo favo-

ravel entre a 4gua e o hidrocarboneto, AG € positiva. Como
AG=AH — T AS (onde T ¢é a temperatura e AS ¢ a diferenca
de entropia), a diferenca positiva de AG deve resultar de uma
grande diferenca negativa de entropia, a qual compensa a di-
ferenga favoravel de AH. A diminuicdo da entropia é causada
pela formacao de uma tela ou estrutura aquosa, semelhante
a uma gaiola, ao redor do hidrocarboneto. Por causa da dife-
renga positiva liquida de AG, a interagdo entre dgua e grupos
ndo polares € bastante restrita. Consequentemente, em solu-
¢oes aquosas, 0s grupos ndo polares tendem a se agregar, de
modo que a drea de contato direto com a 4gua € minimizada
(ver Capitulo 2). A interag@o induzida pela estrutura da dgua
entre grupos ndo polares em solugdes aquosas € conhecida
como interag¢do hidrofébica. Nas proteinas, a interacio hi-
drofébica entre cadeias laterais nao polares de residuos de
aminodcidos € a principal razdo para o dobramento de pro-
tefnas em estruturas tercidrias singulares, nas quais a maioria
dos grupos ndo polares € proveniente do ambiente aquoso.

Uma vez que a interag@o hidrofébica € a antitese da so-
lug@o de grupos nao polares na dgua, o valor de AG para
interagdes hidrofébicas € negativo, enquanto os valores de
AV, AH e AS sdo positivos. Diferente de outras intera¢des
ndo covalentes, as interacdes hidrofébicas sdo endotérmi-
cas, isto €, sdo mais fortes a altas temperaturas, sendo mais
fracas a baixas temperaturas (em oposi¢ao ao que acontece
com as pontes de hidrogénio). A variacdo de energia livre
hidrofébica com a temperatura costuma seguir uma fungdo
quadratica,

AGyy = a-l—bT—I-CT2 (5.31)

onde a, b e ¢ sdo constantes e 7 € a temperatura absoluta.

A energia de interagdo hidrofébica entre duas moléculas
esféricas ndo polares pode ser estimada a partir da equagdo
de energia potencial [59]:

RiR,

e~P/Do kcal /mol
Ry +R

Ehg = =20 (5.32)
onde R, e R, sdo os raios das moléculas ndo polares, D € a
distancia em nm entre as moléculas, e D, € a extensdo do
decaimento (1nm). Diferente das ligagdes eletrostéticas, as
pontes de hidrogénio e as interagdes de van der Waals, que
seguem uma relag@o que se baseia na lei de poténcia com a
distancia entre os grupos que interagem, a intera¢ao hidrofé-
bica segue uma relagdo exponencial com a distancia entre 0s
grupos que interagem. Desse modo, ela € efetiva em distan-
cias relativamente longas (p. ex., 10 nm).

A energia hidrofébica livre das proteinas niao pode ser
quantificada usando-se a equacdo supracitada, o que se deve
ao envolvimento de vérios grupos ndo polares. E possivel,
contudo, estimar-se a energia hidrofébica livre de uma pro-
tefna por meio de outras correlagdes empiricas. A energia hi-
drofébica livre de uma molécula € diretamente proporcional a
area de superficie ndo polar que estd acessivel a dgua (Figura
5.10) [107]. A constante de proporcionalidade, isto €, a incli-
nagdo, varia entre 22 cal mol ~' A™ para as cadeias laterais
de Ala, Val, Leu e Phe, e 26 cal mol AT para Ser, Thr, Trp
e Met. Em média, a hidrofobicidade das cadeias laterais dos
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FIGURA 5.10 Relacdo entre hidrofobicidade e area de superficie acessivel das cadeias laterais de aminoacidos (circulos abertos) e hidro-
carbonetos (circulos preenchidos). (De Richards, F. M. 1977. Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 6:151-176. Cortesia da Annual Reviews, Inc.

aminodcidos é cerca de 24 cal mol ' A~ Isso estd préximo
do valor de 25 cal mol ' A~ para os alcanos, o que significa
que para a remogio de cada um A” de drea da superficie nio
polar do ambiente aquoso, uma proteina diminuird sua ener-
gia livre em 24 cal/mol. Sendo assim, a energia hidrofébica
livre de uma proteina pode ser estimada pela multiplicacio do
total da drea de superficie “inserida” por 24 cal mol ' A,

A drea de superficie inserida em vdrias proteinas globula-
res e as energias hidrofébicas livres sao mostradas na Tabela
5.8 [11]. E evidente que a energia hidrofébica livre contribui
do modo significativo para a estabilidade da estrutura protei-
ca. A média de energia hidrofébica livre por residuo de ami-
nodcido em proteinas globulares chega a aproximadamente
2,5 kcal/mol.

5.3.2.6 Pontes dissulfeto

As pontes dissulfeto sdo as unicas ligacdes cruzadas de cadeia
lateral covalentes encontradas nas proteinas. Elas podem ocor-
rer tanto intramolecular como intermolecularmente. Nas pro-
tefnas monoméricas, as pontes dissulfeto sdo formadas como
resultado do dobramento de proteinas. Quando dois residuos
Cys ficam préximos um do outro, com orienta¢do apropriada,
a oxidagao de grupos sulfidrila pelo oxigénio molecular resul-
ta em formacao de pontes dissulfeto. Uma vez formadas, elas
ajudam a estabilizar a estrutura dobrada das proteinas.

Misturas proteicas que contém residuos de cistina e de
Cys s@o capazes de sofrer reacdes de troca sulfidril-dissulfe-
to como € mostrado a seguir:

() ..o—E-o,

A reagdo de troca também pode ocorrer dentro de uma
Unica proteina desnaturada se ela contiver um grupo sulfidril
livre e uma ponte dissulfeto. Essa reacdo costuma levar a
diminuicdo de estabilidade da molécula proteica.

Em resumo, a formagdo de uma estrutura de proteina
tridimensional especifica € o resultado liquido de diversas
interacdes ndo covalentes de atracdo e repulsdo e quaisquer
pontes dissulfeto.

5.3.3 Estabilidade conformacional e
adaptabilidade das proteinas

A estabilidade da estrutura nativa das proteinas € definida
como a diferenca de energia livre entre os estados nativo e
desnaturado (ou desordenado) da molécula proteica. Ela cos-
tuma ser representada como AGy,, referindo-se a quantidade
de energia necessdria para desdobrar uma proteina do estado
nativo para um estado desnaturado.

Todas as interagdes ndo covalentes discutidas anterior-
mente, exceto as interagdes eletrostaticas repulsivas, contri-
buem para a estabilidade da estrutura nativa da proteina. A
influéncia estabilizadora sobre a estrutura nativa das mudan-
cas na energia livre total atribuida a essas interagdes chega a
centenas de kcal/mol. Entretanto, o AG, liquido da maioria
das proteinas esta na faixa de 5-20 kcal/mol. A principal for-
¢a que desestabiliza a estrutura nativa € a entropia confor-
macional da cadeia polipeptidica. A perda dos movimentos
translacionais, rotacionais e vibracionais ocorrente quando
um polipeptideo em estado desordenado € ordenado em uma
estrutura compacta diminui sua entropia conformacional. O
aumento de energia livre resultante dessa perda de entropia
conformacional € mais do que compensado pelas interacdes
nao covalentes favordveis, resultando em reducdo liquida de
energia livre. Desse modo, a diferenca de energia livre entre
os estados nativo e desnaturado pode ser expresso como

AGpsN = AGPonte—H + AGele +

AGug + AGyaw — TAScont  (5.34)

onde AG,. 1 AG, AGy,e AG 4y, s80, respectivamente,
as mudancas de energia livre para interagdes com pontes de
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TABELA 5.8 Area de superficie acessivel (A), drea de superficie inserida (A,) e energia hidrofébica

livre em proteinas

Proteina MW (Daltons) A, (A% A,(A? AG,,, (kcal/mol)
Parvalbumina 11.450 5.930 11.037 269
Citocromo C 11.930 5.570 12.107 294
Ribonuclease A 13.690 6.790 13.492 329
Lisozima 14.700 6.620 15.157 369
Mioglobina 17.300 7.600 18.025 439
Proteina transportadora de retinol (RDB) 20.050 9.160 20.535 500
Papaina 23.270 9.140 25.320 617
Quimotripsina 25.030 10.440 26.625 648
Subtilsina 27.540 10.390 30.390 739
Anidrase carbonica B 28.370 11.020 30.988 755
Carboxipeptidase A 34.450 12.110 38.897 947
Termolisina 34.500 12.650 38.431 935

Os valores de Ag sao da Referéncia 84.
A, foi calculado a partir das Equagoes 5.22 e 5.23.

hidrogénio, interacdes eletrostdticas, interacdes hidrofébicas
e interagdes de van der Waals, enquanto AS_ ;€ a entropia
conformacional da cadeia polipeptidica. A AS_ ; de uma
proteina em estado desordenado € de cerca de 1,9 a 10 cal
mol 'K~ por residuo. Em geral, supde-se um valor médio de
5,2 cal mol 'K por residuo.

Uma proteina com 100 residuos de aminodcidos e 310 K
terd entropia conformacional de cerca de 5,2 x 100 x 310
= 161,2 kcal/mol. Essa energia conformacional desestabi-
lizadora reduzird a estabilidade liquida da estrutura nativa
resultante de interacdes ndo covalentes.

Os valores de AG,,, isto €, a energia necessaria ao desdo-
bramento de vdrias proteinas, estdo apresentados na Tabela 5.9.
Esses valores indicam que, apesar de numerosas interacoes in-
tramoleculares, as proteinas sdo apenas marginalmente esta-
veis. Por exemplo, os valores de AG,, da maioria das proteinas
correspondem ao equivalente energético de uma a trés pontes
de hidrogénio ou cerca de duas a cinco intera¢des hidrofébicas,
0 que sugere que a quebra de algumas interacdes nao covalen-
tes desestabilizaria a estrutura nativa de muitas proteinas.

Em contrapartida, parece que as proteinas ndo foram pro-
jetadas para serem moléculas rigidas. Elas sao flexiveis, seu

TABELA 5.9 Valores de AG, para proteinas selecionadas

Proteina pH T (°C) AG,, (kcal/mol)
a-lactoalbumina 7 25 4,4
B-lactoglobulina bovina A + B 7,2 25 7,6
B-lactoglobulina bovina A 3,15 25 10,2
B-lactoglobulina bovina B 3,15 25 11,9
Lisozima T4 3,0 37 4,6
Lisozima da clara do ovo de galinha 7,0 37 12,2
Actina G 7,5 25 6,5
Lipase (de Aspergillus) 7,0 - 11,2
Troponina 7,0 37 4,7
Ovoalbumina 7,0 25 6,0
Citocromo C 5,0 37 7,9
Ribonuclease 7,0 37 8,1
a-quimiotripisina 4,0 37 8,1
Tripsina - 37 13,2
Pepsina 6,5 25 10,9
Hormonio do crescimento 8,0 25 14,2
Insulina 3,0 20 6,5
Fosfatase alcalina 7,5 30 20,3

AGprepresenta G, — Gy, sendo que G, e G sdo, respectivamente, as energias livres dos estados

desnaturado e nativo de uma molécula proteica.

Fonte: Compilada a partir de varias fontes.
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estado nativo é um estado metaestavel e a quebra de uma a
trés pontes de hidrogénio ou de algumas interacdes hidrofé-
bicas pode causar mudangas conformacionais cooperativas
com facilidade. A adaptabilidade conformacional a mudan-
cas nas condi¢des da solugdo € necessdria para que as pro-
teinas realizem diversas fungdes biolégicas importantes. Por
exemplo, a ligacdo eficiente dos substratos ou ligantes pros-
téticos a enzimas envolve, invariavelmente, a reorganizacao
dos segmentos polipeptidicos nos sitios de ligag@o. Por outro
lado, as proteinas que necessitam de alta estabilidade estru-
tural para realizar suas funcgdes fisiolégicas costumam ser
estabilizadas por pontes dissulfeto intramoleculares, que
neutralizam de maneira efetiva a entropia conformacional
(i.e., a tendéncia da cadeia polipeptidica a desdobrar-se).

5.4 DESNATURACAO PROTEICA

A estrutura nativa de uma proteina € o resultado liquido de
vérias interagdes atrativas e repulsivas que emanam de forcas
intramoleculares variadas, bem como da interagdo de varios
grupos proteicos com a dgua como solvente circundante.
Contudo, a estrutura nativa €, em grande parte, o produto do
ambiente da proteina. O estado nativo €, termodinamicamen-
te, o mais estdvel com a energia livre mais baixa possivel.
Qualquer mudanga em seu ambiente, tal como pH, for¢a i6ni-
ca, temperatura, composic¢io de solvente, etc., forcara a mo-
Iécula a assumir uma nova estrutura de equilibrio. Mudangas
sutis na estrutura, as quais ndo alterem drasticamente a ar-
quitetura molecular da proteina, costumam ser consideradas
como “adaptabilidade conformacional”, enquanto mudancas
importantes nas estruturas secunddria, tercidria e quaterndria,
sem clivagem das ligacdes peptidicas da cadeia principal, sdo
consideradas “desnatura¢do”. Do ponto de vista estrutural,
enquanto a estrutura nativa de uma proteina é uma entidade
bem definida, com coordenadas estruturais para cada um dos
atomos da molécula, podendo ser obtida a partir de sua es-
trutura cristalografica, o mesmo nao ocorre com a estrutura
desnaturada. A desnaturacdo € um fendmeno no qual o estado
inicial bem definido de uma proteina formada sob condi¢ées

Estado de desordem
estrutural (random coil)

I

fisiolégicas € transformado em uma estrutura final mal de-
finida sob condic¢des ndo fisioldgicas, usando-se um agente
desnaturante. Isso ndo envolve nenhuma mudanga quimica
na proteina. No estado desnaturado, em decorréncia de um
maior movimento de rotacao dos angulos di-hedrais da ca-
deia polipeptidica, a proteina pode assumir varios estados
conformacionais, diferindo apenas ligeiramente em energia
livre. A Figura 5.11 demonstra isso de forma esquematica.
Alguns estados desnaturados possuem mais estruturas re-
siduais dobradas que outros. Deve-se notar que, mesmo no
estado completamente desnaturado, as proteinas globulares
tipicas, com excecdo da gelatina, ndo se comportam como
verdadeiras random coil (estado de desordem estrutural). Isso
se deve ao fato de que o cardter parcial da ligacdo dupla das
ligagdes amida e as restri¢des espaciais locais causadas pelas
cadeias laterais volumosas nao permitem a liberdade rotacio-
nal de 360° para a sequéncia polipeptidica.

A viscosidade intrinseca ([1]) de uma proteina desnatu-
rada por completo € uma fun¢do do nimero de residuos de
aminodcidos, sendo expressa por [121]:

[n] = 0,7165°°° (5.35)

onde 1 € o nimero de residuos de aminodcidos da proteina.
Com frequéncia, a desnaturagdo tem uma conotacao
negativa, pois ela indica perda de algumas propriedades.
Muitas proteinas biologicamente ativas perdem sua ativida-
de ap6s a desnaturac@o. No caso das proteinas alimentares,
a desnaturacdo costuma causar perda da solubilidade e de
algumas propriedades funcionais. No entanto, do ponto de
vista da aplicag¢do do alimento, a desnaturag@o proteica du-
rante o processamento ndo € sempre indesejavel. De fato, em
alguns casos, ela € muito desejavel. Por exemplo, a desnatu-
racdo parcial de proteinas na interface ar-dgua e 6leo-dgua
melhora as propriedades emulsificantes e de formagado de
espuma, enquanto a desnaturacdo térmica excessiva das pro-
tefnas de soja diminui suas propriedades emulsificantes e de
formagdo de espuma. Por outro lado, a desnaturacdo térmi-
ca melhora acentuadamente a digestibilidade das proteinas
das leguminosas, o que resulta da inativag¢do de inibidores de

&L .
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FIGURA 5.11
a menor energia geralmente € a do estado nativo.
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Representagao esquemadtica da energia de uma molécula proteica em fungao de sua conformagao. A conformagao com
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tripsina. Em geral, as proteinas parcialmente desnaturadas
sdo mais digeriveis do que as naturais. Em bebidas proteicas,
nas quais a alta solubilidade e a dispersibilidade de proteinas
€ necessdria, até mesmo desnaturagdes parciais da proteina,
durante o processamento, podem causar floculagdo e preci-
pitacdo durante o armazenamento, podendo, assim, afetar
de modo adverso os atributos sensoriais do produto. Assim,
para se desenvolver estratégias de processamento apropria-
das, € imperativo que haja um entendimento basico sobre os
fatores ambientais e sobre outros fatores que afetam a estabi-
lidade estrutural das proteinas em sistemas alimenticios.

5.4.1 Termodinamica da desnaturacao

A desnaturacdo € um fendmeno que envolve a transformagao
de uma estrutura dobrada e bem definida de uma proteina,
formada sob condig¢des fisioldgicas, em um estado desorde-
nado, sob condi¢des nao fisiolégicas. Como a estrutura nao
é um parametro facilmente quantificavel, a medicdo direta
das fragdes das proteinas nativa e desnaturada ndo € possi-
vel. Entretanto, mudangas conformacionais nas proteinas
afetam invariavelmente vdrias de suas propriedades fisicas
e quimicas, como absorbancia no ultravioleta, fluorescéncia,
viscosidade, coeficiente de sedimentag@o, rotagdo 6ptica, di-
croismo circular, reatividade de grupos sulfidril e atividade
enzimdtica. Desse modo, a desnaturacdo proteica pode ser
estudada por monitoramento das mudancgas nessas proprie-
dades fisico-quimicas.

Quando mudancas em uma propriedade fisica ou quimi-
ca, y, sdo monitoradas como funcdo da temperatura ou da
concentragdo do desnaturante, muitas proteinas globulares
monoméricas exibem perfis de desnatura¢do, como demons-
trado na Figura 5.12. yy e y, sdo valores de y para os estados
nativo e desnaturado da proteina, respectivamente.

YN

Para a maioria das proteinas, a medida que a concentrago
do desnaturante (ou temperatura) aumenta, o valor de y per-
manece inalterado a principio e, acima de um ponto critico,
seu valor muda abruptamente de yy para y,, dentro de uma
faixa estreita de concentracdo ou temperatura do desnaturan-
te. Para a maioria das proteinas globulares, essa transicao é
muito ingreme, indicando que a desnaturagc@o da proteina é
um processo cooperativo. Ou seja, uma vez que a molécula
de proteina comega a se desdobrar ou, uma vez que algumas
interagdes na proteina sdo quebradas, a molécula inteira se
desdobra, com leve aumento adicional de concentracido ou
temperatura do desnaturante. A natureza cooperativa do
desdobramento sugere que as proteinas globulares ocorrem
apenas nos estados nativo e desnaturado, isto €, nos estados
intermedidrios ndo sdo possiveis. Isso € conhecido como mo-
delo de “transicdo em dois estados”. Para o modelo de dois
estados, o equilibrio entre os estados nativo e desnaturado na
regido de transicao cooperativa pode ser expresso como:

Kp
N = D

Kp = [DJ/[N] (5.36)

onde K, € a constante de equilibrio. Como a concentragio
de moléculas de proteina desnaturada € extremamente baixa
(entre 1 e 10°) na auséncia de um desnaturante (ou quan-
tidade critica de calor) a estimativa de K, ndo € possivel.
Entretanto, na regido de transicao, ou seja, em concentracio
alta o suficiente de desnaturante (ou temperatura suficiente-
mente alta), o aumento da quantidade de moléculas de pro-
teina desnaturada permite a determinag¢d@o de uma constante
de equilibrio aparente, K, .. Na regido de transi¢ao, onde
tanto as moléculas proteicas naturais como as desnaturadas
estdo presentes, o valor de y € dado por:

Yy =/NYN +/byD (5.37)

Concentracdo, temperatura, ou pH desnaturante

FIGURA 5.12 Curvas tipicas de desnaturacdo proteica, y representa qualquer propriedade fisica ou quimica mensuravel de uma molécu-
la de proteina que varia com a conformacao proteica, y, € y, sdo os valores de y para os estados nativo e desnaturado, respectivamente.



204 Srinivasan Damodaran, Kirk L. Parkin & Owen R. Fennema

onde fy e f}, sdo as fragdes da proteina nos estados nativo e
desnaturado, e y, e y,, sdo valores de y para os estados nativo
e desnaturado, respectivamente. A partir da Figura 5.12,

~ Op—y
N=—"-=
Op —¥yN) (5.38)
O —yN)
fo=—""+
(b —¥N) (5.39)
A constante de equilibrio aparente é dada por:
Ko — o -y
app = =
N O —yp) (5.40)
e a energia livre da desnaturagdo € dada por:
AGypp = RT In Kpapp (5.41)

O gréfico de — RT In Ky, versus a concentragdo de desna-
turante € geralmente linear e entdo a K, e a AGy, da proteina em
dgua pura (ou em tampao na auséncia de desnaturante) € obtida
a partir da intersec¢do com y. A entalpia de desnaturagdo, AH,,
¢ obtida a partir da variagdo da mudanca de energia livre com a

temperatura, utilizando-se a equacao de van’t Hofft:

d(In Kp)

Afo==R5aT)

(5.42)

As proteinas monomeéricas que contém dois ou mais domi-
nios com estabilidades estruturais diferentes costumam exibir
diversas etapas de transicdo no perfil de desnaturagdo. Se as
etapas de transic@o estiverem bem separadas, as estabilidades
de cada dominio podem ser obtidas a partir do perfil de tran-
si¢do, utilizando-se o modelo de dois estados supracitada. A
desnaturacdo de proteinas oligoméricas ocorre via dissociag@o
de subunidades, seguida da desnaturac@o das subunidades.

A desnaturag@o proteica pode ser reversivel, em especial
para proteinas monoméricas pequenas. Quando o desnatu-
rante € removido da solucdo proteica (ou a amostra € resfria-
da), a maioria das proteinas monoméricas (na auséncia de
agregacdo) se reorganiza para atingir sua conformacao na-
tiva sob condicdes de solugdo apropriadas, como pH, forca
ionica, potencial redox e concentracdo proteica. Muitas pro-
tefnas reorganizam-se quando a concentragdo proteica esta
abaixo de 1 uM. Acima de 1uM de concentracdo proteica,
a reorganizagdo € parcialmente inibida por causa da maior
interacdo intermolecular ocorrida a custa de interagdes in-
tramoleculares. Potenciais redox comparaveis aos do fluido
bioldégico facilitam a formacdo de pares corretos de pontes
dissulfeto durante o redobramento.

5.4.2 Agentes desnaturantes
5.4.2.1

5.4.2.1.1 Temperatura e desnaturagao

O calor € o agente desnaturante mais utilizado no processa-
mento e na preservagdo de alimentos. As proteinas passam
por graus variados de desnaturagio durante o processamen-

Agentes fisicos

to. Isso pode afetar suas propriedades funcionais em alimen-
tos, sendo, por isso, importante que se entendam os fatores
que afetam a desnaturacio proteica.

Quando uma solug@o proteica € aquecida gradualmente
acima da temperatura critica, ela sofre uma transi¢ao brusca
do estado nativo para o desnaturado. A temperatura no ponto
médio de transicao, no qual a propor¢do da concentragao dos
estados nativo e desnaturado € 1, é conhecido como tempe-
ratura de fusdo 7; ou como temperatura de desnaturacdo 7.
O mecanismo de desnaturac¢do das proteinas induzido pela
temperatura envolve principalmente o efeito da temperatu-
ra sobre a estabilidade das interagdes ndo covalentes. Nesse
aspecto, as pontes de hidrogénio e as interacdes eletrostati-
cas, que sdo exotérmicas por natureza, sao desestabilizadas,
sendo que as interacdes hidrofébicas, que sdo endotérmicas,
sdo estabilizadas a medida que a temperatura aumenta. A
forca das interagdes hidrofébicas alcanga seu maximo em
cerca de 70-80°C [22]. Além das interacdes ndo covalentes,
a dependéncia da temperatura da entropia conformacional,
TAS,,,, também desempenha um papel importante na esta-
bilidade das proteinas. A entropia conformacional da cadeia
aumenta conforme a temperatura se eleva, o que favorece um
estado desordenado. A estabilidade liquida de uma proteina
em determinada temperatura €, desse modo, a soma total des-
sas interagdes. Entretanto, uma andlise cuidadosa do efeito
da temperatura sobre vdrias interacdes em proteinas revela o
seguinte: nas proteinas globulares, a maioria dos grupos car-
regados ocorre na superficie da molécula proteica, estando
completamente expostos ao meio aquoso muito dielétrico.
Por causa do efeito de varredura dielétrica da dgua, as inte-
racdes eletrostdticas atrativas e repulsivas entre os residuos
carregados sdo muito reduzidas. Além disso, sob for¢a idnica
fisiolégica, a varredura de grupos carregados nas proteinas
por contraions, reduz ainda mais as interagdes eletrostdticas
nas protefnas. Por causa desses fatos, a influéncia das intera-
¢oes eletrostdticas nas proteinas ndo € significativa. De modo
semelhante, as pontes de hidrogénio sdo instdveis em meio
aquoso e, em consequéncia disso, sua estabilidade nas protei-
nas depende das intera¢des hidrofébicas que criam um meio
dielétrico baixo no local. Isso implica que, 2 medida que um
meio nio polar é mantido, as pontes de hidrogénio na pro-
tefna permanecem intactas com o aumento da temperatura.
Esses fatos sugerem que, embora as interagdes polares sejam
afetadas pela temperatura, elas ndo costumam contribuir para
a desnaturagdo proteica induzida pelo calor. Com base nes-
sas consideragdes, a estabilidade do estado nativo da proteina
pode ser considerada como uma diferenca de energia liquida
livre proveniente das intera¢des hidrofébicas que tendem a
favorecer o estado ordenado e a entropia conformacional da
cadeia que favorece o estado desordenado. Isto €,

AGN=D = AGHp + AGeonf (5.43)

A dependéncia da estabilidade da proteina em relagdo a
temperatura, sob pressdo constante, pode ser expressa como
[33]

J0AGN_D _ 8AGH¢ + IAGeonf

oT aT oT

(5.44)
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As interagdes hidrofébicas sdo fortalecidas em tempe-
raturas mais altas; portanto dAGyy/0T > 0. A entropia
conformacional aumenta a partir do desdobramento da pro-
teina; portanto, d AGeons /0T < 0. A medida que a tempera-
tura aumenta, a interagdo entre essas forcas opostas alcan-
¢a um ponto no qual dAGN_.p/dT ~ 0. A temperatura na
qual esse processo ocorre sinaliza a temperatura de desna-
turacgdo (7,) da proteina. As contribuicdes relativas das for-
¢as principais para a estabilidade da molécula proteica em
funcdo da temperatura estdo representadas na Figura 5.13.
Deve-se notar que a estabilidade das pontes de hidrogénio
nas proteinas ndo ¢ afetada significativamente pela tempe-
ratura. Os valores de T, de algumas proteinas estdo listados
na Tabela 5.10 [14].

Supde-se, com frequéncia, que quanto menor a tempe-
ratura, maior serd a estabilidade de uma proteina. Isso ndao
é sempre verdadeiro. Algumas proteinas sdo desnaturadas
em baixas temperaturas [16]. Por exemplo (Figura 5.14)
[18,73], a estabilidade da lisozima aumenta com a redug@o
da temperatura, enquanto a estabilidade da mioglobina e de
um mutante da lisozima do fago T, demonstram sua esta-
bilidade maxima a cerca de 30 e 12,5° C, respectivamente.
Abaixo e acima dessas temperaturas, a mioglobina e a liso-
zima do fago T, sdo menos estdveis. Quando armazenadas
abaixo de 0°C, essas duas proteinas sofrem desnaturacio
induzida pelo frio. A temperatura da estabilidade mdxima
(minimo de energia livre) depende do impacto relativo da
temperatura sobre as forcas de estabilizacdo e desestabili-
zagdo na proteina. As proteinas que sdo estabilizadas prin-
cipalmente por interacdes hidrofébicas sdo mais estaveis
em temperaturas proximas a ambiente do que em tempera-
tura de refrigerag@o. As pontes dissulfeto intramoleculares

das proteinas tendem a estabiliza-las, tanto em baixas como
em altas temperaturas, pois elas se opdem a entropia con-
formacional da cadeia proteica.

Viarias proteinas alimentares sofrem desnaturacio e dis-
sociacdo reversiveis em baixas temperaturas. A glicinina,
uma das proteinas de armazenamento da soja, agrega-se e
precipita-se quando armazenada a 2°C [68], tornando-se en-
tao soliivel quando retorna a temperatura ambiente. Quando
o leite desnatado é armazenado a 4°C, a B-caseina dissocia-
-se das micelas de caseina, e isso altera as propriedades fisi-
co-quimicas e coagulantes das micelas de caseina. Diversas
enzimas oligoméricas, como lactato desidrogenase e glice-
raldeido fosfato desidrogenase, perdem a maior parte de sua
atividade enzimdtica quando armazenadas a 4°C, o que tem
sido atribuido a dissociacdo das subunidades. Entretanto,
quando aquecidas até a temperatura ambiente e mantidas
nessa temperatura por algumas horas, elas se reassociam e
recuperam completamente sua atividade [127].

A composic¢do de aminodcidos afeta a estabilidade térmi-
ca das proteinas. As proteinas que contém maiores por¢des
de residuos de aminodcidos hidrofébicos, especialmente
Val, Ile, Leu e Phe, tendem a ser mais estdveis que as mais
hidrofilicas [137]. Além disso, hd uma forte correlacio po-
sitiva entre a termoestabilidade e o niimero percentual de
alguns residuos de aminodcidos. Por exemplo, a andlise es-
tatistica de quinze proteinas diferentes demonstrou que suas
temperaturas de desnaturacio térmica estdo correlacionadas
positivamente (r = 0,98) a soma do nimero percentual dos
residuos de Asp, Cys, Glu, Lys, Leu, Arg, Trp e Tyr. Por ou-
tro lado, as temperaturas de desnaturagdo térmica do mesmo
grupo de proteinas estdo correlacionadas negativamente (r
= — 0,975) a soma do niimero percentual de Ala, Asp, Gly,
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FIGURA 5.13 Mudancas relativas em contribui¢des da energia livre por pontes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas e entropia con-
formacional para a estabilidade das proteinas em funcao da temperatura.
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TABELA 5.10 Temperaturas de desnaturacdo térmica (T, ) e hidrofobicidades médias de proteinas

Proteina T, Hidrofobicidade média (kcal mol ™' residuo )
Tripsinogénio 55 0,89
Quimiotripsinogénio 57 0,90
Elastase 57 -
Pepsinogénio 60 0,97
Ribonuclease 62 0,78
Carboxipeptidase 63 -
Alcool desidrogenase 64 -
Albumina sérica bovina 65 1,02
Hemoglobina 67 0,96
Lisozima 72 0,90
Insulina 76 1,00
Albumina do ovo 76 0,97
Inibidor de tripsina 77 -
Mioglobina 79 1,05
a-lactoalbumina 83 1,03
Citocromo C 83 1,06
B-lactoglobulina 83 1,09
Avidina 85 0,92
Glicinina de soja 92 -
Proteina 11S de feijao-fava 94 -
Proteina 11S de girassol 95 -
Globulina de aveia 108 -

Fonte: Os dados foram compilados a partir de Bull, H. B. e K. Breese. 1973. Arch.Biochem. Biophys. 158:681-686.

Gln, Ser, Thr, Val e Tyr (Figura 5.15) [101]. Outros residuos
de aminoécidos exercem pouca influéncia sobre a T,.

A estabilidade térmica das proteinas de organismos
termofilicos e hipertermofilicos, os quais podem resistir a
temperaturas extremamente altas, também € atribuida a sua
composic¢do singular de aminodcidos [111]. Essas proteinas
contém niveis mais baixos de residuos de Asn e Gln do que
os de organismos mesofilicos. Sugere-se, nesse caso, que,
pelo fato de Asn e Gln serem suscetiveis a desamidagdo em
altas temperaturas, niveis maiores desses residuos em pro-
teinas mesofilicas podem contribuir parcialmente para a ins-
tabilidade. Os contetdos de Cys, Met e Trp, que podem ser
oxidados com facilidade sob altas temperaturas, sdo também
baixos nas proteinas hipertermoestaveis. Por outro lado, as
proteinas termoestaveis apresentam altos niveis de Ile e Pro
[117,126]. Acredita-se que o alto contetido de Ile ajuda na
melhora do acondicionamento do nucleo proteico [110], o
que reduz as cavidades ocultas ou os espagos vazios. A au-
séncia de espagos vazios pode reduzir a mobilidade da ca-
deia polipeptidica em altas temperaturas, 0 que minimiza o
aumento da entropia configuracional da cadeia polipeptidica
em altas temperaturas. Acredita-se que conteidos elevados
de Pro, em especial nas regides de “al¢a” da cadeia proteica,
fornecem rigidez a estrutura [75,87]. O exame de estruturas
cristalograficas de varias proteinas/enzimas de organismos
termofilicos mostra que eles também contém um ndmero
significativamente maior de pares idnicos nas fendas pro-
teicas, além de uma quantidade substancialmente maior de

moléculas de dgua inseridas e comprometidas em pontes de
hidrogénio entre segmentos, em comparacio a seus equiva-
lentes mesofilicos [4,132]. Ao serem consideradas juntas,
parece que as interagdes polares (pontes salinas e pontes de
hidrogénio entre os segmentos) no interior da proteina nao
polar sdo responsdveis pela termoestabilidade das proteinas
de organismos termofilicos e hipertermofilicos, sendo que
tal ambiente € facilitado por altos contetddos de Ile. Como ji
foi discutido, € concebivel que cada ponte salina no interior
da proteina, onde a constante dielétrica € cerca de quatro,
pode aumentar a estabilidade da estrutura da proteina em
cerca de 20 kcal/mol.

A desnaturagdo térmica de proteinas globulares mo-
noméricas €, em sua maior parte, reversivel. Por exemplo,
quando enzimas monoméricas sdo aquecidas acima de suas
temperaturas de desnaturagcdo, ou mesmo mantidas duran-
te pouco tempo a 100°C, e, entdo, imediatamente resfriadas
em temperatura ambiente, elas recuperam por completo suas
atividades. Contudo, a desnaturagdo térmica pode tornar-se
irreversivel quando a proteina € aquecida a 90-100°C por um
periodo prolongado, mesmo em pH neutro [5]. Essa irrever-
sibilidade ocorre devido a vérias modifica¢cdes quimicas na
proteina, como desamidag@o dos residuos de Asn e Gln, cli-
vagem de ligagdes peptidicas nos residuos de Asp, destrui-
¢do de residuos de Cys e de cistina e agregagdo [5,124].

A agua facilita muito a desnaturagio térmica das protei-
nas [46]. Proteinas secas em po sdo extremamente estaveis a
desnaturagdo térmica. A T, diminui muito com o aumento do
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FIGURA 5.14 Variagao da estabilidade proteica (AG,,) com a temperatura para mioglobina (- - - -), ribonuclease A (—) e um mutante da
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FIGURA 5.15 Correlagdes de grupos de residuos de aminoacidos com a estabilidade térmica de proteinas globulares. O grupo X, repre-
senta Asp, Cys, Glu, Lys, Leu, Arg, Trp e Tyr. O grupo X, representa Ala, Asp, Gly, Gln, Ser, Thr, Val e Tyr. (Adaptada de Ponnuswamy, P. K.
etal. 1982. Int. J. Biol. Macromol. 4:186-190.)

conteudo de dgua de 0 a 0,35 g de dgua/g de proteina (Figura ¢ igual a encontrada em uma solucdo diluida de proteina.
5.16). Aumentos no contetdo de dgua de 0,35 a 0,75 gde O efeito da hidratagdo sobre a termoestabilidade ¢ funda-
dgua/g de proteina causam apenas diminui¢do marginal de ~ mentalmente relacionado a dindmica da proteina. No estado
T,. Acima de 0,75 g de 4gua/g de proteina, a T,da proteina  seco, as proteinas apresentam estrutura estdtica, isto €, os
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eY. Noda. 1981. Bull. Chem. Soc. Japan 54:3233-3234.)

segmentos polipetidicos tém mobilidade restrita. A medida
que o conteddo de d4gua aumenta, a hidratagdo e a penetracdo
parcial da 4gua nas cavidades de superficie causam a expan-
sdo da proteina. O estado expandido, no qual a proteina e
sua dgua se convertem de um estado amorfo para um estado
com consisténcia de borracha, alcanga seu valor maximo em
um conteddo de dgua de 0,3-0,4 grama/grama de proteina,
em temperatura ambiente. A expansao da proteina aumenta a
mobilidade e a flexibilidade da cadeia, sendo que a molécula
de proteina assume uma estrutura fundida mais dinimica.
Quando aquecida, essa estrutura dindmica flexivel promove
mais acesso de dgua as pontes salinas e as pontes de hidrogé-
nio peptidicas do que seria possivel no estado seco, resultan-
do em uma 7, menor.

Aditivos como sais e agucares afetam a termoestabi-
lidade das proteinas em solucdes aquosas. Agticares como
sacarose, lactose, glicose e glicerol estabilizam as proteinas
contra a desnaturagdo térmica [69]. A adicdo de 0,5 M de
NaCl a proteinas, tais como S-lactoglobulina, proteinas de
soja, albumina sérica e globulina de aveia, aumenta signifi-
cativamente sua 7, [25,27,54].

5.4.2.1.2  Pressao hidrostatica e desnaturacao

Uma das varidveis termodinamicas que afeta a conformagdo
das proteinas € a pressdo hidrostatica. Diferente da desna-
turag@o induzida pela temperatura, que costuma ocorrer no
intervalo de 40-80°C a pressdo de uma atmosfera, a des-
naturacio induzida pela pressdo pode ocorrer a 25 °C se a
pressdo for alta o suficiente. A maioria das proteinas sofre
desnaturac@o induzida pela pressdo no intervalo de 1-12
kbar, como € evidenciado pelas alteracdes em suas proprie-
dades espectrais. O ponto médio da transi¢do induzida pela
pressao ocorre entre 4-8 kbar [57].

A desnaturacdo de proteinas induzida pela pressao ocor-
re porque as proteinas sao flexiveis e compressiveis. Embora
os residuos de aminodcidos estejam compactados com den-
sidade no interior das proteinas globulares, alguns espagos
vazios existem invariavelmente, o que leva a compressibili-

Influéncia do teor de dgua sobre a temperatura (T,) e sobre a entalpia (AH,) de desnaturacdo da ovoalbumina. (Fujita, Y.

dade. O volume médio parcial especifico das protefnas glo-
bulares no estado hidratado, UO, € de cerca de 0,74 mL/g.
O volume parcial especifico pode ser considerado como a
soma de trés componentes:

v = Ve + Veay + AVsol (5.45)

onde V€ a soma dos volumes atomicos, V., € a soma dos
volumes dos espacos vazios no interior da proteinae AV ¢
a mudanca de volume decorrente da hidratacao [47]. Quanto
maior for V., maior serd a contribui¢do dos espagos vazios
para o volume parcial especifico e mais instdvel serd a pro-
teina quando pressurizada. As proteinas fibrosas sdo, em sua
maioria, desprovidas de espacos vazios e, em consequéncia
disso, elas sdo mais estdveis a pressdo hidrostatica do que as
globulares.

A desnaturacdo de proteinas globulares induzida pela
pressdo costuma ser acompanhada pela redugdo de volume
por volta de 30-100 mL/mol. Essa redugdo € causada por
dois fatores: eliminag@o de espagos vazios a medida que a
proteina se desdobra e hidratagdo dos residuos de aminodci-
dos ndo polares que ficam expostos durante o desdobramen-
to. Esse tdltimo evento resulta em decréscimo de volume (ver
Secdo 5.3.2). A alterag@o de volume € associada a mudanca
de energia livre pela expressao:

dp (5.46)

onde p € a pressdo hidrostatica.

Se uma proteina globular for completamente desdobrada
durante a pressurizagdo, a mudanca de volume deve ser cer-
ca de 2%. Entretanto, mudangas de volume de 30-100 mL/
mol, observadas nas proteinas desnaturadas por pressdo, cor-
respondem a uma mudanga de apenas 0,5% de volume. Isso
indica que as proteinas se desdobram apenas parcialmente
mesmo sob pressao hidrostatica de até 10 kbar.

A desnaturagdo proteica induzida por pressdo € altamen-
te reversivel. A maior parte das enzimas, em solucdes dilui-
das, recupera sua atividade, uma vez que a pressdo seja re-
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duzida a pressao atmosférica [66]. Entretanto, a regeneracao
quase completa da atividade costuma levar muitas horas. No
caso de enzimas e proteinas oligoméricas desnaturadas pela
pressdo, as subunidades primeiro se dissociam a 0,001-2
kbar e, em seguida, as subunidades desnaturam-se a pressoes
maiores [128]; quando a pressdo € removida, as subunidades
reassociam-se e a restauracdo quase completa da atividade
enzimatica ocorre depois de varias horas.

Altas pressdes hidrostdticas estdo sendo investigadas
como uma ferramenta no processamento de alimentos, por
exemplo, para inativacdo microbiana ou gelificacdo. Uma
vez que altas pressoes hidrostaticas (2-10kbar) danificam
irreversivelmente as membranas celulares, causando a dis-
sociacdo de organelas dos microrganismos, haverd destrui-
¢do de microrganismos vegetativos [72]. A gelificagdo por
pressdo da clara do ovo, da solucdo de proteina de soja a
16%, ou da solucdo de actomiosina a 3%, pode ser reali-
zada pela aplicagdo de uma pressdo hidrostatica de 1-7 kbar,
por 30 min, a 25° C. Os géis induzidos por pressdo sdo mais
macios do que os induzidos termicamente [94]. Além disso,
a exposi¢cdo do musculo de carne bovina a pressdes hidros-
taticas de 1-3 kbar causam fragmentacao parcial das miofi-
brilas, o que pode ser ttil no amaciamento da carne [119] e
na gelifica¢do de proteinas miofibrilares. O processamento
sob pressdo, diferente do processamento térmico, ndo causa
danos aos aminoacidos essenciais, a cor natural € ao sabor,
assim como ndo causa o desenvolvimento de compostos t6-
xicos. Dessa forma, o processamento de alimentos com alta
pressao hidrostatica pode apresentar vantagens (exceto pelo
custo), para alguns produtos alimenticios.

5.4.2.1.3 Cisalhamento e desnaturacao

O elevado cisalhamento mecanico gerado por agitacao,
amassamento, batimento, etc., pode causar a desnaturacgao de
proteinas. Muitas proteinas desnaturam-se e precipitam-se
quando sdo agitadas com forca [93]. Nessas circunstancias,
a desnaturac@o ocorre por causa da incorporacdo de bolhas
de ar e da adsorcao de moléculas de proteinas na interface
ar-liquido. A medida que a energia dessa interface é maior
do que a da fase principal, as proteinas sofrem modificagdes
conformacionais na interface. A dimensdo das modificacdes
conformacionais depende da flexibilidade da proteina. As
proteinas altamente flexiveis desnaturam-se com mais rapi-
dez em interfaces ar-liquido do que as proteinas rigidas. Os
residuos ndo polares da proteina desnaturada orientam-se em
diregd@o a fase gasosa e os residuos polares orientam-se em
direcdo a fase aquosa.

Virias operacgdes do processamento de alimentos envol-
vem alta pressdo, cisalhamento e altas temperaturas, por
exemplo, extrusdo, mistura sob alta velocidade e homoge-
neizacdo. Quando uma lamina rotatéria produz uma alta taxa
de cisalhamento, criam-se pulsos subsonicos e ainda ocorre
cavitagdo nos bordos de fuga da ldmina. Ambos os eventos
contribuem para a desnaturagdo da proteina. Quanto maior
a taxa de cisalhamento, maior serd o grau de desnaturacao.
A combinacgdo de alta temperatura com alta forca de cisa-
lhamento causa a desnaturagdo irreversivel das proteinas.

Por exemplo, quando uma solucdo de proteina do soro a 10-
20%, em pH 3,5-4,5 e a 80-120°C, estd sujeita a uma taxa de
cisalhamento de 7.500-10.000/s, ela forma particulas macro-
coloidais esféricas insoliveis de aproximadamente 1 um de
didmetro. “Simplesse”, um material hidratado produzido sob
essas condicdes, fica macio, com caracteristicas organolépti-
cas similares as da emulsao [118].

5.4.2.2 Agentes quimicos
5.4.2.2.1 pH e desnaturagao

As protefnas s3o mais estdveis a desnaturacao em seus pon-
tos isoelétricos do que em qualquer outro pH. Em pH neutro,
a maioria das proteinas estd carregada negativamente, sendo
que algumas estdo carregadas positivamente. Como a ener-
gia repulsiva eletrostatica liquida € pequena em comparacao
a outras interagdes favordveis, a maior parte das proteinas €
estdvel em pH préximo ao neutro. No entanto, a forte repul-
sdo eletrostética intramolecular causada pela alta carga liqui-
da em valores extremos de pH resulta em expansao e desdo-
bramento da molécula proteica. O grau de desdobramento &
maior em valores extremos de pH alcalino do que em valores
extremos de pH 4cido. O primeiro comportamento € atribuido
a ionizacdo dos grupos carboxilicos, sulfidril e fendlico, par-
cialmente inseridos, que levam a cadeia polipeptidica a de-
senovelar-se a medida que eles tentam se expor ao ambiente
aquoso. A desnaturacio induzida pelo pH €, em sua maioria,
reversivel. Entretanto, em alguns casos, hidrdlises parciais de
ligacdes peptidicas, desamidagdo de Asn e Gln, destruigdo de
grupos sulfidril em pH alcalino ou agregacdo podem resultar
na desnaturacio irreversivel das proteinas.

5.4.2.2.2 Solventes organicos e desnaturacao

Os solventes organicos afetam a estabilidade das interagdes
hidrofébicas da proteina, das pontes de hidrogénio e das in-
teracdes eletrostaticas, de diferentes formas [52]. Uma vez
que as cadeias laterais ndo polares sdo mais soliveis em sol-
ventes organicos do que em dgua, os solventes organicos en-
fraquecem as interacdes hidrofébicas. Por outro lado, desde
que a estabilidade e a formacao de pontes de hidrogénio pep-
tidicas sejam aumentadas em um ambiente de baixa permiti-
vidade, alguns solventes organicos podem, de fato, fortalecer
ou promover a formagdo de pontes hidrogénio peptidicas.
Por exemplo, o 2-cloroetanol causa aumento de contetido de
a-hélice em proteinas globulares. A a¢@o de solventes orga-
nicos em interagdes eletrostdticas € dupla. Pela diminuicao
da permitividade, eles aumentam as interacdes eletrostaticas
entre grupos de cargas opostas, elevando também a repul-
sdo entre grupos com carga semelhante. Portanto, o efeito
liquido de um solvente organico sobre a estrutura da proteina
costuma depender da dimensao de seu efeito sobre as vdrias
interagdes polares e ndo polares. Em baixas concentragoes,
alguns solventes organicos podem estabilizar varias enzimas
contra a desnaturagdo [9]. Em altas concentragdes, contudo,
todos os solventes orgdnicos geram a desnaturagdo de pro-
teinas, em decorréncia de seu efeito solubilizante sobre as
cadeias laterais ndo polares.
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5.4.2.2.3 Desnaturagao por aditivos de baixo
peso molecular

Virios solutos de baixo peso molecular, como ureia, hidro-
cloreto de guanidina (GuHCI), detergentes, acticares e sais
neutros afetam a estabilidade proteica em solucdes aquosas.
Enquanto a ureia, o GuHCI e os detergentes desestabilizam
a conformacao nativa das proteinas [34], o acucar tende a es-
tabilizar a estrutura nativa. No caso de sais neutros, enquanto
alguns sais, como sulfato, fosfato e sais de fluoreto de sddio,
denominados cosmotrdpicos, estabilizam a estrutura da pro-
tefna, outros, como brometo, iodeto, perclorato e tiocianato,
denominados caotrépicos, desestabilizam a estrutura proteica.

Acredita-se que os efeitos estabilizadores e desestabili-
zadores de aditivos de baixo peso molecular das proteinas
sigam um mecanismo universal. Isso estd relacionado a suas
interacdes preferenciais com a fase aquosa e a superficie
proteica. Os aditivos que estabilizam a estrutura das protei-
nas ligam-se muito fracamente a superficie proteica, mas au-
mentam sua hidratagdo preferencial (Figura 5.17). Esses adi-
tivos costumam ser excluidos da regido ao redor da proteina,
isto €, sua concentracao proxima a proteina € mais baixa do
que na solu¢ao como um todo. Presume-se que esse gradien-
te de concentracdo crie um gradiente de pressdo osmotica
ao redor da molécula proteica, suficiente o bastante para
elevar a temperatura de desnaturacio térmica da proteina.
Por exemplo, estudos sobre estabilizagcdo da proteina pelo
glicerol mostraram que a lisozima em solucdes de glicerol
assume um estado levemente comprimido, em comparagao
a seu estado na dgua [51]. Isso pode ocorrer em virtude da
criacdo de uma zona de exclusdo ao redor da superficie da
proteina para o glicerol e o desenvolvimento de um gradien-
te de pressdo osmdtica.

No caso de aditivos que desestabilizam a estrutura de
proteinas, o oposto parece ser verdadeiro. Ou seja, os adi-
tivos que diminuem a estabilidade das proteinas ligam-se

preferencialmente a superficie proteica, causando desidra-
tacdo da proteina. Nesses casos, as moléculas de dgua sao
excluidas da regido que circunda a proteina e a concentra¢do
do aditivo nessa regido sem dgua € mais alta do que no sol-
vente como um todo. A interacdo favoravel desses aditivos
com a superficie da proteina, em particular a superficie ndao
polar, promove o desdobramento da proteina, de modo que
as superficies ndo polares inseridas estejam mais expostas a
interacdo favoravel com o aditivo.

Quando a proteina € exposta a uma mistura de solutos es-
tabilizadores e desestabilizadores, o efeito liquido sobre sua
estabilidade costuma seguir uma regra de aditividade. Por
exemplo, a sacarose e os polidis sdo considerados estabiliza-
dores da estrutura proteica, enquanto o GuHCI € um deses-
tabilizador da estrutura. Quando a sacarose € misturada com
0 GuHCl, a concentragdo de GuHCI necesséria ao desdobra-
mento das proteinas eleva-se com o aumento da concentra-
¢do de sacarose [122]. Além disso, alteracdes na estrutura
da 4gua causadas pelo GuHCI e pela ureia sao contrabalan-
¢adas pela adi¢do de compostos poli-hidricos como a saca-
rose. Desse modo, na presenca de um poliol, a desnatura¢do
proteica requer maiores concentragdes de GuHCI e de ureia
[122]. Isso também evidencia que mudancas na estrutura da
dgua em presenga de aditivos estdo relacionadas, de alguma
forma fundamental, a transmissdo dos efeitos dos aditivos
sobre a estabilidade da proteina. O mecanismo exato ainda €
dificil de ser compreendido, em parte, porque a “estrutura da
dgua” ainda ndo € um conceito bem definido.

5.4.2.2.4  Solutos organicos e desnaturagdo

Os solutos orgénicos, principalmente a ureia e o GuHCI,
causam desnaturacdo de proteinas. Para muitas proteinas
globulares, o ponto médio de transi¢do do estado nativo
para o estado desnaturado ocorre a 4-6 M de ureia e a 3-4
M de GuHCI, em temperatura ambiente. A transi¢do com-
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FIGURA 5.17 Representagdo esquemdtica da ligagao preferencial e hidratagdo preferencial da proteina na presenca de aditivos. (Adap-
tada de Creighton, T. E. 1993. Proteins: Structures and Molecular Properties. W. H. Freeman Co., New York, pp. 158-159.)
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pleta geralmente ocorre em 8 M de ureia e em cerca de 6 M
de GuHCI. Este é¢ um desnaturante mais poderoso do que a
ureia por causa de seu cardter idnico. Muitas proteinas glo-
bulares nao sofrem desnaturagdo completa mesmo em 8 M
de ureia, enquanto em 8 M de GuHCl, elas costumam existir
em estado (completamente desnaturado) de random coil (es-
tado de desordem estrutural).

A desnaturacio proteica pela ureia e pelo GuHCI € as-
sociada a dois mecanismos. O primeiro envolve ligacdes
preferenciais de ureia e GuHCI com a proteina desnaturada.
A remocdo da proteina desnaturada como um complexo pro-
teina-desnaturante move o equilibrio N<»D para a direita.
A medida que a concentracdo do desnaturante aumenta, a
conversdo continua da proteina para o complexo proteina-
-desnaturante resulta, no final das contas, na sua desnatura-
¢do completa. Uma vez que a ligagdo do desanaturante com a
proteina desnaturada € muito fraca, necessita-se de uma alta
concentra¢do de desnaturante para que haja desnaturagdo
completa. O segundo mecanismo envolve a solubilizacdo de
residuos de aminodcidos hidrofébicos nas solucdes de ureia
e GuHCI. Uma vez que a ureia e o GuHCI tém o potencial
de formar pontes de hidrogénio, em alta concentracio, esses
solutos quebram a estrutura de ponte de hidrogénio da dgua.
A desestruturag@o da dgua faz com que ela seja um solvente
melhor para residuos nio polares. Isso resulta em desdobra-
mento e solubilizacdo de residuos apolares provenientes do
interior da molécula proteica.

A desnaturacdo induzida por ureia ou GuHCI € reversi-
vel. Entretanto, a reversibilidade completa da desnaturagdo
da proteina induzida pela ureia € dificil algumas vezes. Isso
acontece porque parte da ureia € convertida para cianato e
amonia. O cianato reage com grupos amino, alterando a car-
ga da proteina.

5.4.2.2.5 Detergentes e desnaturagao

Detergentes, como o dodecil sulfato de sédio (SDS), sdo
poderosos agentes desnaturantes de proteinas. O SDS em
concentracio de 3-8 mM desnatura a maioria das proteinas
globulares. Esse mecanismo envolve ligagdes preferenciais
do detergente com a molécula de proteina desnaturada. Isso
causa deslocamento de equilibrio entre os estados nativo e
desnaturado. Diferente da ureia e do GuHCI, os detergentes
ligam-se fortemente a proteinas desnaturadas, sendo essa a
razdo para a desnaturacao completa em concentracdes relati-
vamente baixas de detergente de 3-8 mM. Em virtude dessa
forte ligacao, a desnaturacao induzida pelo detergente € irre-
versivel. As proteinas globulares desnaturadas pelo SDS ndo
existem em estado random coil (estado de desordem estru-
tural), em vez disso, elas assumem um formato de bastonete
a-helicoidal nas solugdes de SDS. Esse formato € considera-
do adequadamente como desnaturado.

5.4.2.2.6 Sais caotropicos e desnaturagdo

Os sais afetam a estabilidade das proteinas de dois modos
diferentes. Em baixas concentragdes, os fons interagem
com proteinas por meio de interacdes eletrostdticas nao es-
pecificas. A neutralizacdo eletrostatica das cargas proteicas

costuma estabilizar a estrutura da proteina. A neutralizacdo
completa da carga por fons ocorre em 0,2 M de forca i6ni-
ca ou abaixo desse patamar, sendo que isso independe da
natureza do sal. Entretanto, em maiores concentragdes (> 1
M), os sais t€m efeitos idnicos especificos que influenciam
a estabilidade estrutural das proteinas. Sais como Na,SO,
e NaF a aumentam, enquanto NaSCN e NACIO, a enfra-
quecem. A estrutura da proteina € influenciada mais por
anions do que por cétions. Por exemplo, o efeito de varios
sais de s6dio sobre a temperatura de desnaturacdo térmica
da B-lactoglobulina € demonstrado na Figura 5.18. Em mes-
ma forga idnica, Na,SO, e NaCl aumentam a T, enquanto
NaSCN e NaClO, a reduzem. Independentemente de sua
constitui¢do quimica e suas diferengas conformacionais, a
estabilidade da estrutura de macromoléculas, incluindo o
DNA, ¢ afetada de forma negativa pelas altas concentragdes
de sais [21]. NaSCN e NaClO, sdo desnaturantes fortes. A
capacidade relativa de varios anions no ponto isoidnico de
influenciar a estabilidade da proteina (e do DNA) costuma
seguir as séries, FF < SO; < Cl' <Br <I <ClO, <
SCN™ < CL,CCOO' . Esse ranking é conhecido como série
de Hofmeister ou série caotrépica. Sais de fluoreto, cloreto e
sulfato sdo estabilizadores estruturais, enquanto sais de ou-
tros anions sdo desestabilizadores estruturais.

O mecanismo dos efeitos dos sais sobre estabilidade es-
trutural das proteinas esta relacionado a sua capacidade re-
lativa de se ligar as proteinas e alterar suas propriedades de
hidratac@o. Os sais que estabilizam as proteinas aumentam a
hidratacdo proteica, ligando-se fracamente a elas, enquanto
os sais que desestabilizam as proteinas diminuem a hidrata-
¢do proteica e ligam-se fortemente a elas [8]. Esses efeitos
sdo consequéncia das perturbacdes energéticas na interface
proteina-dgua. Em nivel mais fundamental, a estabilizagdo
ou a desnaturacgdo proteica por sais estd relacionada a seus
efeitos sobre a estrutura da 4gua como um todo. Os sais que
estabilizam a estrutura proteica também aumentam a estru-
tura de ponte de hidrogénio da dgua, e os que desnaturam
as proteinas também quebram a estrutura da 4gua como um
todo, tornando-a um solvente melhor para moléculas apola-
res. Em outras palavras, o efeito desnaturante dos sais cao-
trépicos pode estar relacionado a desestabilizacdo das inte-
racdes hidrofébicas nas proteinas.

5.5 PROPRIEDADES FUNCIONAIS
DAS PROTEINAS

As preferéncias alimentares dos seres humanos estio basea-
das principalmente nos atributos sensoriais, tais como tex-
tura, sabor, cor e aparéncia. Os atributos sensoriais de um
alimento sdo o efeito liquido de interagdes complexas entre
varios componentes de menor ou maior porte do alimento.
As proteinas no geral t€m uma grande influéncia sobre os
atributos sensoriais dos alimentos. Por exemplo, as proprie-
dades sensoriais dos produtos de padaria estao relacionadas
as propriedades viscoelasticas e de formagdo da massa do
gliten do trigo; as caracteristicas texturais e de suculéncia de
produtos carneos dependem muito das proteinas do musculo
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FIGURA 5.18 Efeitos de varios sais de sédio sobre a temperatura de desnaturagao, T, da B-lactoglobulina em pH 7,0. A. NaBr; ® Na-
C104; A NaSCN; B, ureia. (De Damodaran, S. 1989. Int. J. Biol. Macromol. 11:2-8.)

(actina, miosina, actomiosina e varias proteinas soliveis da
carne); as propriedades texturais e de formacdo do codgulo
dos produtos ldcteos sdo fruto da estrutura coloidal singular
das micelas de caseina; e a estrutura de alguns bolos, bem
como as propriedades de batimento de alguns produtos de
sobremesa, dependem das propriedades das proteinas da
clara do ovo. Os papéis funcionais de vdrias proteinas em
diversos produtos alimenticios estdo listados na Tabela 5.11
[64]. A funcionalidade das proteinas dos alimentos refere-se
as propriedades fisico-quimicas que influenciam no desem-
penho das proteinas dos sistemas alimentares durante pro-
cessamento, armazenamento, preparo € Consumo.

Os atributos sensoriais dos alimentos sdo obtidos pelas
interagdes complexas entre vdrios ingredientes funcionais.
Por exemplo, os atributos sensoriais de um bolo emanam do
calor/formagao de gel, formagdo de espuma e propriedades
emulsificantes dos ingredientes usados. Portanto, para que
uma proteina seja util como ingrediente em bolos e outros
produtos semelhantes, ela deve possuir diversas funcionali-
dades. As proteinas de origem animal, por exemplo, do leite
(caseinas), do ovo e as proteinas da carne sao muito usadas
em alimentos industrializados. Essas proteinas sdo misturas
de vdrias proteinas com diversas propriedades fisico-quimi-
cas, sendo capazes de realizar mdltiplas funcdes. Por exem-
plo, a clara do ovo possui muitas funcionalidades, gelifica-
¢do, emulsificac¢do, formagado de espuma, ligagdo com a dgua
e coagulacdo pelo calor, tornando-a uma proteina altamente
desejavel para muitos alimentos. As suas multiplas funcio-
nalidades surgem a partir de interagdes complexas entre
seus constituintes proteicos, a saber, ovoalbumina, conalbu-
mina, lisozima, ovomucina e outras proteinas semelhantes
a albumina. As proteinas vegetais (i.e., proteinas de soja e
outras proteinas de leguminosas e sementes oleaginosas),
bem como outras proteinas, tais como as do soro do leite,

sd0 usadas em grau limitado nos alimentos convencionais.
Embora essas proteinas também sejam misturas de varias
outras, elas ndo funcionam tdo bem quanto as protefnas ani-
mais na maioria dos produtos alimenticios. As propriedades
moleculares exatas das proteinas que sdo responsaveis por
varias funcionalidades desejdveis nos alimentos ainda nao
sdo bem compreendidas.

As propriedades fisico-quimicas que controlam a fun-
cionalidade proteica incluem tamanho; forma; composicao e
sequéncia dos aminodcidos; carga liquida e distribuicéo das
cargas; razao de hidrofobicidade/hidrofilicidade; estruturas
secundadrias, tercidrias e quaterndrias; flexibilidade e rigidez
molecular; e capacidade de interagir/reagir com outros com-
ponentes. Uma vez que as proteinas apresentam multiplas
propriedades fisico-quimicas, € dificil delinear o papel de
cada uma dessas propriedades em relagdo a uma propriedade
funcional determinada.

Em nivel empirico, as diversas propriedades funcionais
das proteinas podem ser observadas como manifestagdes
de trés aspectos moleculares das proteinas: (1) proprieda-
des de hidratacdo; (2) propriedades relacionadas a super-
ficie proteica; e (3) propriedades hidrodindmicas/reol6-
gicas (Tabela 5.12). Embora se conheca muito a respeito
das propriedades fisico-quimicas de vdrias proteinas de
alimentos, a previsdo das propriedades funcionais a partir
de suas propriedades moleculares ainda nao foi bem-su-
cedida. Estabeleceram-se algumas correlacdes empiricas
entre as propriedades moleculares e algumas propriedades
funcionais em sistemas-modelo de proteinas. No entanto,
o comportamento dos sistemas-modelo muitas vezes ndo é
0 mesmo que o existente nos produtos alimenticios reais.
Isso pode ser atribuido, em parte, & desnaturacao das pro-
tefnas durante o processamento. A extensdo da desnatura-
¢do depende do pH, da temperatura, de outras condi¢des de
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TABELA 5.11 Fungdes das proteinas alimentares em sistemas de alimenticios

Funcao Mecanismo Alimento Tipo de proteina
Solubilidade Hidrofilicidade Bebidas Proteinas do soro
Viscosidade Ligagdo a agua, forma e tamanho Sopas, molhos de carne, molhos Gelatina

Ligacdo a dgua
Gelificagao
Coesdo-adesao
Elasticidade
Emulsificagdo
Formagdo de espuma

Fixagdo de lipideos e

hidrodinamicos

Pontes de hidrogénio, hidratagao
i6nica

Retencdo e imobilizagao de dgua,
formacdo de redes

Ligagbes hidrofébicas, idnicas e de
hidrogénio

Ligagoes hidrofébicas, ligagdes
cruzadas dissulfeto

Formagdo de pelicula e adsor¢ao
nas interfaces

Adsorcao interfacial e formacao de
pelicula

Ligagbes hidrofébicas, retencao

para salada, sobremesas
Salsichas de carne, bolos e paes

Carnes, géis, bolos, produtos de
panificagdo, queijo

Carnes, salsichas, massas, produtos
assados

Carnes, produtos de panificagdo

Salsichas, alméndega, sopa, bolos,
molhos

Chantilis, sorvetes, bolos,
sobremesas

Produtos de panificacdo com baixo

Proteinas da carne, proteinas do
ovo

Proteinas da carne, proteinas do
leite e do ovo

Proteinas da carne, proteinas do
ovo e proteinas do soro

Proteinas da carne, proteinas de
cereais

Proteinas da carne, proteinas do
ovo, proteinas do leite

Proteinas do ovo, proteinas do leite

Proteinas do leite, proteinas do ovo,

aroma

teor de gordura, doughnuts

proteinas de cereais

Fonte: Kinsella, J. E. et al. 1985. Em New Protein Foods: Seed Storage Proteins (Altshul, A. M. e H. L. Wilcke, Eds.), Academic Press, London, pp. 107-179.

processamento e de caracteristicas do produto. Além dis-
S0, nos alimentos reais, as proteinas interagem com outros
componentes alimentares, como lipideos, agucares, polis-
sacarideos, sais e componentes menores, 0 que modifica
seu comportamento funcional. Apesar dessas dificuldades
inerentes, tem-se alcangado um progresso considerdvel no
que diz respeito a compreensdo da relacdo entre as varias
propriedades fisico-quimicas das moléculas proteicas e
suas propriedades funcionais.

5.5.1

A 4gua € um constituinte essencial dos alimentos. As pro-
priedades reoldgicas e texturais dos alimentos dependem
da interacdo da d4gua com outros constituintes do alimento,
em especial com as macromoléculas como as proteinas e
os polissacarideos. A dgua modifica as propriedades fisico-
-quimicas das proteinas. Por exemplo, o efeito plastifican-
te da dgua sobre as proteinas amorfas e semicristalinas dos
alimentos altera sua temperatura de transi¢do vitrea (ver
Capitulo 2) e sua 7,. Temperatura de transic¢ao vitrea refere-
-se a conversao de um s6lido amorfo quebradigo (vitreo) em
um estado flexivel tipo borracha, enquanto temperatura de
fusdo refere-se a transiciio de um sdlido cristalino para uma
estrutura desordenada.

Hidratacao proteica

Muitas propriedades funcionais das proteinas, como
dispersibilidade, umectabilidade, expansdo, solubilida-
de, espessamento/viscosidade, capacidade de retencdo de
dgua, gelificacdo, coagulacio, emulsificagdo e formacio
de espuma dependem das interacdes entre dgua e proteina.
Em alimentos de umidade baixa ou intermedidria, como o0s
produtos de panificacdo e os produtos cdrneos triturados,
a capacidade das proteinas de se combinar com a dgua €
importante para a aceitabilidade. A capacidade de uma pro-
teina de exibir equilibrio adequado de intera¢des proteina-
-proteina e proteina-dgua € essencial para suas proprieda-
des térmicas de gelificagdo.

As moléculas de dgua ligam-se a diversos grupos nas
proteinas. Esses grupos incluem grupos carregados (intera-
¢des fon-dipolo); grupos peptidicos da cadeia principal; gru-
pos amida da Asn e Gln; grupos hidroxila dos residuos de
Ser, Thr e Tyr (todas as intera¢des dipolo-dipolo); e residuos
ndo polares (interagdo dipolo-dipolo induzida e hidratacao
hidrofdbica).

A capacidade da proteina de se ligar a dgua ¢ definida
como gramas de dgua ligada por grama de proteina, quando
um pé seco de protefna € equilibrado com vapor d’dgua a uma
umidade relativa de 90-95%. A capacidade de ligagdo com a
dgua (também chamada de capacidade de hidratagio) de va-
rios grupos de proteinas polares e ndo polares € apresentada

TABELA 5.12 Ligacao entre os aspectos fisico-quimicos das proteinas e seu impacto sobre a funcionalidade nos alimentos

Propriedade geral Funcoes afetadas

1. Hidratagdo
retencdo de dgua
2. Propriedade surfactante

3. Hidrodindmica/Reologia
texturizagao

Solubilidade, dispersibilidade, umectabilidade, expansdo, espessamento, absor¢do de dgua, capacidade de

Emulsificacdo, formagao de espuma, fixagdo de aroma, ligagao a pigmentos
Elasticidade, viscosidade, coesividade, mastigabilidade, adesdo, viscosidade, gelificagdo, formagao de massa,
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na Tabela 5.13 [70]. Os residuos de aminoacidos com grupos
carregados ligam-se a cerca de 6 moles de dgua por residuo, os
residuos polares ndo carregados ligam-se a cerca de 2 moles
por residuo e os grupos apolares ligam-se em cerca de 1 mol
por residuo. Portanto, a capacidade de hidratacdo de uma pro-
tefna estd relacionada, em parte, a sua composi¢do em aminoa-
cidos, ou seja, quanto maior o nimero de residuos carregados,
maior a capacidade de hidratacdo. A capacidade de hidratacio
de uma proteina pode ser calculada a partir de sua composicao
em aminodcidos, usando-se a equagdo empirica [71]:

a=fc+04fp+02/N (5.47)

onde a € g de d4gua/g de proteina e f., f; € f sdo as fracdes dos
residuos carregados polares e ndo polares, respectivamente,
na proteina. As capacidades de hidratagdo experimentais de
vérias proteinas globulares monoméricas coincidem com
as calculadas a partir da equacdo supracitada. No entanto,
isso nao se aplica as proteinas oligoméricas. Uma vez que
as estruturas oligoméricas envolvem uma insercao parcial da
superficie proteica na interface subunidade-subunidade, os
valores calculados costumam ser maiores do que os valores
experimentais. Por outro lado, a capacidade de hidratacdo ex-
perimental das micelas de caseina (em torno de 4g de dgua/g
de proteina) € muito maior do que a prevista pela equagio su-
pracitada. Isso se deve a enorme quantidade de espaco vazio
dentro da estrutura da micela de caseina, a qual embebe dgua
por meio de acdo capilar e aprisionamento fisico.

Em nivel macroscépico, a ligagdo da dgua com as pro-
tefnas ocorre em um processo gradativo. Os grupos i0nicos
de alta afinidade sdo solvatados primeiro em baixa atividade
de dgua, seguidos pelos grupos polares e ndo polares. A se-
quéncia das etapas envolvidas na atividade de dgua crescente
¢ apresentada na Figura 5.19. ([109]; ver também Capitulo
2). As isotermas de sor¢do das proteinas, isto €, a quantidade
de dgua ligada por grama de proteina como uma func¢do da
umidade relativa é, invariavelmente, uma curva sigmoidal (ver
Capitulo 2). Para a maioria das proteinas, a cobertura saturada
da monocamada de dgua ocorre a uma atividade de agua (a,)
de cerca de 0,7-0,8, enquanto as multicamadas de dgua sdo
formadas em a, > 0,8. A cobertura da monocamada saturada
corresponde a cerca 0,3-0,5 g de dgua/ g de proteina. A dgua
da monocamada saturada estd primariamente associada a gru-
pos i6nicos, polares e apolares da superficie da proteina. Essa
dgua ndo pode ser congelada, ndo participa como solvente em
reacdes quimicas e € chamada com frequéncia de “4dgua liga-
da”, o que deve ser compreendido como dgua com mobilidade
“restrita”. Na faixa de hidratacdo que vai de 0,07-0,27 g/g, a
energia requerida para a dessorcdo da dgua a partir da super-
ficie da proteina € de apenas 0,18 kcal/mol, a 25°C. Como a
energia cinética térmica da dgua a 25°C € cerca de ~1 kcal/
mol, sendo maior do que a energia livre de dessor¢do, as mo-
léculas de 4gua da monocamada sdo razoavelmente moveis.

Em a,= 0,9, as proteinas ligam-se préximo de 0,3-0,5 g
de dgua/g de proteina (Tabela 5.14) [65,71]. Em a, > 0,9, a

TABELA 5.13 Capacidade de hidratagdo de residuos de aminodcidos®

Residuo de aminoacido

Hidratacao (moles de H,0/mol de residuo)

Polar
Asn
Gln
Pro
Ser, The
Trp
Asp (ndo ionizada)
Glu (nao ionizada)
Tyr
Arg (ndo ionizada)
Lys (ndo ionizada)
16nico
Asp
Glu™

Tyr
Arg"
His"
Lys*
Apolar
Ala
Gly
Phe

Val, lle, Leu, Met

AW W NN NN WD

A A W NN O

—_ O = =

“ Representa a dgua ndo congelada associada a residuos de aminoacidos, com base em
estudos de ressonancia magnética nuclear de polipeptideos.
Fonte: Kuntz, 1. D. 1971. J. Amer. Chem. Soc. 93:514-516.
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FIGURA 5.19 Sequéncia das etapas envolvidas na hidratacdao de uma proteina. (a) Proteina ndo hidratada. (b) Hidratacdo inicial dos
grupos carregados. (c) Formagao de agrupamentos de dgua perto de sitios polares e carregados. (d) Hidratagado completa nas superficies
polares. (e) Hidratacao hidrofébica dos segmentos ndo polares; cobertura completa da monocamada. (f) Formagao de pontes entre a
agua associada a proteinas e a dgua total. (g) Hidratagdo hidrodinamica completa. (Rupley, J. A. et al. 1980. Em Water in Polymers (De
Rowland, S. P, Ed.), ACS Symp. Ser. 127, American Chemical Society,Washington, D.C., pp. 91-139.)

dgua liquida total se condensa nos intersticios e nas fendas das
moléculas proteicas, ou em capilares de sistemas proteicos in-
soldveis, como as miofibrilas. As propriedades dessa 4gua sdo
semelhantes as da dgua total. Essa dgua € chamada de dgua
hidrodindmica, movendo-se junto a molécula proteica.

Viarios fatores ambientais, como pH, forca i6nica, tem-
peratura, tipo de sais e conformacéo proteica, influenciam
na capacidade das proteinas de ligar d4gua. As proteinas sdao
menos hidratadas no seu pH isoelétrico, no qual o aumento
das interacdes proteina-proteina resulta em uma interacao
minima com a dgua. Acima e abaixo do pH isoelétrico, em
virtude do aumento da carga liquida e das forcas repulsivas,
as protefnas incham e ligam mais dgua. A capacidade de li-
gar 4gua da maior parte das proteinas € maior em um pH de
9-10 do que em qualquer outro pH. Isso se deve a ionizagao
da sulfidrila e dos residuos de tirosina. Acima de pH 10, a
perda de grupos e-amino positivamente carregados dos resi-
duos lisil resulta na redugdo da ligagdo com a dgua.

Em baixas concentragdes (<0,2 M), os sais aumentam
a capacidade de ligag¢do das proteinas a dgua. Isso ocorre
porque os fons de sais hidratados, em especial os anions,
ligam-se fracamente a grupos carregados nas proteinas.
Nessa baixa concentracdo, a ligagdo de fons as proteinas
ndo afeta a camada de hidratacdo dos grupos carregados
na proteina, e o aumento da ligacdo com a 4gua se deve,
essencialmente, a d4gua associada aos fons ligados. No en-

tanto, em concentracdes elevadas de sal, grande parte da
dgua existente estd ligada a fons salinos, resultando em de-
sidratagdo da proteina.

A capacidade das proteinas de ligar 4gua costuma dimi-
nuir a medida que a temperatura sobe, por causa da reducdo
das pontes de hidrogénio e da diminui¢@o da hidrata¢ao dos
grupos i6nicos. A capacidade de uma proteina desnaturada
de ligar 4gua costuma ser cerca de 10% maior do que a de
uma proteina nativa. Isso se deve ao aumento da razio entre
a area da superficie em relagdo a massa, com exposicdo de
alguns grupos hidrofébicos previamente inseridos. Se a des-
naturacdo levar a agregacdo da proteina, entdo sua capacida-
de de ligacdo a 4gua pode, na verdade, diminuir por causa do
deslocamento da 4gua pelo aumento das interacdes proteina-
-proteina. As proteinas alimentares desnaturadas geralmen-
te mostram baixa solubilidade em dgua. Suas capacidades
de ligar 4gua, no entanto, ndo sdo tdo diferentes das encon-
tradas no estado nativo. Dessa forma, a capacidade de ligar
dgua ndo pode ser usada para se prever as caracteristicas de
solubilidade das proteinas. A solubilidade de uma proteina
ndo depende apenas de sua capacidade de ligar 4gua, mas
também de outros fatores termodinamicos.

Em aplicagdes alimentares, a capacidade de uma pro-
teina de reter dgua é mais importante do que a capacidade
de se ligar a d4gua. Capacidade de retencdo de dgua refere-
-se a capacidade da proteina embeber dgua e reté-la contra
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TABELA 5.14 Capacidade de hidratagdo de varias proteinas

Proteina

g de agua/ g de proteina

Proteina pura®
Ribonuclease
Lisozima
Mioglobina
B-lactoglobulina
Quimiotripsinogénio
Albumina sérica
Hemoglobina
Coléageno
Caseina
Ovoalbumina

~ .. . b
Preparagbes comerciais de proteina
Concentrados de proteina do soro

Caseinato de s6dio
Proteina de soja

0,53
0,34
0,44
0,54
0,23
0,33
0,62
0,45
0,40
0,30

0,45-0,52
0,38-0,92
0,33

* A 90% de umidade relativa
" A 95% de umidade relativa

Fonte: De Kinsella, J. E. e P. F. Fox. 1986. CRC Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 24:91—
139 e Kuntz, I. D. e W. Kauzmann.1974. Adv. Protein Chem. 28:239-345.

a forca gravitacional dentro de uma matriz proteica, como
géis proteicos ou musculo de carne bovina e de peixe. Essa
dgua € a soma da dgua ligada, da dgua hidrodindmica e da
dgua aprisionada fisicamente. Esta contribui mais para a
capacidade de retengdo de dgua do que as dguas ligada e
hidrodindmica. No entanto, estudos mostraram que a ca-
pacidade de retengdo de dgua das proteinas estd correla-
cionada positivamente a capacidade de se ligar a dgua. A
capacidade das proteinas de aprisionar dgua estd associada
a suculéncia e a maciez dos produtos carneos triturados e as
propriedades texturais desejaveis de paes e de outros pro-
dutos tipo gel.

5.5.2 Solubilidade

As propriedades funcionais das proteinas costumam ser afe-
tadas pela solubilidade da proteina, sendo que as mais afeta-
das sdo espessamento, formacdo de espuma, emulsificacdo e
gelificacdo. As proteinas insoliveis tém usos muitos limita-
dos em alimentos.

A solubilidade de uma proteina é uma manifestagio ter-
modindmica do equilibrio entre interacdes proteina-proteina
e proteina-solvente:

Proteina—Proteina + Agua <= Proteina—Agua  (5.48)

As principais interacdes que influenciam as caracteristi-
cas de solubilidade das proteinas sdo de natureza hidrofébica
e idnica. As intera¢des hidrofébicas promovem as interagdes
proteina-proteina, resultando em diminui¢do de solubilidade
enquanto as idnicas promovem interagdes proteina-agua e
resultam em aumento de solubilidade. Os residuos idnicos
introduzem dois tipos de forcas de repulsdo entre as molé-
culas proteicas em solu¢do, o primeiro envolve a repulsao
eletrostatica entre as moléculas de proteina que se deve a

carga positiva ou a negativa liquida, em qualquer pH que nao
seja o pH isoelétrico; o segundo envolve a repulsdo entre as
camadas de hidratagdo ao redor dos grupos idnicos.

Bigelow [11] propds que a solubilidade de uma proteina
estd fundamentalmente relacionada a hidrofobicidade média
dos residuos de aminodcidos e a frequéncia da carga. A hi-
drofobicidade média € definida como:

AG = Z Agresiduo/M

onde Ag,..q., € a hidrofobicidade de cada cadeia lateral do
aminodcido obtida a partir da mudanga de energia livre para
transferéncia do octanol para a dgua (Ver Secdo 5.2.1.4),en
€ o ntimero total dos residuos na proteina. A frequéncia da
carga € definida por:

(5.49)

(nt +n7)
0o =m— ——
n (5.50)

onde n" e n” sdo o niimero total dos residuos com carga posi-
tiva e negativa, respectivamente, enquanto n € o nimero total
dos residuos. De acordo com Bigelow [11], quanto menor a
hidrofobicidade média e maior a frequéncia da carga, maior
serd a solubilidade da proteina. Embora essa correlagdo em-
pirica seja verdadeira para a maioria das proteinas, ela ndo é
absoluta. A solubilidade proteica € ditada pela hidrofilicida-
de e pela hidrofobicidade da superficie da proteina que entra
em contato com a dgua circundante, e ndo pela hidrofobici-
dade média e pela frequéncia da carga da molécula como um
todo. Como a maioria dos residuos hidrofébicos esta inseri-
da no interior da proteina, apenas os grupos nao polares que
estdo na superficie afetariam a solubilidade. Quanto menor
o nimero de segmentos hidrofébicos da superficie, maior a
solubilidade.

Com base nas caracteristicas de solubilidade, as protei-
nas sdo classificadas em quatro categorias. As albuminas sao
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as proteinas que s@o soldveis em dgua em pH 6,6 (p. ex.,
albumina sérica, ovoalbumina e «-lactoalbumina), as glo-
bulinas sao as soldiveis em solucdes salinas diluidas em um
pH de 7,0 (p. ex., glicinina, faseolina e S-lactoglobulina), as
glutelinas sao as soliveis apenas em solucdes dcidas de pH
2,0 e solugdes alcalinas de pH 12 (p. ex., glutelinas do trigo)
e as prolaminas sio as que soldveis em etanol a 70% (p. ex.,
zeina e gliadinas). Tanto as prolaminas como as glutelinas
sdo proteinas altamente hidrofébicas.

Além das propriedades fisico-quimicas intrinsecas, a so-
lubilidade € influenciada por varias condi¢des da solugdo,
como pH, forca i6nica, temperatura e presenca de solventes
organicos.

5.5.2.1 pH e solubilidade

Em valores de pH abaixo ou acima do pH isoelétrico, as
proteinas possuem uma carga liquida positiva ou negativa,
respectivamente. A repulsdo eletrostatica e a hidratagdo dos
residuos carregados promovem a solubilidade da proteina.
Quando a solubilidade € plotada contra o pH, a maior parte
das proteinas dos alimentos exibe uma curva em forma de U.
A solubilidade minima ocorre em proximidade ao pH isoe-
létrico das proteinas. Quase todas as proteinas dos alimentos
sdo proteinas 4cidas; isto €, a soma dos residuos de Asp e
Glu € maior do que a soma dos residuos de Lys, Arg e Hys,
portanto, elas exibem sua solubilidade minima em pH de 4-5
(pH isoelétrico) e sua solubilidade maxima em pH alcalino.

A ocorréncia da solubilidade minima préxima ao pH isoelé-
trico deve-se, principalmente, a falta de repulsdo eletrosté-
tica, 0 que promove a agregacao e a precipitacao por meio
de interagdes hidrofébicas. Algumas proteinas dos alimentos
sao altamente soldveis em seu pH isoelétrico, por exemplo, a
B-lactoglobulina (pI 5,2) e a albumina sérica bovina (pl 5,3).
Isso se deve ao fato de que essas proteinas contém grandes
proporg¢des de residuos hidrofilicos superficiais em relagdo
aos grupos nao polares superficiais. Deve-se lembrar que,
embora a proteina seja eletricamente neutra em seu pl, ela
ainda tem um ndmero igual de cargas positivas e negativas
na superficie, as quais contribuem para a hidrofilicidade pro-
teica. Se a hidrofilicidade e as for¢as de repulsdo da hidrata-
¢do0 que surgem dos residuos carregados forem maiores que
as interacOes hidrofébicas proteina-proteina, entdo a proteina
ainda serd soludvel no pl.

Como a maior parte das proteinas € altamente soltiivel em
pH alcalino de 8-9, a extracdo proteica de fontes vegetais,
como farinha de soja, € realizada a esse pH. Na Figura 5.20
apresenta-se um processo industrial tipico para o isolamen-
to da proteina de soja, com base em seu comportamento de
solubilidade-pH.

A desnaturacdo pelo calor muda o perfil da solubilida-
de-pH das proteinas (Figura 5.21). O isolado proteico do
soro nativo (WPI) € completamente solivel na faixa de pH
de 2-9, porém, quando aquecido a 70°C, durante 1-10 min,
desenvolve-se um perfil de solubilidade tipico em forma de
U, com solubilidade minima em pH de 4,5. A alteragdo do

Graos de soja descascados

l Extracdo com hexano

Flocos de soja desengordurados. Moagem dos flocos para obtencao da farinha de soja

l

Dispersao da farinha de soja em élcali diluido (pH 8-9) e extracao de soltveis por 1-2h.
Apbs, centrifugacdo a 10.000 g por 15min

Residuo
(Descarte)

l

Sobrenadante

|

Ajuste do pH em 4,5. Centrifugacao

i

Residuo

}

Sobrenadante
(Descarte)

Dissolucdo em agua

}

Secagem por atomizagao (spray-drying)

}

Isolado proteico de soja

FIGURA 5.20 Processo industrial tipico para isolamento da proteina da soja a partir de farinha de soja desengordurada.
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FIGURA 5.21

perfil de solubilidade na presenca da desnaturacao pelo calor
se deve ao aumento da hidrofobicidade da superficie pro-
teica como consequéncia do desdobramento. Este altera o
equilibrio entre as interacdes proteina-proteina e proteina-
solvente, a favor da primeira.

5.5.2.2 Forga ibnica e solubilidade

A forca idnica de uma solucdo salina € dada por:

_ 2
n=05) CZ (5.51)

onde C; € a concentracdo de um fon e Z € sua valéncia.
A uma forga idnica baixa (< 0,5), os fons neutralizam as
cargas na superficie das proteinas. Esse peneiramento de
carga afeta a solubilidade de duas maneiras, dependendo
das caracteristicas da superficie proteica. A solubilidade
diminui para as proteinas que contém alta incidéncia de
trechos ndo polares e aumenta para as que nao os contém.
O primeiro comportamento € tipico de proteinas de soja e
o ultimo comportamento € exibido pela B-lactoglobulina.
Enquanto a diminuicdo de solubilidade é causada pelo au-
mento das intera¢des hidrofébicas, o aumento de solubi-
lidade € causado pela diminui¢do de atividade i6nica do
macroion. A uma forga idnica > 1,0, os sais t€m efeitos
especificos do fon sobre a solubilidade da proteina. A me-
dida que a concentragdo do sal aumenta, os sais de sulfa-
tos e fluoretos decrescem a solubilidade progressivamente
(salting out), enquanto os sais de brometo, iodeto, tiocia-
natos e perclorato aumentam a solubilidade (salting in). A
uma forca idnica constante, a eficicia relativa dos diversos
ions sobre a solubilidade segue a série de Hofmeister, sen-
do que os anions promovem a solubilidade na ordem SO}(
<F <ClI <Br <I < CIOZ < SCN', enquanto os cé-
tions diminuem a solubilidade na ordem N HI <K'<Na®
<Li" < Mg2+ < Ca™". Esse comportamento € andlogo aos
efeitos dos sais sobre a temperatura de desnaturagao térmi-
ca das proteinas (Ver Se¢do 5.4).

6,0 8,0 10,0
pH

Perfil de solubilidade-pH das solugdes do isolado proteico do soro aquecido a 70°C em varios momentos.

Em geral, a solubilidade das proteinas de solucdes sali-
nas segue a seguinte relagao:

log(i) =B — KsCs
So (5.52)
onde S e S, sdo solubilidades da proteina em solucdo salina e
na agua, respectivamente, Ky € a constante de salting out, Cg
€ a concentracdo molar do sal e B € a constante caracteristica
apenas da protefna. K € positiva para os sais do tipo salting
out e negativa para os sais do tipo salting in.

5.5.2.3 Temperatura e solubilidade

Em pH e forca idnica constantes, a solubilidade da maioria
das protefnas costuma aumentar com temperaturas entre 0
e 40°C. Ocorrem excecdes com proteinas de alta hidrofo-
bicidade, como S-caseina e algumas proteinas de cereais,
as quais exibem uma relagdo negativa com a temperatura.
Acima de 40°C, o aumento na energia cinética térmica oca-
siona desdobramento da proteina (desnaturagdo), exposi¢ao
de grupos nao polares, agregacao e precipitacdo, ou seja, di-
minui¢do de solubilidade.

5.5.2.4 Solventes organicos e solubilidade

A adicdo de solventes orgadnicos, como etanol e acetona, re-
duz a permitividade do meio aquoso. Isso aumenta as for-
cas eletrostaticas intra e intermoleculares, tanto repulsivas
como atrativas. As interagdes eletrostdticas intramoleculares
repulsivas ocasionam o desdobramento da molécula de pro-
tefna. No estado de desdobramento, a baixa permitividade do
meio promove a liga¢do intermolecular de hidrogénio entre
os grupos peptidicos expostos e as interacdes eletrostaticas
intermoleculares de atra¢do entre grupos de cargas opostas.
As interacdes polares intermoleculares levam a precipitacao
proteica em solventes organicos ou a redugdo da solubilida-
de em meio aquoso. O papel das intera¢des hidrofébicas ao
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causar precipitacdo em solventes organicos ¢ minimo, o que
se deve ao efeito de solubilizacdo dos solventes organicos
sobre residuos nao polares. Uma exceg¢ao sdo as proteinas do
tipo prolamina. Essas proteinas sdo hidrofébicas ao ponto de
serem soluveis apenas em etanol a 70%.

Como a solubilidade das proteinas estd intimamente
relacionada a seus estados estruturais, ela € usada com fre-
quéncia como medida do grau de desnaturagdo durante os
processos de extrag@o, isolamento e purificagcdo. Ela também
¢é usada como indice das aplicagdes potenciais das protei-
nas. Os concentrados e isolados proteicos preparados co-
mercialmente mostram uma ampla faixa de solubilidade. As
caracteristicas de solubilidade dessas preparacdes proteicas
sdo expressas como indice de solubilidade proteica (PSI) ou
indice de dispersibilidade proteica (PDI). Ambos os termos
expressam a porcentagem (%) de proteina solivel presente
em uma amostra proteica. O PSI dos isolados proteicos co-
merciais varia entre 25 e 80%.

5.5.3 Propriedades interfaciais das proteinas

Diversos alimentos naturais e processados sdo produtos de
espuma ou produtos do tipo emulsdo. Esses tipos de siste-
mas dispersos sdo instaveis a menos que uma substancia an-
fifilica adequada esteja presente na interface entre as duas
fases (ver Capitulo 13). As proteinas sdo moléculas anfifili-
cas, migrando espontaneamente para uma interface ar-dgua
ou uma interface dleo-dgua. A migragio espontanea das pro-
teinas a partir do volume total de liquido para uma interface
indica que a energia livre das proteinas € menor na interface
que na fase aquosa total. Dessa forma, quando o equilibrio é
estabelecido, a concentracdo da proteina na regido interfacial
é sempre muito maior do que a encontrada na fase aquosa
total. Diferente dos surfactantes de baixo peso molecular,
as proteinas formam uma pelicula altamente viscoelastica,
em uma interface, a qual tem a capacidade de suportar cho-
ques mecanicos durante a estocagem e a manipulacdo. Desse
modo, as espumas e as emulsdes estabilizadas por proteinas
sd0 mais estaveis do que as preparadas com surfactantes de
baixo peso molecular e, por causa disso, as proteinas siao
muito usadas para esses fins.

Embora todas as proteinas sejam anfifilicas, elas diferem
significativamente em suas propriedades surfactantes. As di-
ferengas de propriedades surfactantes entre as proteinas nao
podem ser atribuidas a diferengas de proporcdo de residuos
hidrofébicos em relagdo aos hidrofilicos. Se as altas propor-
¢oes de hidrofobicidade/hidrofilicidade fossem o principal
determinante da atividade superficial das proteinas, entdlo as
proteinas vegetais que contém mais de 40% de residuos de
aminodcidos hidrofébicos deveriam ser melhores surfactan-
tes do que proteinas do tipo albumina, como a ovoalbumina e
a albumina sérica bovina, que contém <30% de residuos de
aminodcidos hidrofébicos. Em contrapartida, a ovoalbumina
e a albumina sérica sdo melhores agentes emulsificantes e
espumantes do que as proteinas da soja e outras proteinas ve-
getais. Além disso, a hidrofobicidade média da maioria das
proteinas encontra-se dentro de um intervalo estreito, embora

exibam notdveis diferencas em sua propriedade surfactante.
Deve-se concluir, portanto, que as diferencas de propriedade
surfactante estdo relacionadas, principalmente, as diferengas
de conformacio das proteinas. Fatores conformacionais de
importancia incluem estabilidade/flexibilidade da cadeia po-
lipeptidica, facilidade de adaptag@o a mudangas no ambiente
e padrao de distribui¢do de grupos hidrofilicos e hidrofébi-
cos na superficie proteica. Todos esses fatores conformacio-
nais sdo interdependentes, exercendo uma grande influéncia
conjunta sobre a propriedade surfactante das proteinas.

Demonstrou-se que as proteinas com propriedade surfac-
tante desejavel possuem trés atributos: (1) capacidade de ad-
sorver rapidamente a interface; (2) capacidade de desdobrar-
-se com rapidez e reorientar-se em uma interface; e (3) uma
vez na interface, a capacidade de interagir com moléculas
vizinhas e formar uma forte pelicula coesiva e viscoeldstica
que pode suportar movimentos térmicos e mecanicos [31].

A formacdo e a estabilizagdo de espumas e emulsdes re-
querem a presenga de um surfactante que possa reduzir efe-
tivamente a tensdo interfacial entre as fases ar-6leo e aquosa.
Isso pode ser alcancado usando-se surfactantes pequenos,
tais como lecitina, monoacilglicerol, etc., ou macromolécu-
las, tais como as proteinas. Em uma concentracio equivalen-
te na interface, as proteinas costumam ser menos efetivas do
que surfactantes pequenos na diminuicdo da tensdo interfa-
cial. Tipicamente, a maioria das proteinas diminui a tensdao
nas interfaces ar-dgua e 6leo-dgua, em cerca de 15 mN m™',
na cobertura da monocamada saturada, em comparagdo com
30-40 mN m™', para surfactantes de baixo peso molecular.
A incapacidade das proteinas de reduzir a tensdo interfacial
estd relacionada a suas propriedades estruturais complexas.
Embora as proteinas contenham grupos hidrofébicos e hi-
drofilicos em sua estrutura primaria, ndo existe uma cabe-
¢a hidrofilica ou uma cauda hidrofébica claramente defini-
das, como se encontram na lecitina ou no monoacilglicerol.
Esses grupos sao disseminados de modo aleatério em toda
a estrutura primdria das proteinas, sendo que na conforma-
¢do tercidria dobrada, existem alguns residuos hidrofébicos
como segmentos segregados na superficie da proteina, en-
quanto a maior parte deles estd de fato inserida no interior
da proteina.

O padrdo de distribuicdo dos segmentos hidrofilicos e hi-
drofébicos sobre a superficie das proteinas afeta sua rapidez
de adsor¢do a interface ar-dgua ou 6leo-agua. Se a superficie
da proteina for extremamente hidrofilica e ndo contiver seg-
mentos hidrofébicos discerniveis, € provavel que a ancora-
gem da proteina na interface ndo acontega, pois a superficie
da proteina terd uma energia livre mais baixa na fase aquosa
do que na interface. A medida que o nimero dos segmentos
hidrofébicos da superficie proteica aumenta, a adsorcao es-
pontanea na interface torna-se mais provavel (Figura 5.22)
[26]. Os residuos hidrofébicos isolados distribuidos alea-
toriamente sobre a superficie proteica ndo constituem um
segmento hidrofébico nem possuem uma energia de inte-
racdo suficiente para se ancorar fortemente a proteina em
uma interface. Embora mais de 40% da superficie acessivel
total da proteina globular tipica esteja coberta com residuos
ndo polares, eles ndo aumentario a adsorc¢@o proteica a ndao
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Ser que ocorram como segmentos ou regioes segregadas. Em
outras palavras, as caracteristicas moleculares da superficie
proteica exercem uma grande influéncia sobre o fato de a
proteina adsorver-se espontaneamente, ou nao, a uma inter-
face, e em até que ponto ela serd eficaz como estabilizadora
de dispersdes.

O modo de adsor¢@o das proteinas a uma interface € di-
ferente do modo dos surfactantes de baixo peso molecular.
No caso de surfactantes de baixo peso molecular, como o0s
fosfolipideos e os monoacilgliceréis, os limites conforma-
cionais para adsorcdo e orientacdo nao existem, pois as par-
tes hidrofilicas e hidrofébicas estdo presentes nos extremos
opostos da molécula. No caso das proteinas, no entanto, o
padrao de distribui¢do dos segmentos hidrofébicos e hi-
drofilicos na superficie, assim como a rigidez estrutural da
molécula, causam limita¢des a adsor¢do e a orientacdo. Em

decorréncia da natureza dobrada e volumosa das proteinas,
uma vez adsorvida, uma grande por¢do da molécula perma-
nece na fase principal e apenas uma pequena porgdo € anco-
rada na interface (Figura 5.23). A tenacidade com a qual essa
pequena porc¢do da molécula de proteina permanece presa a
interface depende do nimero de segmentos peptidicos an-
corados a interface e da energética da interacdo entre esses
segmentos e a interface. A proteina serd retida na interface
apenas quando a soma das mudancas de energia livre negati-
va das interagdes dos segmentos for muito maior que a ener-
gia cinética térmica da molécula de proteina. O niimero de
segmentos do peptideo ancorado na interface depende, em
parte, da flexibilidade conformacional da molécula. As mo-
léculas altamente flexiveis, como as caseinas, podem sofrer
mudangas conformacionais rdpidas uma vez adsorvidas a in-
terface, permitindo que segmentos polipeptidicos adicionais

Fase de 6leo ou dgua
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\
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hidrofilica

Ndcleo hidrofébico
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FIGURA 5.22 Representacao esquematica do papel dos segmentos hidrofébicos de superficie sobre a probabilidade de adsorgao de
proteinas na interface ar-dgua. (De Damodaran, S. 1990. Adv. Food Nutr. Res. 34:1-79.)
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FIGURA 5.23 Diferenca entre o modo de adsorcao de um surfactante de baixo peso molecular e o de uma proteina, nas interfaces ar-

agua e 6leo-agua.
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se liguem a interface. Por outro lado, as proteinas globulares
rigidas, como a lisozima e a proteina da soja, ndo podem so-
frer mudancas conformacionais extensas na interface.

Nas interfaces, as cadeias polipeptidicas assumem trés
configuracdes distintas: fileiras, alcas e caudas (Figura 5.24)
[26]. As fileiras sdo segmentos que estdo em contato direto
com a interface, as algas sdo segmentos do polipeptideo que
estdo suspensos na fase aquosa e as caudas sdo segmentos
N- e C-terminais da proteina, os quais costumam estar lo-
calizados na fase aquosa. A distribui¢ao relativa dessas trés
configuragdes depende das caracteristicas conformacionais
da proteina. Quanto maior a propor¢ao de segmentos poli-
peptidicos na configuracdo de uma fileira, mais forte serd a
ligac@o e mais baixa, a tensdo interfacial.

A propriedade molecular isolada mais importante, a qual
causa impacto sobre a propriedade surfactante das proteinas,
¢ a flexibilidade molecular. Isso se refere a capacidade inata
da proteina de sofrer rdpida mudanca conformacional quan-
do € transferida de um ambiente para outro, por exemplo, da
fase aquosa total para uma interface. A compressibilidade
adiabdtica das protefnas costuma ser usada como medida de
sua flexibilidade molecular. Pesquisas com vdrias proteinas
ndo relacionadas tém mostrado que a atividade superficial

Interface

T T

dindmica das proteinas, isto €, a reducdo da tensao superfi-
cial causada por um miligrama de proteina por cm’, durante
a adsor¢@o da fase principal para a interface ar-agua, estd
positiva e linearmente correlacionada a compressibilidade
adiabdtica (flexibilidade) de proteinas (Figura 5.25) [106]. A
mudanca rapida de conformacgido em uma interface € essen-
cial para que a proteina reoriente seus residuos hidrofébicos
e hidrofilicos em direcdo ao 6leo e as fases aquosas, bem
como para maximizar a exposi¢do e a parti¢do desses resi-
duos em duas fases. Isso assegurard uma rapida redugdo na
tensao interfacial, em especial nas fases iniciais de formagao
de uma emulsdo.

A forca mecanica de uma pelicula proteica em uma in-
terface depende das interacdes intermoleculares coesivas.
Elas incluem interagdes eletrostéticas atrativas, pontes de
hidrogénio e interacdes hidrofébicas. A polimerizacao inter-
facial das proteinas adsorvidas por meio de reagdes de troca
dissulfeto-sulfidrila também aumenta suas propriedades vis-
coeldsticas. A concentragio de proteinas na pelicula interfa-
cial é de cerca de 20-25% (m/v), sendo que a proteina ocorre
em um estado de quase gel. O equilibrio de vdrias interagdes
ndo covalentes € crucial para a estabilidade e as propriedades
viscoeldsticas da pelicula tipo gel.

Fase 1

Fileira

Cauda Alca
Fase 2
FIGURA 5.24  As vdrias configuragdes de um polipeptideo flexivel em uma interface. (De Damodaran, S.1990. Adv. Food Nutr. Res.
34:1-79.)
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FIGURA 5.25 Relagdo entre compressibilidade adiabatica e propriedade surfactante das proteinas. Os niimeros do grafico referem-se as
identidades das proteinas. (Ver Referéncia 106 para maiores detalhes.)
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Por exemplo, se as interacdes hidrofébicas forem muito
fortes, isso pode levar a agregagdo interfacial, coagulagio e,
finalmente, precipita¢do da proteina em detrimento da integri-
dade da pelicula. Se as forgas eletrostéticas repulsivas forem
mais fortes que as interacdes atrativas, isso pode impedir a
formacao de uma pelicula espessa e coesa. Portanto, € neces-
sario que haja equilibrio adequado das intera¢des de atragdo,
repulsdo e hidratacdo, a fim de que se forme uma pelicula
viscoelastica estdvel. Os diversos processos moleculares que
ocorrem durante a adsorcio e a formacdo das peliculas de
proteina nas interfaces estdo resumidos na Figura 5.26.

Os principios basicos envolvidos na formacdo e na es-
tabilidade das emulsdes e espumas sdo muito semelhantes,
no entanto, como a energética dessas interfaces ¢ diferente,
os requisitos moleculares para a funcionalidade da proteina
nesses ambientes ndo sdo iguais. Em outras palavras, uma
proteina que € um bom emulsificador pode ndao ser um bom
agente de formagao de espuma.

Deve ficar claro, agora, que o comportamento das protei-
nas nas interfaces ¢ muito complexo, ndo sendo, ainda, bem
compreendido. Portanto, a discussdo seguinte sobre as proprie-
dades emulsificantes e de formagdo de espuma dos alimentos
proteicos serd, em grande parte, de natureza qualitativa.

5.5.3.1

A fisico-quimica da formacdo da emulsdo e os fatores que
afetam a formacdo de creme, floculagdo, coalescéncia e es-
tabilidade foram abordados no Capitulo 13.

Virios alimentos naturais e processados, como leite,
gema de ovo, leite de coco, leite de soja, manteiga, margari-
na, maionese, pastas para passar no pao, molhos para salada,
sobremesas geladas, salsichas, linguigas e bolos, sdo produ-
tos do tipo emulsdo, nos quais as proteinas desempenham
um papel importante como emulsificantes. No leite nativo,
a membrana composta de lipoproteinas estabiliza os glébu-
los de gordura. Quando o leite € homogeneizado a pelicula
de proteina formada de micelas de caseina e de proteinas
do soro substitui a membrana lipoproteica. O leite homoge-
neizado € mais estdvel a formagdo de nata em comparacao
com o leite, pois a pelicula proteica de micelas soro-caseina
€ mais resistente do que a membrana lipoproteica nativa.

Propriedades emulsificantes

5.5.3.1.1 Meétodos para determinacao das
propriedades emulsificantes das

proteinas

As propriedades emulsificantes das proteinas alimentares
sdo avaliadas por meio de varios métodos, tais como distri-
buigdo por tamanho das goticulas de 6leo formadas, ativida-
de emulsificante, capacidade de emulsdo (CE) e estabilidade
da emulsdo.

Indice de atividade emulsificante: As propriedades fisicas e
sensoriais de uma emulsdo estabilizada por proteina depen-
dem do tamanho das goticulas formadas e da drea interfacial
total criada. O tamanho médio das goticulas das emulsdes
pode ser determinado por diversos métodos, tais como mi-
croscopia de luz (ndo muito confidvel), microscopia eletrd-

nica, espalhamento de luz (espectroscopia por correlagdo
de foéton) ou uso de um contador Coulter. Conhecendo-se o
tamanho médio da goticula, a drea interfacial total pode ser
obtida a partir da seguinte relagdo:

_ 39
R (5.53)

A

onde ¢ € a fracdo do volume da fase dispersa e R € o raio
médio das particulas de emulsdo. Se m € a massa da proteina
entdo o Indice da atividade de emulsificante (IAE), isto €, a
drea interfacial criada por unidade de massa da proteina €
3
IAE = 3¢
Rm (5.54)
Outro método simples e mais pratico para determinagdo
do IAE das proteinas € o método turbidimétrico [99]. A tur-
bidez de uma emulsdo € dada por:

T_zmm
T (5.55)

onde A ¢ a absorbancia e / € o comprimento do percurso. De
acordo com a teoria de espalhamento de luz de Mie, a drea
interfacial de uma emulsdo constitui o dobro de sua turbidez.
Se ¢ € a fracdo do volume do 6leo, entdo C € o peso da pro-
tefna por volume unitdrio da fase aquosa, dessa forma, o IAE
da proteina € dado por:

2T

IAE= ———
(I-¢)C

(5.56)

Deve-se mencionar que no artigo original [99], ¢, em vez
de (1-¢) foi usado no denominador da equagdo supracitada.
Essa expressao € a correta, uma vez que ¢ € definido como a
fragdo do volume do 6leo e, entdo, (1-¢)C € a massa total da
proteina, em um volume unitdrio da emulsio [17]. Embora
esse método seja simples e prético, sua principal desvanta-
gem € que ele se baseia na mensuracdo da turbidez em um
tnico comprimento de onda, 500 nm. Como a turbidez de
emulsdes alimenticias € dependente do comprimento de
onda, a drea interfacial obtida a partir da turbidez em 500 nm
nao € muito acurada. Portanto, o uso da equacao supracitada
para se estimar o didmetro médio da particula ou o nimero
de particulas presentes na emulsdo da resultados que ndo sdo
muito confidveis. Entretanto, esse método pode ser usado
para comparacgdo qualitativa de atividades emulsificantes de
diferentes proteinas, ou mudangas na atividade emulsificante
de uma proteina apds varios tratamentos.

Carga proteica: A quantidade de proteina adsorvida na in-
terface 6leo-dgua de uma emulsio influencia sua estabilida-
de. Para se determinar a quantidade de proteina adsorvida, a
emulsao € centrifugada, a fase aquosa é separada e a fase lipi-
dica € lavada e centrifugada, diversas vezes, para que se remo-
va qualquer proteina fracamente adsorvida. A quantidade de
proteinas adsorvidas nas particulas de emulsao € determinada
pela diferenca entre o total de proteina inicialmente presente
na emulsdo e a quantidade presente no fluido de lavagem da
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fase lipidica. Conhecendo-se a drea total interfacial das parti-
culas de emulsdo, pode-se calcular a quantidade de proteina
adsorvida/m’ de 4rea interfacial. No geral, a carga proteica
estd localizada na faixa que vai de aproximadamente 1-3 mg/
m’ da drea interfacial. A medida que a fracdo de volume da
fase 6leo aumenta, a carga proteica diminui, considerando-se
um contetdo proteico constante na emulsao total. Para emul-
sdes com muita gordura e goticulas de tamanho pequeno,
necessita-se de mais proteina para o revestimento adequado
da drea interfacial e a estabilizagdo da emuls@o.

Capacidade de emulsdo (CE): CE € o volume (mL) de 6leo
que pode ser emulsificado por grama de proteina antes que
ocorra a inversdo de fase (mudanca da emulsao 6leo em dgua
para dgua em 6leo). Esse método envolve a adigdo de 6leo ou
gordura fundida a taxa e temperatura constantes, em solucao
aquosa de proteina continuamente agitada em um processa-
dor de alimentos. A inversdo da fase € detectada por mudan-
¢a abrupta de viscosidade ou cor (em geral, adiciona-se um
corante ao 6leo) ou por aumento da resisténcia elétrica. Para
uma emulsdo estabilizada por proteina, a inversdo de fase
costuma ocorrer quando o ¢ estd em torno de 0,65-0,85. A
inversao ndo se processa instantaneamente, sendo precedida
pela formacdo de uma emulsdo dupla d4gua em 6leo em dgua.
Como a CE € expressa como volume de 6leo emulsificado
por grama de proteina na inversdo de fase, ela diminui com
o aumento da concentracio de proteina logo que se alcanca
o ponto no qual a proteina néo adsorvida se acumula na fase
aquosa. Portanto, para se comparar capacidades de emulsao
de diferentes proteinas, deve-se usar perfis CE versus con-
centracdo de proteina, em detrimento de CE a uma concen-
tracdo proteica especifica.

Estabilidade da emulsdo: As emulsdes estabilizadas por pro-
tefna costumam permanecer estdveis durante dias. Dessa for-
ma, ndo se observa uma quantidade detectdvel de formagao
de creme ou separacdo de fase em um intervalo de tempo
razodvel quando as amostras sao armazenadas sob condigdes
atmosféricas. Portanto, frequentemente, usam-se condi¢des
drasticas, como estocagem a uma temperatura elevada ou
separacdo sob forca centrifuga para avalia¢do de estabilida-
de da emulsdo. Quando se usa centrifugacao, a estabilidade
passa a ser entdo expressa como o decréscimo percentual da
area da interface (i.e., turbidez) da emulsdo ou do volume
percentual do creme separado ou, ainda, como contetido de
gordura da camada de nata. No entanto, com mais frequén-
cia, a estabilidade da emulsdo € expressa como:

Ilustracdo esquemdtica de diversos processos moleculares ocorrentes nas peliculas de proteinas das interfaces.

volume da camada de nata
EE =

volume total da emulsao (5.57)

onde o volume da camada de nata € medido apds tratamen-
to padronizado de centrifugacdo. A técnica de centrifugacdo
comum envolve a centrifugagdo de um volume conhecido de
emulsdao em um tubo de centrifuga graduado a 1.300 g, por
Smin. O volume da fase lipidica separada € entdo medido e
expresso como percentual do volume total. As vezes, usa-
se a centrifugag@o a uma forga gravitacional relativamente
baixa (180g) por um tempo mais longo (15min) para que se
evite a coalescéncia das goticulas.

O método turbidimétrico (ver acima) também pode ser
usado para se avaliar a estabilidade da emulsdo. Nesse caso,
a estabilidade ¢ expressa como Indice da estabilidade da
emulsio (IEE), o qual € definido como tempo necessdrio
para se alcancar a turbidez da emulsdo que representa a me-
tade do valor original.

Os métodos usados para determinagdo da estabilidade da
emulsdo sdo muito empiricos. A grandeza mais importante
relacionada a estabilidade € a mudanca de area interfacial ao
longo do tempo, mas ela € dificil de ser medida diretamente.

5.5.3.1.2  Fatores que influenciam a emulsificacao

As propriedades das emulsdes estabilizadas pelas proteinas
sdo afetadas por vdrios fatores. Eles incluem fatores intrin-
secos, como pH, for¢a idnica, temperatura, presenca de sur-
factantes de baixo peso molecular, acicares, volume da fase
dleo, tipo de proteina e o ponto de fusdo do 6leo usado; e
fatores extrinsecos, como tipo de equipamento, taxa de en-
trada de energia e taxa de cisalhamento. Ainda ndo surgiram
métodos padronizados para se avaliar sistematicamente as
propriedades emulsificantes das proteinas. Portanto, os resul-
tados entre os laboratérios ndo podem ser comparados com
precisdo, o que impede a compreensio dos fatores molecula-
res que afetam as propriedades emulsificantes das proteinas.

As forcas gerais envolvidas na formacao e na estabiliza-
¢do das emulsdes foram discutidas no Capitulo 13. Portanto,
apenas os fatores moleculares que afetam as emulsdes esta-
bilizadas por proteinas necessitam ser discutidos aqui.

A solubilidade desempenha um papel nas propriedades
emulsificantes, porém, a existéncia de 100% de solubilida-
de ndo € um requisito absoluto. Embora as proteinas alta-
mente insoliveis ndo funcionem bem como emulsificantes,
ndo existe nenhuma relagdo confiavel entre solubilidade e
propriedades emulsificantes na faixa de 25-80% de solubili-
dade [76]. Entretanto, como a estabilidade de uma pelicula
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proteica na interface 6leo-dgua depende de interagdes favo-
raveis, tanto com a fase 4gua como com a fase dleo, pode ser
necessdrio que haja algum grau de solubilidade. O requisito
minimo de solubilidade para um bom desempenho pode ser
varidvel entre as proteinas. Em emulsdes cdrneas, como lin-
guicas e salsichas, a solubilizag@o das proteinas miofibrilares
em 0,5 M NaCl aumenta suas propriedades emulsificantes.
Alguns isolados proteicos de soja comerciais, 0s quais sdo
obtidos por processamento térmico, t€m baixas propriedades
emulsificantes por causa de sua solubilidade muito baixa.

A formagdo e a estabilidade das emulsdes estabilizadas
por proteinas sdo afetadas pelo pH. Varios mecanismos estdo
envolvidos nesse processo. Geralmente, as proteinas que tém
alta solubilidade em pH isoelétrico (p. ex., albumina sérica,
gelatina e protefnas da clara do ovo) mostram CE e atividade
emulsificante maxima nesse pH. A falta de carga liquida e
as interagdes repulsivas eletrostaticas em pH isoelétrico aju-
dam a maximizar a carga proteica na interface, promovendo
a formag@o de uma pelicula altamente viscoeldstica e con-
tribuindo para a estabilidade da emulsdo. No entanto, a falta
de interacdes repulsivas eletrostraticas entre as particulas de
emulsdo pode, em alguns casos, promover floculacéo, coa-
lescéncia e, dessa forma, diminuir a estabilidade da emul-
sdo. Por outro lado, se a proteina estiver altamente hidratada
em pH isoelétrico (o que é incomum), entdo as forcas de re-
pulsdo de hidratacdo entre as particulas da emulsd@o podem
prevenir a floculacdo e a coalescéncia e, assim, estabilizar
a emulsdo. Como, em seu pH isoelétrico, a maior parte das
proteinas alimentares (caseinas, proteinas comerciais do
soro, proteinas da carne e proteinas da soja) € pouco solivel,
pouco hidratada e desprovida de forgas repulsivas eletrosta-
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ticas, elas geralmente ndo sdo bons emulsificantes a esse pH.
Essas proteinas podem, no entanto, tornar-se emulsificado-
res eficazes quando se distanciam de seu pH isoelétrico.

As propriedades emulsificantes das proteinas demons-
tram uma fraca correlag@o positiva com a hidrofobicidade
de superficie, mas ndo com a residual média (i.e., kcal mol ™
residuo ). A capacidade de vérias proteinas de diminuir a
tensdo interfacial na interface 6leo-dgua e de aumentar o
IAE esté relacionada a seus valores de hidrofobicidade de
superficie (Figura 5.27). No entanto, essa relacdo ndo €, de
modo algum, perfeita. As propriedades emulsificantes de
vdrias proteinas, como S-lactoglobulina, ¢-lactoalbumina e
proteinas de soja ndo mostram uma correlagdo forte com a
hidrofobicidade de superficie.

A hidrofobicidade de superficie das proteinas costuma
ser determinada ao se medir a quantidade de uma sonda
fluorescente hidrofébica, como o acido cis-parindrico, que
pode ligar-se a proteinas [62]. Embora esse método forne-
c¢a alguma informacao sobre a hidrofobicidade da superficie
proteica, € questiondvel se o valor medido realmente reflete
a hidrofobicidade da superficie proteica. A verdadeira de-
fini¢do da hidrofobicidade de superficie €: a por¢ao da su-
perficie ndo polar da proteina que faz contato com a 4dgua
total circundante. Entretanto, o dcido cis-parindrico € capaz
de se ligar apenas as cavidades hidrofébicas. Essas cavi-
dades proteicas sdo acessiveis a ligantes ndo polares, mas
elas ndo sdo acessiveis a dgua, podendo ndo ser acessiveis
a qualquer uma das duas fases em uma emulsio 6leo-4gua,
a ndo ser que a proteina seja capaz de passar por um rapido
rearranjo conformacional na interface. A baixa correlagio da
hidrofobicidade de superficie (como medida pela ligagcdo do
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FIGURA 5.27 Correlagdes da hidrofobicidade superficial de varias proteinas com (a) tensao interfacial 6leo-agua e (b) IAE (indice de ati-
vidade emulsificante). A hidrofobicidade superficial foi determinada a partir da quantidade de sonda fluorescente hidrofébica por unida-
de de peso da proteina. Os niimeros plotados representam (1) albumina sérica bovina; (2) -lactoglobulina; (3) tripsina; (4) ovoalbumina;
(5) conalbumina; (6) lisozima; (7) k-caseina; (8-12) ovoalbumina desnaturada pelo calor a 85°C por 1, 2, 3, 4 ou 5min, respectivamente;
(13-18) lisozima desnaturada pelo calor a 85°C por 1, 2, 3, 4, 5 ou 6min, respectivamente; (19-23) ovoalbumina ligada a 0,2, 0,3, 1,7,
5,7 ou 7,9 méis de dodecil sulfato por mol de proteina, respectivamente; (24-28) ovoalbumina ligada a 0,3, 0,9, 3,1, 4,8 ou 8,2 méis de
linoleato por mol de proteina, respectivamente. (Kato, A. e S. Nakai. 1980. Biochim. Biophys. Acta 624:13-20.)
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acido cis-parindrico) com as propriedades emulsificantes de
algumas proteinas pode estar relacionada ao fato de que o
dcido cis-parindrico ndo fornece indicacdo de flexibilidade
molecular. Essa flexibilidade na interface 6leo-dgua pode ser
o determinante mais importante das propriedades emulsifi-
cantes das proteinas.

A desnaturacdo parcial das proteinas antes da emulsifica-
¢do, a qual ndo resulta em insolubilizagdo, costuma melhorar
suas propriedades emulsificantes. Isso se deve ao aumento
da flexibilidade molecular e da hidrofobicidade de superfi-
cie. No estado desordenado, as proteinas que contém grupos
sulfidrila livres e pontes dissulfeto sofrem lenta polimeriza-
¢ao por meio da reacdo de troca dissulfeto-sulfidrila [32], o
que leva a formacao de uma pelicula altamente viscoeldstica
na interface dleo-dgua. A desnaturagdo excessiva pelo calor
pode prejudicar as propriedades emulsificantes, tornando a
proteina insoldvel.

Emulsificadores de baixo peso molecular, como os fos-
folipideos, que geralmente sdo encontrados em alimentos,
competem com as proteinas pela adsor¢do na interface dleo-
-dgua [24,38,67]. Como os surfactantes de baixo peso mo-
lecular podem difundir-se com rapidez na interface e sdao
desprovidos de restricdes conformacionais para reorientacao
nela, eles podem efetivamente inibir a adsor¢@o das protei-
nas em concentragdes elevadas. Se emulsificantes de baixo
peso molecular forem adicionados a uma emulsdo estabili-
zada por proteina, eles poderdo deslocé-la da interface, cau-
sando instabilidade na emulsao.

Outro fator que afeta as emulsdes estabilizadas por pro-
tefnas € a composicao proteica. Em geral, as proteinas dos
alimentos sdo misturas de varios componentes proteicos. Por
exemplo, a proteina do ovo é uma mistura de cinco protei-
nas principais e varios componentes proteicos secundarios.
Da mesma forma, a proteina do soro constitui uma mistura
de a-lactoalbunina, f-lactoglobulina e vdrias outras protei-
nas secunddrias. As proteinas de reserva de sementes, como
isolado proteico de soja, contém pelo menos duas fragdes
proteicas principais, a saber, leguminas e vicilinas. Durante
a emulsificacdo, os componentes proteicos da mistura com-
petem entre si pela adsor¢ao a interface. A composicio da
pelicula proteica formada na interface depende das ativida-
des de superficies relativas de varios componentes proteicos
da mistura. Por exemplo, quando se permite que a mistura de
1:1 de - e B-caseinas se adsorvam a interface 6leo-dgua, a
quantidade de «-caseina da pelicula proteica em equilibrio
€ quase o dobro daquela da B-caseina [30]. Na interface ar-
dgua, entretanto, observa-se um comportamento oposto [6].
Variagdes na composi¢ao proteica da fase principal afetariam
a composicio proteica da pelicula adsorvida e, possivelmen-
te, a estabilidade da emulsao.

A uma concentragdo elevada, as misturas proteicas cos-
tumam exibir incompatibilidade para se misturar em solucao
[100]. Nas peliculas de proteinas mistas em uma interface
6leo-dgua, na qual a concentracio proteica local encontra-
se na faixa de 15 a 30%, a ocorréncia de uma separacdo de
fases bidimensional das proteinas € possivel com o tempo de
estocagem. Relataram-se evidéncias para isso nas interfaces
ar-dgua [105,114] e 6leo-dgua [30]. Se ocorrer uma separa-

¢do das proteinas em fases distintas, em peliculas de proteina
mista ao redor das goticulas de 6leo, € possivel que a inter-
face dessas regides separadas por fase possa agir como fon-
te de instabilidade nas emulsdes. No entanto, ainda nio se
determinou uma correlagdo direta entre a incompatibilidade
termodinamica de se misturar as proteinas em peliculas pro-
teicas mistas na interface 6leo-dgua e a estabilidade cinética
das emulsdes compostas de misturas proteicas.

5.5.3.2 Propriedades espumantes

As espumas consistem de uma fase continua aquosa e uma
fase dispersa gasosa (ar). Muitos alimentos processados
sdo produtos do tipo espuma. Eles incluem cremes batidos,
sorvetes, bolos, merengues, paes, suflés, musses e marsh-
mallows. As propriedades texturais singulares e a sensac¢ao
sensorial bucal causada por esses produtos sdo provenientes
das minusculas bolhas de ar dispersas. Na maioria desses
produtos, as proteinas sio os principais agentes ativos de su-
perficie que ajudam na formacao e na estabilizacio da fase
dispersa gasosa.

Em geral, a formacao de bolhas ou o ato de bater ou agi-
tar uma solucdo proteica criam espumas estabilizadas por
proteinas. A propriedade de uma proteina de formar espu-
ma refere-se a sua capacidade de formar uma pelicula fina
e resistente na interface gds-liquido, de modo que grandes
quantidades de bolhas de gds possam ser incorporadas e
estabilizadas. As propriedades de formagdo de espuma sdao
avaliadas de varias maneiras. A capacidade de formar espu-
mas ou a espumabilidade de uma proteina refere-se a quan-
tidade de 4rea interfacial que pode ser criada pela proteina.
Ela pode ser expressa de diversas maneiras, como overrun
(volume de espuma em estado estavel) ou poder espumante
(ou expansdo da espuma). O overrun € definido como

Volume de espuma

Overrun = PRI
Volume de liquido inicial (5.58)
O poder espumante (FP) € expresso como:
FP — Volume de gés incorporado
N Volume de liquido (5.59)

O poder espumante geralmente aumenta com a concen-
tracdo proteica até que um valor maximo seja atingido. Ele
também ¢ afetado pelo método usado para formagdo de es-
puma. O FP a uma dada concentracio proteica costuma ser
usado como base para comparacio das propriedades de for-
macdo de espuma das diversas proteinas. Os FPs de varias
proteinas em pH 8,0 sdo dados na Tabela 5.15 [82].

Estabilidade da espuma refere-se a capacidade da pro-
teina de estabilizar a espuma contra as tensdes gravitacionais
e mecanicas. Ela costuma ser expressa como tempo neces-
sario a drenagem de 50% do liquido da espuma ou para re-
ducdo em 50% do volume da espuma. Esses métodos sao
muito empiricos, nao dando informagdes fundamentais so-
bre os fatores que afetam a estabilidade da espuma. A medi-
da mais direta da estabilidade da espuma € a redug@o da area
interfacial da espuma em funcio do tempo. Isso pode ser
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TABELA 5.15 Comparagao do poder espumante de solugoes proteicas

Tipo de proteina

Poder espumante” a 0,5% de conc. proteica (p/v) (%)

Albumina sérica bovina

Isolado proteico de soro

Clara do ovo

Ovoalbumina

Plasma bovino

B-lactoglobulina

Fibrinogénio

Proteina de soja (hidrolisada por enzimas)
Gelatina (pele suina processada por acido)

280
600
240

40
260
480
360
500
760

* Calculada de acordo com a Equagdo 5.56
Fonte: Poole, S. et al. 1984. /. Sci. Food Agric. 35:701-711.

feito como se segue. De acordo com o principio de Laplace,
a pressdo interna de uma bolha € maior do que a pressdo
(atmosférica) externa e, em condi¢des estaveis, a diferenga
de pressdo AP, é
4y
AP =pj —po = —
pi=po (5.60)
onde p, e p, sdo as pressdes interna e externa, respectiva-
mente, 7 € o raio da bolha de espuma e y € a tensdo superfi-
cial. De acordo com a equacgao supracitada, a pressao dentro
de um recipiente fechado que contém espuma aumentara
quando a espuma entrar em colapso. A mudancga liquida na
pressdo € [92]
—2yAA
Ap = V24
3V (5.61)
onde V € o volume total do sistema, AP ¢ a mudanca de
pressdo e AA é a mudanca liquida na 4rea interfacial resul-
tante da fracdo de espuma que entrou em colapso. A drea
interfacial inicial da espuma € dada por:

3VAP
Ag= ——
2y (5.62)
onde AP_, € a mudanca liquida de pressdo quando a espuma
total entra em colapso. O valor A, é a medida da espumabili-
dade; a taxa de decréscimo de A ao longo do tempo pode ser
usada como medida da estabilidade da espuma. Essa aborda-
gem tem sido usada para estudar as propriedades de forma-
¢do de espuma das proteinas dos alimentos [133,135].
Forg¢a ou firmeza da espuma refere-se ao peso maximo
que uma coluna de espuma pode suportar antes de entrar em
colapso. A mensuracio da viscosidade da espuma também
serve para avaliar essa propriedade.
5.5.3.2.1 Fatores ambientais que influenciam a
formacao e a estabilidade da espuma

pH: Diversos estudos mostraram que as espumas estabiliza-
das por proteinas sdo mais estaveis em pH isoelétrico da pro-
teina do que em qualquer outro pH, contanto que nio haja in-
solubilizagdo da proteina no pl. Na regido do pH isoelétrico
ou perto dela, a falta de interacdes repulsivas promove inte-

racdes favoraveis de proteina-proteina e a formacao de uma
pelicula viscosa na interface. Além disso, ocorre aumento de
quantidade de proteina adsorvida a interface no pl por cau-
sa da falta de repulsdo entre a interface e as moléculas em
adsorcdo. Esses dois fatores aumentam tanto a espumabili-
dade como a estabilidade da espuma. Se a proteina € pouco
soldvel no pl, como acontece com a maioria das proteinas
alimentares, entdo, apenas a fracdo da proteina solivel serd
envolvida na formacdo da espuma. Se a concentracio dessa
fracdo soldvel for muito baixa, a quantidade de espuma for-
mada serd menor, mas a estabilidade sera elevada. Embora
a fracdo insoldvel ndo contribua para a espumabilidade, a
adsor¢ao dessas particulas proteicas insoldveis poderd esta-
bilizar a espuma, talvez por aumento das forgas coesivas na
pelicula proteica. Geralmente a adsor¢ao das particulas hi-
drofébicas aumenta a estabilidade das espumas. Em um pH
diferente do pl, a espumabilidade das proteinas costuma ser
boa, porém, a estabilidade da espuma € baixa. As proteinas
da clara do ovo exibem boas propriedades de formacao de
espuma em pH de 8-9 e em seu pH isoelétrico de 4-5.

Sais: Os efeitos dos sais sobre as propriedades de formagao
de espuma das proteinas dependem do tipo de sal e das ca-
racteristicas de solubilidade da proteina na solugdo salina.
A espumabilidade e a estabilidade da espuma da maioria
das proteinas globulares, como albumina sérica bovina, al-
bumina do ovo, gliten e proteinas da soja, aumentam com
a elevagdo da concentragdo de NaCl. Esse comportamento
costuma ser atribuido a neutralizacdo das cargas pelos fons
salinos. Entretanto, algumas proteinas, como a proteina do
soro de leite mostram o efeito oposto: tanto a espumabilida-
de como a estabilidade da espuma decrescem com o aumen-
to da concentracdo de NaCl (Tabela 5.16) [136]. Isso € atri-
buido ao salting in (solubilizag@o por sais) das proteinas do
soro, em especial da S-lactoglobulina. As proteinas que sdo
salted out (precipitadas por sais), em solucdo salina determi-
nada, geralmente exibem maiores propriedades de formacao
de espuma, enquanto as que sio salted in exibem proprie-
dades de formacao de espuma precdrias. Cations divalentes
como Ca™* e Mg”*, melhoram de maneira drastica tanto a
formacao da espuma como sua estabilidade a concentracdes
de 0,02-0,04 M. Isso se deve, principalmente, as ligacdes
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TABELA 5.16 Efeito do NaCl sobre espumabilidade e estabilidade da espuma do isolado proteico do soro de leite

Concentracdo de NaCl (M)

Area interfacial total (cm*/ml de espuma)

Tempo para o colapso de 50% da area inicial (s)

0,00 333
0,02 317
0,04 308
0,06 307
0,08 305
0,10 287
0,15 281

510
324
288
180
165
120
120

Fonte: Compilada a partir de Zhu, H. e S. Damodaran. 1994. /. Food Sci. 59:554-560.

cruzadas das moléculas proteicas e a criacdo de peliculas
com melhores propriedades viscoeldsticas [134].

Acticares: A adicao de sacarose, lactose e outros agucares
a solugdes proteicas costuma prejudicar a espumabilidade,
porém aumenta a estabilidade das espumas. O efeito positivo
dos agucares sobre a estabilidade das espumas se deve ao au-
mento da viscosidade da fase principal, o que reduz a taxa de
drenagem do fluido da lamela. A diminuicdo da capacidade
de formagdo de espuma se deve ao aumento da estabilida-
de da estrutura proteica nas solugdes de agicar. Em razdo
disso, a molécula proteica € menos capaz de se desdobrar
quando da adsorcdo na interface. Isso diminui a capacidade
da proteina de reduzir a tensdo interfacial, produzir grandes
areas interfaciais e um grande volume de espuma durante o
batimento. Em produtos de sobremesa do tipo espuma, que
contém actcar, como merengues, suflés e bolos, é preferi-
vel que se acrescente o agticar depois do batimento, quando
possivel. Isso permitird a adsor¢do da proteina e seu desdo-
bramento, formando uma pelicula estdvel, entdo, o actcar
acrescentado aumentard a estabilidade da espuma, elevando
a viscosidade do fluido da lamela.

Lipideos: Quando presentes em concentragdes >0,5%, li-
pideos, em especial os fosfolipideos, diminuem acentuada-
mente as propriedades de formacao de espuma das protei-
nas. Como os lipideos sdo mais ativos na superficie do que
as proteinas, eles se adsorvem rapidamente na interface ar-
dgua, inibindo a adsorc¢do das proteinas durante a formacao
de espuma. Como as peliculas de lipideos sdo desprovidas
das propriedades coesivas e viscoeldsticas, as quais sdo ne-
cessdrias para se opor a pressdo interna das bolhas de espu-
ma, elas se expandem rapido e depois sofrem colapso quando
batidas. Dessa forma, os isolados e os concentrados protei-
cos do soro (WPC) livre de lipideos, bem como as proteinas
da soja e as proteinas do ovo sem gema, mostram melhores
propriedades de formacao de espuma do que as preparagdes
contaminadas por lipideos.

Concentragdo proteica: Diversas propriedades das espumas
sdo influenciadas pela concentragcdo de proteinas. Quanto
maior a concentracéo de proteina, mais firme serd a espuma.
A firmeza desta resulta do pequeno tamanho da bolha e da
alta viscosidade. A estabilidade da espuma é aumentada por
grandes concentragdes proteicas, uma vez que isso aumenta
a viscosidade e facilita a formagao de uma pelicula proteica

coesiva de multiplas camadas na interface. A espumabilidade
costuma atingir seu valor maximo em algum ponto durante
o aumento da concentragdo de proteinas. Algumas proteinas,
por exemplo, a albumina sérica, sdo capazes de formar espu-
mas relativamente estdveis a uma concentracio proteica de
1%, enquanto proteinas como o WPI e as proteinas da soja
exigem o minimo de 2 a 5% para a formacgdo de espumas
relativamente estdveis. No geral a maior parte das proteinas
exibe sua espumabilidade médxima a uma concentragdo de 2
a 8%. A concentracgdo interfacial das proteinas nas espumas
édecercade2a3 mg/mz.

A desnaturagdo parcial por calor melhora as proprieda-
des de formacdo de espuma das proteinas. Por exemplo, o
aquecimento do WPI a 70°C durante 1min aumenta as pro-
priedades de formacdo de espuma, enquanto o aquecimen-
to a 90°C durante Smin as diminuem, embora as proteinas
aquecidas permanegam soliveis em ambos os casos [135].
A diminui¢do das propriedades de formacdo de espuma do
WPI aquecido a 90°C deve-se a extensa polimerizacdo da
proteina por meio das reagdes de troca dissulfeto-sulfidrila.
Proteinas com alto teor de ligag@o cruzada e de polimeriza-
¢do ndo sdo capazes de se adsorverem a interface ar-dgua
durante a formacao de espuma.

O método de geracdo de espuma influencia as proprieda-
des de formacgdo de espuma das proteinas. A introducio de
ar por formagdo de bolhas ou pulverizagdao costuma resul-
tar em uma espuma “dmida” com bolhas de tamanho rela-
tivamente grande. O batimento a uma velocidade moderada
resulta em espumas com bolhas de tamanho pequeno, pois
a acdo de cisalhamento resulta em desnaturagdo parcial da
proteina antes que ocorra a adsor¢do. No entanto, o batimen-
to a uma alta taxa de cisalhamento ou mesmo o excesso de
batimento podem diminuir o poder de formacao de espuma
por causa de desnaturacdo extensa, agregacao e precipitacao
das proteinas.

Alguns alimentos do tipo espuma, como marshmallow,
bolos e paes, sdo aquecidos depois que a espuma € forma-
da. Durante o aquecimento, a expansao do ar e a reducio da
viscosidade podem causar ruptura das bolhas e colapso da
espuma. Nesses casos, a integridade da espuma depende da
gelificacdo da pelicula proteica na interface, de modo que se
desenvolva uma forca mecanica suficiente para estabiliza¢do
da espuma. A gelatina, o gliten, a clara do ovo, produtos que
apresentam boas propriedades de formagao de espuma e ge-
lificagdo, sdo bastante adequados para essa finalidade.
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5.5.3.2.2  Propriedades moleculares que
influenciam na formacéo e a
estabilidade da espuma

Para que uma proteina aja de forma efetiva como agente de
formagdo de espuma ou como emulsificador, ela deve satis-
fazer os seguintes requisitos bdsicos; (1) deve ser capaz de
adsorver-se com rapidez a interface ar-agua; (2) deve desdo-
brar-se prontamente e rearranjar-se na interface; e (3) deve
ser capaz de formar uma pelicula coesiva viscosa por meio
de interagdes intermoleculares. As propriedades molecula-
res que afetam as propriedades de formacgdo de espuma sao
flexibilidade molecular, densidade e distribuicido da carga e
hidrofobicidade.

A energia livre da interface ar-dgua € significativamente
maior do que a da 6leo-dgua. Portanto, para estabilizar a in-
terface ar-agua, a proteina deve ter a capacidade de adsorver-
-se com rapidez a interface recém-criada, diminuindo instan-
taneamente a tensdo interfacial a um valor baixo. A reducdo
da tensao interfacial depende da capacidade da proteina de
se desdobrar de modo rapido, de rearranjar-se e expor seus
grupos hidrofébicos na interface. As proteinas do tipo ran-
dom coil (estado de desordem estrutural), como a B-caseina,
agem bem dessa forma. Por outro lado, proteinas globulares
densamente dobradas, como a lisozima, adsorvem-se muito
devagar, desdobram-se apenas parcialmente e reduzem a ten-
sdo na superficie apenas de forma leve [130]. Portanto, a li-
sozima € um agente precdrio de formacao de espuma. Desse
modo, a flexibilidade molecular da interface € essencial para
0 bom desempenho de um agente de formagao de espuma.

Bem como a flexibilidade molecular, a hidrofobicidade
também desempenha sua funcio na espumabilidade das pro-
tefnas. O poder de formacdo de espuma das proteinas estd
correlacionado positivamente a hidrofobicidade média. No
entanto, o poder de formacao de espuma das proteinas varia
curvilineamente com a hidrofobicidade da superficie, ndo ha-
vendo uma correlacdo significativa entre essas duas proprie-
dades em valores de hidrofobicidades maiores do que 1.000
[63]. Isso indica que € necessdria uma hidrofobicidade de
superficie de no minimo 1.000 para adsorg¢ao inicial das pro-
tefnas na interface ar-dgua, enquanto, uma vez adsorvida, a
capacidade da proteina de criar mais drea interfacial durante a
formacdo da espuma depende de sua hidrofobicidade média.

Proteinas que apresentam boa espumabilidade ndo pre-
cisam ser bons estabilizadores de espuma, por exemplo,
embora a -caseina exiba excelente espumabilidade, a esta-
bilidade de sua espuma ¢ baixa. Por outro lado, a lizozima
apresenta espumabilidade baixa, mas suas espumas sao mui-
to estdveis. No geral, as proteinas que apresentam bom poder
de espumabilidade ndo tém capacidade de estabilizar a espu-
ma, enquanto as que produzem espumas estaveis costumam
exibir baixo poder de formagao de espuma. Aparentemente,
a espumabilidade e a estabilidade sdo influenciadas por dois
conjuntos diferentes de propriedades moleculares das pro-
tefnas, os quais, com frequéncia, sdo antagonicos. Enquanto
a espumabilidade € afetada por taxa de adsor¢ao, flexibili-
dade e hidrofobicidade, a estabilidade depende das proprie-
dades reoldgicas da pelicula de proteina. As propriedades

reoldgicas das proteinas dependem de hidratagdo, espessura,
concentragdo da proteina e de interacdes intermoleculares
favoraveis. As proteinas que se desdobram apenas em parte,
retendo algum grau de estrutura dobrada, costumam formar
peliculas mais espessas e mais densas e espumas mais es-
taveis (p. ex., a lisozima e a albumina sérica) do que as que
se desdobram por completo (p. ex., B-caseina) na interface
ar-dgua. No primeiro caso, a estrutura dobrada estende-se
para a subsuperficie na forma de algas. As interacdes nao
covalentes e talvez a ligagdo cruzada dissulfeto entre essas
al¢as promovem a formacgdo de uma rede de gel que possui
excelentes propriedades viscoeldsticas e mecanicas. Para que
uma proteina possua espumabilidade e estabilidade de espu-
ma satisfatorias, ela deve apresentar o equilibrio apropriado
entre flexibilidade e rigidez, deve sofrer desdobramento com
facilidade e deve envolver-se em um grande nimero de in-
teracOes coesivas na interface. No entanto, € dificil, se ndo
impossivel, prever que grau de desdobramento € desejavel
para uma determinada proteina. Além desses fatores, a es-
tabilidade da espuma costuma exibir uma relacio inversa a
densidade da carga das proteinas. A alta densidade de carga
parece interfirir na formagao de peliculas coesivas.

A maioria das protefnas alimentares € constituida de
misturas de vdrias proteinas e, portanto, suas propriedades
de formagdo de espuma sdo influenciadas por interagdes
entre 0os componentes proteicos na interface. As excelentes
propriedades de batimento da clara do ovo sdo atribuidas as
interacdes entre seus componentes proteicos, a saber, ovoal-
bumina, conalbumina e lisozima. Diversos estudos indicaram
que as propriedades de formagdo de espuma de proteinas 4ci-
das podem ser melhoradas quando misturadas com proteinas
bésicas, tais como lisozima e clupeina [102]. Esse efeito de
intensificagcdo parece estar relacionado a formagdo de um
complexo eletrostatico entre as proteinas dcidas e bésicas.

A hidrdlise enzimdtica limitada das proteinas geralmente
aumenta suas propriedades de formagao de espuma. Isso se
deve ao aumento da flexibilidade molecular e a maior expo-
si¢do dos grupos hidrofébicos. Entretanto, a hidrélise exten-
siva prejudica a espumabilidade, pois os peptideos de baixo
peso molecular ndo podem formar uma pelicula coesiva na
interface.

5.5.4 Fixacao de aroma

As proteinas em si sdo inodoras. No entanto, elas podem
ligar-se a compostos de aroma e, dessa forma, afetar as pro-
priedades sensoriais dos alimentos. Vdrias proteinas, em es-
pecial de sementes oleaginosas e WPCs, carreiam sabores
indesejdveis, o que limita sua utilidade em aplicagcdes nos
alimentos. Esses off-flavors (odores indesejdveis) sdo, princi-
palmente, o resultado de aldeidos, cetonas e dlcoois gerados
pela oxidacdo de 4cidos graxos insaturados. Quando de sua
formacdo, esses compostos carbonilas ligam-se as proteinas
e produzem odores indesejaveis caracteristicos. Por exemplo,
o odor gorduroso e semelhante ao feijao das preparagdes de
proteina da soja € atribuido a presenca do hexanal. A afini-
dade de ligagdo de algumas dessas carbonilas € tdo forte que
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elas resistem até mesmo 2 extracio por solvente. E necessario
que se tenha um entendimento bdsico sobre 0 mecanismo de
ligacdo dos odores indesejdveis as proteinas para que possam
ser desenvolvidos métodos apropriados para sua remogao.

A propriedade de fixacao de aroma das proteinas também
tem aspectos desejaveis, pois elas podem ser usadas como
carregadores ou modificadores de aroma em alimentos in-
dustrializados. Isso € ttil em andlogos da carne que contém
proteinas vegetais, nos quais a imita¢do bem-sucedida de um
aroma semelhante a carne € essencial para sua aceitagdo por
parte do consumidor. Para que uma proteina funcione como
bom carregador de aroma, ela deve se ligar estreitamente aos
aromas, reté-los durante o processamento e libera-los duran-
te a mastigacdo do alimento. No entanto, as proteinas nao se
ligam a todos os compostos de aroma com afinidade igual.
Isso leva a retencdo desigual e desproporcional de alguns
aromas e a perdas indesejdveis durante o processamento.
Como os flavorizantes ligados as proteinas ndo contribuem
para o gosto e o aroma, a ndo ser que eles sejam pronta-
mente liberados na boca, € essencial que se conhecam os
mecanismos de interacdo e afinidade de ligagdo dos diversos
flavorizantes caso se deseje criar estratégias efetivas para o
desenvolvimento de produtos proteicos com aroma ou para a
remog¢ao dos odores indesejaveis.

5.5.4.1 Termodinamica das interacoes

proteina-aroma

Nos sistemas-modelo dgua-aroma, a adicdo das proteinas
causa redugdo da concentracdo headspace dos compostos
de aroma. Isso se deve a ligagdo dos aromas as proteinas.
O mecanismo de ligagcdo do aroma as proteinas depende do
conteido de umidade da amostra de proteina, mas as intera-
¢des costumam ser ndo covalentes. Os pds-proteicos secos
ligam-se aos aromas, principalmente por meio de interagdes
eletrostdticas, van der Waals e por pontes de hidrogénio. O
aprisionamento fisico dentro dos capilares e dos intersti-
cios dos poés-proteicos também podem contribuir para suas
propriedades aromaticas. Em alimentos liquidos ou de alta
umidade, o mecanismo da ligacdo do aroma por parte das
proteinas envolve basicamente a interagdo dos compostos de
aroma nao polares (ligantes) aos segmentos ou as cavidades
hidrofébicas da superficie da proteina. Além das interagdes
hidrofébicas, os compostos de aroma com grupos polares,
como grupos hidroxil e carboxil, também podem interagir
com proteinas por meio de pontes de hidrogénio e interacdes
eletrostaticas. Apds se ligarem as regides hidrofébicas da su-
perficie, os aldeidos e as cetonas podem difundir-se para o
interior hidrofébico da molécula proteica.

A interagdo proteina-aroma €, em geral, reversivel por
completo. No entanto, os aldeidos podem ligar-se covalen-
temente ao grupo amino das cadeias laterais da lisina, sendo
que essa interacdo € irreversivel. Contudo, apenas a fragdo
ligada de modo néo covalente pode contribuir para o aroma
e o sabor do produto proteico.

A dimensdo da fixacdo do aroma com as proteinas hi-
dratadas depende do nimero de regides de liga¢ao hidro-
fébica disponiveis na superficie da proteina [28]. Os sitios

de ligacdo geralmente sdo compostos de grupos de residuos
hidrofébicos segregados na forma de uma cavidade bem-de-
finida. Os residuos ndo polares individuais sobre a superficie
proteica tém menos probabilidade de agir como sitios de li-
gacdo. Em condicdes de equilibrio, a ligagdo ndo covalente
reversivel de um composto de aroma com proteinas segue a
equagdo de Scatchard:

Y nK — vk

(L] (5.63)
onde v sdo moles do ligante fixados por mol de proteina, n
€ o nimero total dos sitios de ligacdo por mol de proteina,
[L] € a concentragdo do ligante livre em equilibrio e K € a
constante de equilibrio da ligacdo (M™"). De acordo com essa
equacdo, um grafico de v/[L] versus v serd uma linha reta; os
valores de K e n podem ser obtidos a partir da inclinagio e da
intersecdo, respectivamente. A mudancga de energia livre para
a fixacdo do ligante a proteina € obtida a partir da equacio

AG=—-RTIh K

onde R € a constante do gds e T € a temperatura absoluta.
As constantes termodindamicas para a ligagdo de compostos
carbonila a varias proteinas sdo apresentadas na Tabela 5.17
[28,29,95]. A constante de ligagdo aumenta cerca de trés ve-
zes para cada acréscimo de grupo metileno ao comprimento
da cadeia, com uma mudanga de energia livre corresponden-
te de —0,55 kcal/mol por grupo CH,. Isso indica que a liga-
¢do € de natureza hidrofébica.

Supde-se, na relacio de Scatchard, que todos os sitios de
fixa¢do do ligante em uma proteina tenham a mesma afini-
dade e que nenhuma mudanca conformacional ocorra com
a fixagdo do ligante a esses sitios. Ao contrario dessa segun-
da suposi¢ao, as proteinas, na verdade, costumam passar por
uma mudanga conformacional modesta quando se ligam a
compostos de aroma. A difusdo dos compostos de aroma para
o interior da proteina pode perturbar as interagdes hidrofébi-
cas entre os segmentos da proteina e, dessa forma, desestabi-
lizar a estrutura proteica. Os ligantes de aroma com grupos
reativos, como aldeidos, podem ligar-se covalentemente aos
grupos g-amino dos residuos de lisina, alterar a carga liquida
da proteina e, entdo, causar o desdobramento da proteina. O
desdobramento resulta na exposi¢do de novos sitios hidro-
fébicos para fixacdo do ligante. Por causa dessas mudancas
estruturais, os graficos de Schatcard para as proteinas cos-
tumam ser curvilineos. No caso de proteinas oligoméricas,
como as proteinas da soja, as mudancas conformacionais po-
dem envolver tanto a dissociagdo como o desdobramento de
subunidades. As proteinas desnaturadas no geral exibem um
grande ndmero de sitios de ligagdo com fracas constantes de
associacdo. Os métodos para mensuracgdo da fixacdo de aro-
ma podem ser encontrados nas Referéncias 28 e 29.

5.5.4.2 Fatores que influenciam
a fixacao do aroma

Uma vez que os aromas voldteis reagem com as proteinas
hidratadas, principalmente por meio de interagcdes hidrofé-
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TABELA 5.17 Constantes termodindmicas para a fixagdo de compostos carbonila as proteinas

Proteina Compostos carbonila n (moles/mol) KM™ AG (kcal/mol)
Albumina sérica 2-nonanona 6 1.800 —4,4
2-heptanona 6 270 -3,3
B-lactoglobulina 2-heptanona 2 150 -3,0
2-octanona 2 480 -3,7
2-nonanona 2 2.440 —4,7
Proteina de soja
nativa 2-heptanona 4 110 -2,8
2-octanona 4 310 -3,4
2-nonanona 4 930 4,1
5-nonanona 4 541 -3,8
Nonanal 4 1.094 —4,2
Parcialmente desnaturada 2-nonanona 4 1.240 —4,3
Succinilada 2-nonanona 2 850 -4,0

n, nimero de sitios de ligacao no estado nativo; K, constante de equilibrio da ligacdo

Fonte: Compilada a partir de Damodaran, S. e J. E. Kinsella. 1980. /. Agric. Food Chem. 28:567-571; Damodaran, S. e J. E.
Kinsella. 1981. J. Agric. Food Chem. 29:1249-1253; e O’Neill, T. E. e J. E. Kinsella. 1987. J. Agric. Food Chem. 35:770-774.

bicas, qualquer fator que afete as interagdes hidrofébicas ou
a hidrofobicidade de superficie das proteinas influenciard na
fixa¢do do aroma.

A temperatura tem muito pouco efeito sobre a fixacdo
do aroma, a ndo ser que haja um desdobramento térmico
significativo da proteina. Isso se deve ao fato de o processo
de associacdo ser basicamente conduzido por entropia e nao
por entalpia. As proteinas desnaturadas por meio térmico
apresentam capacidade aumentada de fixar aromas, no en-
tanto, sua constante de ligacdo € geralmente baixa em com-
paragdo a das proteinas naturais. Os efeitos dos sais sobre a
fixagcdo do aroma estdo relacionados a suas propriedades de
salting in e salting out. Os sais do tipo salting in, que deses-
tabilizam as interacdes hidrofébicas, diminuem a fixagdo do
aroma, enquanto os do tipo salting out aumentam a fixagdo
do aroma.

O efeito do pH sobre a fixagdo do aroma quase sempre
estd relacionado as mudancas conformacionais induzidas
pelo pH nas proteinas. A fixagdo do aroma geralmente au-
menta mais em um pH alcalino do que em um pH 4cido.
Isso se deve ao fato de que as proteinas tendem a se desna-
turar em maior grau em pH alcalino do que em pH 4acido.
A quebra das ligacdes dissulfeto das proteinas ocorrente em
pH alcalino causa desdobramento das proteinas, e, em geral,
aumenta a fixa¢do do aroma. A protedlise que interrompe
e diminui o nimero de regides hidrofébicas nas proteinas
diminui a fixacao do aroma. Isso pode ser usado como uma
forma de remover aromas indesejaveis das proteinas das se-
mentes de oleaginosas.

5.5.5 Viscosidade

A aceitacdo de varios alimentos dos tipos semissélido e li-
quido por parte do consumidor (p. ex., molhos, sopas, be-
bidas, etc.) depende da viscosidade ou da consisténcia do
produto. A viscosidade de uma solug@o se relaciona a sua
resisténcia ao fluxo quando uma forga € aplicada (ou ten-

sdo de cisalhamento). Para uma solucdo ideal, a tens@o de
cisalhamento (i.e., for¢a por unidade de drea, F/A) € direta-
mente proporcional a taxa de cisalhamento (i.e., o gradien-
te de velocidade entre as camadas do liquido, dv/dr) isso é
expresso como

F dv
—=n—

A dr (5.64)

A constante de proporcionalidade n € conhecida como
coeficiente de viscosidade. Os fluidos que obedecem a ex-
pressao supracitadas sdo chamados de fluidos newtonianos.

O comportamento de fluxo das solucdes € muito in-
fluenciado pelo tipo de soluto. Polimeros soliveis de alto
peso molecular aumentam muito a viscosidade, mesmo em
concentragcdes muito baixas. Isso depende mais uma vez
de diversas propriedades moleculares, tais como tamanho,
forma, flexibilidade e hidratagdo. As solugdes de macro-
moléculas em random coil (estado de desordem estrutural)
apresentam viscosidade maior do que as solu¢des de ma-
cromoléculas compactas dobradas de mesma massa mole-
cular. A maior parte dessas solugdes, inclusive as solucgdes
proteicas, ndo apresenta comportamento newtoniano, espe-
cialmente em elevadas concentracdes proteicas. Para esses
sistemas, o coeficiente de viscosidade diminui quando a
taxa de cisalhamento aumenta. Esse comportamento € co-
nhecido como shear-thinning ou pseudopldstico, seguindo

a seguinte relagdo:
F dv\”
——ml=
A dr

onde m € o coeficiente de consisténcia e n € um expoente
conhecido como “indice de comportamento de fluxo”. O
comportamento pseudopldstico das solugdes proteicas resul-
ta da tendéncia das moléculas proteicas de orientar seus ei-
xos principais na dire¢@o do fluxo. A dissocia¢do de dimeros
e oligdomeros fracamente ligados em mondmeros também
contribui para o cisalhamento fino. Quando o cisalhamento

(5.65)
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ou o fluxo cessam, a viscosidade pode ou nio retornar ao
valor original, dependendo da taxa de retorno das molécu-
las proteicas a orientacdo aleatéria. As solugdes de proteinas
fibrosas, por exemplo, gelatina e actomiosina, geralmente
permanecem orientadas e, dessa forma, ndo voltam a sua
viscosidade original. Por outro lado, as solucdes de proteinas
globulares, como as proteinas da soja e do soro, recuperam
rapidamente sua viscosidade quando o fluxo cessa. Essas so-
lucdes sdo chamadas de tixotropicas.

O coeficiente de viscosidade (ou consisténcia) da maior
parte das solucdes proteicas segue uma relagdo exponen-
cial com a concentragdo da proteina, tanto por causa das
interacdes proteina-proteina como por causa das interagdes
entre as esferas de hidratagdo das moléculas proteicas. Um
exemplo que envolve fracdes proteicas da soja € mostrado na
Figura 5.28 [104]. Em concentracdes elevadas de proteina
ou em géis proteicos, nos quais as interagdes proteina-pro-
teina sdo numerosas e fortes, as proteinas apresentam um
comportamento viscoeldstico plastico. Nesses casos, para
se iniciar o fluxo necessita-se uma quantidade especifica de
forca conhecida como tensdo de escoamento.

O comportamento da viscosidade das proteinas ¢ uma
manifestacdo das complexas interagdes entre diversas va-
ridveis, incluindo tamanho, forma, interag¢des proteina-sol-
vente, volume hidrodindmico e flexibilidade molecular no
estado hidratado. Quando dissolvidas em dgua, as proteinas
absorvem 4dgua e se expandem. O volume das moléculas
hidratadas é muito maior do que o volume ndo hidratado.
A 4gua associada a proteina induz efeitos de longo alcance

sobre o comportamento de fluxo do solvente. A dependéncia
da viscosidade em relacdo a forma e ao tamanho das molé-
culas proteicas segue a equacio abaixo:

nsp = BC (02 + 8101) (5.66)

onde 7, € a viscosidade especifica, B € o fator de forma e
C € a concentragdo e U2 e U1 sdo os volumes especificos da
proteina ndo hidratada e do solvente, respectivamente; 8,
sdo gramas de dgua ligada por grama de proteina. Aqui, Uy
também esta relacionado a flexibilidade molecular; quanto
maior o volume especifico da proteina, maior serd sua fle-
xibilidade.
A viscosidade das solucdes proteicas diluidas é expres-
sa de diversas formas. A viscosidade relativa n,, refere-se a
proporcao da viscosidade da solucdo proteica em relacdo a
do solvente. Ela ¢ medida em um viscmetro capilar do tipo
Ostwal-Fenske, sendo expressa como
n_ et

NMrel = — =

no  polo (5.67)

onde p e p, sdo densidades da solucdo proteica e do sol-
vente, respectivamente, enquanto ¢ e f,sdo tempos de fluxo
para um volume determinado da solugdo proteica e do sol-
vente, respectivamente, ao longo do capilar. Outras formas
de se expressar viscosidade podem ser obtidas a partir da
viscosidade relativa. A viscosidade especifica € definida
como

Nsp = Nrel — 1 (5.68)
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FIGURA 5.28 Efeito da concentracdo sobre a viscosidade (ou indice de consisténcia) de solucdes de proteina de soja 7S e 11S, a 20°C.
(Rao, M. A. et al. 1986. Em Food Engineering and Process Applications (Le Maguer, M. e P. Jelen, Eds.), Elsevier Applied Sci., New York,

pp. 39-48.)
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A viscosidade reduzida é

rea = 2
e (5.69)
onde C € a concentragdo proteica e a viscosidade intrinseca é
. TNsp
= Lim—
[n] C (5.70)

A viscosidade intrinseca [1] € obtida extrapolando-se um
gréfico de viscosidade reduzida versus concentracdo protei-
ca para concentragdo proteica zero (Lim). Como as intera-
¢Oes proteina-proteina sdo inexistentes na dilui¢do infinita,
a viscosidade intrinseca descreve com cuidado os efeitos da
forma e do tamanho sobre o comportamento de fluxo das
moléculas proteicas individuais. As mudancas na forma hi-
drodinamica das proteinas, as quais resultam de tratamentos
por calor e pH, podem ser estudadas medindo-se suas visco-
sidades intrinsecas.

5.5.6 Gelificacao

O gel € uma fase intermedidria entre o sélido e o liquido.
Tecnicamente, ele € definido como “sistema substancialmen-
te diluido que ndo exibe um estado constante de fluxo” [43].
Ele € composto de polimeros em ligacdo cruzada por meio
de ligagdes covalentes ou nao covalentes para a formacao de
uma rede capaz de aprisionar a 4gua, bem como outras subs-
tancias de baixo peso molecular (ver Capitulo 13).

Gelificacdo proteica refere-se a transformagdo de uma
proteina do estado de “sol” para o “estado semelhante a gel”.
O calor, as enzimas ou os cations divalentes em condigdes
apropriadas facilitam essa transformagdo. Todos esses agen-
tes induzem a formacao de uma estrutura de rede, no entan-
to, os tipos de interagdes covalentes e ndo covalentes envol-
vidos, bem como o mecanismo de formagao da rede, podem
diferir de maneira considerdvel.

A maior parte dos géis proteicos de alimentos é pre-
parada por meio do aquecimento de uma solucao proteica
moderadamente concentrada. Nesse modo de gelificacdo, a
proteina em estado “sol”, € primeiro transformada em esta-
do “pré-gel” por meio da desnaturacdo. No estado “sol”, o
nimero de grupos de ligagdo ndo covalente disponivel nas
proteinas para a formacao da estrutura de rede € limitado. O
estado pré-gel, no entanto, € um estado de liquido viscoso
no qual algum grau de desnaturacio proteica e de polimeri-
zacdo ja ocorreu. Além disso, no estado pré-gel, um nimero
importante de grupos funcionais, como pontes de hidrogé-
nio e grupos hidrofébicos que podem formar ligacdes ndo
covalentes intermoleculares, ficam expostos, de modo que
a segunda etapa pode ocorrer, a saber, a formacdo da rede
proteica. A conversdo do sol em pro-gel € irreversivel, uma
vez que ocorrem muitas interagdes proteina-proteina entre
as moléculas desdobradas. Quando o pré-gel € resfriado até
a temperatura ambiente ou de refrigeracio, a diminui¢do da
energia cinética térmica facilita a formacao de ligagdes ndo
covalentes estdveis entre grupos funcionais expostos das di-
versas moléculas, sendo isso o que constitui a gelificacdo.

As interagdes envolvidas na formagdo da rede sdo prin-
cipalmente pontes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas e
hidrofébicas. As contribui¢des relativas dessas forgas variam
com tipo de proteina, condi¢des de aquecimento, extensdao
da desnaturagdo e condi¢des ambientais. As pontes de hidro-
génio e as interagdes hidrofébicas contribuem mais do que
as interacdes eletrostdticas para a formacgdo da rede, exceto
quando fons multivalentes estdo envolvidos na ligagdo cruza-
da. Como as proteinas costumam deter carga liquida, ocorre
repulsdo eletrostatica entre as moléculas proteicas, o que ge-
ralmente ndo leva a formacao da rede. No entanto, os grupos
carregados sdo essenciais para a manutencao das interacdes
proteina-dgua e da capacidade de retengdo de dgua dos géis.

As redes de gel que sdo sustentadas por ligagcdes ndo co-
valentes sdo termicamente reversiveis, ou seja, ao se aquecer,
elas se fundirdo, formando um estado pro-gel, como costuma
ser observado com os géis de gelatina. Isso € mais verdadeiro
quando as pontes de hidrogénio s@o os principais constituin-
tes da formagdo da rede. Como as interagdes hidrofébicas sdo
fortes em temperaturas elevadas, as redes de gel formadas por
interagdes hidrofébicas sdo termicamente irreversiveis, por
exemplo, os géis da clara de ovo. As proteinas que contém
tanto grupos de cisteina como de cistina podem sofrer poli-
merizagdo por meio de reagdes de intercambio dissulfeto-sul-
fidril, durante o aquecimento, formando uma rede covalente
continua ao se resfriar. Esses géis costumam ser termicamen-
te irreversiveis. Exemplos de géis desse tipo sdo ovoalbumi-
na, f-lactoglobulina e géis da proteina do soro.

As proteinas formam dois tipos de géis, isto €, géis do tipo
coagulo (opacos) e géis translicidos. O tipo de gel formado
por uma proteina € determinado por suas propriedades mole-
culares e suas condigoes de solucdo. As proteinas que contém
grandes quantidades de residuos de aminoécidos nio polares
sofrem agregacdo hidrofébica durante a desnaturagdo.

Gel tipo codgulo

Agregacao

Calor Resfriamento

nPy nPp

(Pp), (Gel translacido) (5.71)

P, € o estado nativo, P, € o estado desordenado e n € o nu-
mero das moléculas de proteina que participam da ligagao
cruzada.

Esses agregados insoldveis se associam aleatoriamente,
formando um gel irreversivel do tipo codgulo. Uma vez que
as taxas de agregacdo e formacdo da rede sdo mais rapidas
do que a taxa de desnaturacdo, as proteinas desse tipo for-
mam com facilidade uma rede de gel, mesmo ao serem aque-
cidas. A opacidade desses géis se deve ao espalhamento de
luz causado pela rede (isotrépica) ndo ordenada de agrega-
dos proteicos insoliveis. Os géis do tipo codgulo costumam
ser fracos e propensos a sinerese.

As proteinas que contém pequenas quantidades de resi-
duos de aminodcidos nao polares formam complexos soli-
veis durante a desnaturacdo. Uma vez que a taxa de asso-
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ciagdo dos complexos soliveis € mais lenta do que a taxa
de desnaturacdo e a rede de gel € quase toda formada por
intera¢des de pontes de hidrogénio, eles com frequéncia ndo
formam um gel até que ocorra aquecimento seguido de res-
friamento (usa-se tipicamente uma concentragao de proteina
de 8-12%). Com o resfriamento, a taxa de associacao lenta
dos complexos soldveis facilita a formacao de uma rede de
gel ordenada e translicida.

No ambito molecular, os géis do tipo codgulo tendem a
se formar quando a soma dos residuos proteicos de Val, Pro,
Leu, Ile, Phe e Trp exceder 31,5 mol% [116]. Os que contém
<31,5 mol% dos residuos hidrofébicos supracitados costu-
mam formar géis translicidos se o solvente usado for dgua.
Entretanto, essa regra ndo € obedecida quando solugdes sa-
linas s@o usadas como solvente. Por exemplo, o conteido
de aminoécidos hidrofébicos da B-lactoglobulina é de 32
mol%, ainda assim, ela forma um gel translicido em agua.
Entretanto, quando o NaCl € incluido, ela forma um gel do
tipo codgulo, mesmo em baixa concentracdo de sal, de 50
mM. Isso ocorre por causa da neutralizacido da carga pelo
NaCl, o qual promove agregacao hidrofébica ao se aquecer.
Dessa forma, o equilibrio entre as interagdes hidrofébicas
atrativas e as interagdes eletrostaticas repulsivas controla o
mecanismo de gelificacdo e a aparéncia do gel. Essas duas
forgas, de fato, controlam o equilibrio das interagdes pro-
teina-proteina e proteina-solvente no sistema de formacgao
de gel. Se as interacdes proteina-proteina forem maiores do
que as interacdes proteina-solvente, haverd propensao a for-
macao de um precipitado. Se as interagdes proteina-solvente
predominarem, o sistema poderd ndo gelificar. Um gel do
tipo codgulo ou um gel translicido se formard quando a
magnitude das forcas hidrofébicas e hidrofilicas estiver em
algum ponto entre esses dois extremos.

Os géis proteicos sdo sistemas altamente hidratados que
contém até 98% de dgua, em alguns casos. A dgua retida nes-
ses géis tem um potencial (atividade) quimico semelhante ao
das solucdes aquosas diluidas, porém carece de fluidez e nao
pode ser expresso com facilidade. O mecanismo pelo qual
a dgua liquida pode ser mantida em um estado semissélido
em géis nao ¢ bem compreendido. No entanto, o fato de que
os géis translicidos, formados basicamente por interacdes de
pontes de hidrogénio, retém mais dgua do que os géis do tipo
codgulo e sdo menos propensos a sinerese, sugere que grande
parte da 4dgua esteja ligada pelo hidrogénio aos grupos C=0
e N-H das ligagdes peptidicas, esteja associada a grupos car-
regados em forma de camadas de hidratag@o e/ou exista em
redes dgua-dgua, parecidas com o gelo, extensivamente liga-
das por pontes de hidrogénio. Ainda, € possivel que dentro do
ambiente restrito da microestrutura da rede de gel possa exis-
tir 4gua como um fator de ligagio cruzada de pontes de hidro-
génio entre os grupos C=0 e N-H dos segmentos peptidicos
(ver Capitulo 2). Isso pode restringir a capacidade de fluxo de
dgua dentro de cada célula, o que se acentua a medida que o
tamanho da célula diminui. E possivel, ainda, que um pouco
de 4dgua possa ser retida como dgua capilar nos poros da es-
trutura do gel, em especial nos géis do tipo codgulo.

A estabilidade da estrutura do gel contra as forgas tér-
micas e mecanicas depende do nimero e dos tipos de li-

gacdes cruzadas formadas pelas cadeias de mondmeros.
Termodinamicamente, a estrutura do gel seria estdvel apenas
quando a soma das energias de interacdo de um monome-
ro na rede de gel fosse maior do que sua energia cinética
térmica. Isso depende de vérios fatores intrinsecos (como
tamanho, carga liquida, etc.) e extrinsecos (tais como pH,
temperatura, forga idnica, etc). A raiz quadrada da dureza
dos géis proteicos apresenta uma relacdo linear com o peso
molecular [125]. Proteinas globulares com peso molecular
<23.000 Da ndo podem formar géis induzidos pelo calor
em nenhuma concentracio proteica razodvel, a ndo ser que
elas contenham pelo menos um grupo sulfidril livre ou uma
ponte dissulfeto. Os grupos sulfidril e as pontes dissulfeto
facilitam a polimerizac@o e, dessa forma, aumentam o peso
molecular efetivo dos polipeptideos para >23.000 Da. As
preparagoes de gelatina com pesos moleculares efetivos de
<20.000 Da nio podem formar géis.

Outro fator critico € a concentragao da proteina. Para for-
mar uma rede de gel que se mantenha sozinha, exige-se uma
concentra¢do minima de proteina, conhecida como o menor
ponto de equivaléncia (LCE-least concentration endpoint)
[50]. O LCE € 8% para as proteinas da soja, 3% para a al-
bumina do ovo e cerca de 0,6% para a gelatina. Acima dessa
concentracdo minima, a relagéo entre a forga do gel, G, e a
concentracdo da proteina, C, segue uma lei exponencial:

G x (C — Cp)" (5.72)

onde C, € o LCE. Para as proteinas, o valor de n varia de 1
a2.

Viarios fatores ambientais, como pH, sais e outros aditi-
vos, também afetam a gelificagdo das proteinas. No ponto
isoelétrico, ou proximo a ele, as proteinas geralmente for-
mam géis do tipo codgulo. Em extremos de pH, formam-se
géis fracos por causa da forte repulsdo eletrostdtica. O pH
6timo para a formagdo de gel € encontrado em torno de 7-8
para a maioria das proteinas.

A formagao de géis de proteina pode, por vezes, ser faci-
litada por uma protedlise limitada. Um exemplo bem conhe-
cido € o queijo. A adi¢do de quimosina (renina) as micelas
de caseina do leite resulta na formagdo de um gel do tipo
codgulo. Isso € alcancado pela clivagem da k-caseina, um
componente da micela, o qual ocasiona a liberacdo de uma
porcdo hidrofilica conhecida como glicomacropeptideo. As
chamadas micelas paracaseina restantes possuem superfi-
cies altamente hidrofébicas que facilitam a formagdo de uma
rede de gel fraca.

A ligacdo cruzada enzimdtica das proteinas em tempe-
ratura ambiente também pode resultar na formagdo de uma
rede de gel. A transglutaminase € a enzima que costuma
ser usada na preparacdo desses géis. Essa enzima catalisa
a formacao de ligagdes cruzadas de e-(y-glutamil)lisil en-
tre os grupos glutamina e lisil das moléculas proteicas [91].
Usando-se esse método de ligacdo cruzada enzimdtica, os
géis altamente eldsticos e irreversiveis podem ser formados
até mesmo em concentracdes proteicas baixas.

Citions divalentes, como Ca’" e MgH, também podem
ser usados na formagio de géis proteicos. Esses fons formam
ligagdes cruzadas entre grupos carregados negativamente de
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moléculas proteicas. Um bom exemplo desse tipo de gel € o
tofu obtido a partir das proteinas da soja. Os géis de alginato
também podem ser formados dessa forma. Um método geral
para a produgdo do tofu € apresentado na Figura 5.29.

5.5.7 Texturizacao

Texturizagdo significa a transformagdo de uma proteina do
estado globular para uma estrutura fisica fibrosa que tem ca-
racteristicas sensoriais semelhantes a carne. As diversas pro-
priedades funcionais esperadas para os produtos proteicos
texturizados incluem mastigabilidade, elasticidade, maciez
e suculéncia. As proteinas vegetais costumam ser a fonte
proteica preferida para a texturizagdo, uma vez que elas nao
tém outras propriedades funcionais desejaveis, as quais sdo
apresentadas por proteinas de origem animal. As proteinas
vegetais texturizadas s@o fabricadas usando-se dois proces-
sos diferentes, a saber, fexturizacdo por formagdo de fibra
(spun-fiber) e texturizacdo por extrusdo.

5.5.7.1 Texturizacao por formacao

de fibra (spun-fiber)

Nesse processo, uma solugdo de isolado proteico de soja alta-
mente concentrado (~20% m/v) € ajustada a pH 12-13, sen-
do envelhecida até a sua viscosidade aumentar para 50.000-
100.000 centipoise, como resultado de desnaturagdo proteica

e de algumas reagdes de ligagdo cruzada induzidas por alcali.
Esse “material” de elevada viscosidade € entdo bombeado
por meio de spinneret, um dispositivo com uma placa que
contém milhares de micro-orificios. O extrusado fibroso pas-
sa por um banho com sal e dcido fosférico em pH de 2,5.

A proteina coagula instantaneamente nesse banho, trans-
formando-se em uma massa fibrosa. A fibra € entdo enca-
minhada para passar por rolos de aco, onde € comprimida e
esticada para aumentar sua forca. Em seguida, € lavada para a
remog¢ao do excesso de acidez e sal. As fibras lavadas passam
por uma série de tanques que contém gordura, aromas, coran-
tes e ligantes, dependendo do produto final. A fibra € aque-
cida a 80-90°C para induzir a gelificacdo da proteina ligante.
A clara do ovo costuma ser usada como ligante em virtude
se suas excelentes propriedades de coagulacdo pelo calor. O
produto final sofre processo de secagem e classificagao por
tamanho. O fluxograma do processo de texturizagdo por for-
macdo de fibra (spun-fiber) € apresentado na Figura 5.30.

5.5.7.2 Texturizacao por extrusao

Nesse processo, a farinha de soja desengordurada ou o con-
centrado de proteina da soja com alto indice de solubilidade
proteica (PSI- protein solubility index) sao condicionados
com vapor, sendo que o teor de umidade € ajustado a 20-
25%. Essa massa sdlida € colocada em um extrusor que &,
basicamente, uma rosca rotatoria inserida em um tubo cilin-
drico com extremidade conica no qual o espaco entre a rosca

Grao de soja integral

v

Embeber e triturar com dgua
(Solubilizagdo e extragdo das proteinas)

|

Suspensdo de graos de soja

|

Aquecer a 95-100°C por 3min. Filtrar. Descartar o residuo
(Desnaturagdo das proteinas)

|

Leite de soja

|

Aquecer a 75°C. Adicionar sal de Mg** ou CaSO,
(Agregacdo e gelificacdo por meio de
interagdes hidrofébicas e ligacdo cruzada
pelos cétions divalentes.)

'
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FIGURA 5.29 Processo comercial tipico para a produgao do tofu.
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Proteina de soja

Solugdo de proteina a 20% em pH 12-13

“Envelhecimento”
(causa desdobramento e aumento da viscosidade)

Extrusdo sob pressdo por meio de um spinneret
(formagao de fibras)

Fibras imersas em um banho de 4cido fosférico que contém sal em pH 2,5
(coagulacdo 4cida)

Pressdo e alongamento
(orientacdo molecular e forca da fibra)

Lavagem
(para remogao do excesso de acidez e sal)

Formulagao com gordura, aromatizantes e ligantes (clara do ovo)

Ajuste da temperatura em 80-90°C
(gelificacao do ligante proteico)

Proteina texturizada

FIGURA 5.30 Processo tipico de texturizagdo por spun-fiber das proteinas da soja.

e o tubo diminui de modo progressivo ao longo do eixo do
parafuso. A medida que a massa da proteina avanca ao lon-
go da rosca, ela € rapidamente aquecida a 150-180°C. Essa
temperatura elevada e o acimulo progressivo de pressao,
conforme a massa se move descendo ao longo da rosca, fa-
zem com que haja cozimento sob pressdo e, como resultado
disso, a massa proteica funde-se e as proteinas sdo desna-
turadas. Em termos técnicos, isso € conhecido como fusio
termoplastica. As proteinas desnaturadas tornam-se alinha-
das em forma de fibra a medida que a massa se move ao
longo da rosca. Quando a massa sai do molde, a liberacao
repentina da pressdo faz com que a dgua evapore, ocorrendo
expansdo (puffing) do produto. Ajustando-se a pressao e a
temperatura, pode-se controlar a expansdo. Caso se deseja
um produto denso, a massa € resfriada antes de sair do mol-
de. O extrusado € entdo cortado em pedacos, sendo que seu
processamento posterior depende de seu uso. O fluxograma
geral do processo para texturizagdo das proteinas por extru-
sdo ¢ apresentado na Figura 5.31

Os principios gerais envolvidos em ambos os métodos
supracitados sdo a desnaturacdo térmica ou alcalina das pro-
tefnas, o realinhamento das proteinas desnaturadas em forma
de rede fibrosa, a ligacdo das fibras por uso de um ligante
proteico e a flavorizagdo do produto final. As proteinas ve-
getais texturizadas sdo cada vez mais usadas como comple-
mentos em produtos cdrneos triturados (bolinhos de carne,

molhos e hamburgueres, etc.) e como andlogos de carne ou
“imitacdo de carne”.

5.5.8 Formacao de massa [79,80,115]

Quando a mistura de farinha de trigo e dgua (proporcio de
cerca de 3:1) € amassada, ela forma uma massa viscoelastica
a qual € adequada para a confeccdo de pdes e outros produ-
tos de panificacdo. Essas caracteristicas ndo usuais da massa
podem ser atribuidas as proteinas da farinha de trigo.

A farinha de trigo contém vdrias fracdes soldveis e inso-
Iiveis de proteinas. As proteinas soliveis, compreendendo
cerca de 20% das proteinas totais, sdo, principalmente, al-
bumina e enzimas do tipo globulina, bem como algumas gli-
coproteinas menos importantes. Estas proteinas ndo contri-
buem para as propriedades de formacao da massa da farinha
de trigo. A principal proteina de armazenamento do trigo € o
gliten. Este € uma mistura heterogénea de proteinas, princi-
palmente as gliadinas e as gluteninas, com solubilidade limi-
tada em dgua. Quando misturado com 4gua, o gliten forma
uma massa viscoeldstica capaz de aprisionar o gas durante a
fermentacao.

O gliten tem uma composi¢ao singular de aminodacidos,
sendo que Gln e Pro s@o responsédveis por mais de 40% de
seus residuos de aminoacidos (Tabela 5.18). A baixa solu-
bilidade do gliten em dgua € atribuida a seu baixo teor de
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Farinha de soja desengordurada tratada com o minimo de calor

|

Condicionamento com vapor e ajuste do
contetido de umidade em 20-25%

Alimentagdo ao extrusor
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FIGURA 5.31 Texturizagdo por extrusao da farinha de soja.

residuos de Lis, Arg, Glu e Asp, que juntos perfazem <10%
do total de residuos de aminodcidos. Cerca de 30% dos resi-
duos de aminoécidos do gliten sdo hidrofébicos, sendo que
os residuos contribuem muito para sua capacidade de formar
agregados proteicos por meio de interagdes hidrofébicas e de
se ligar a lipideos e outras substancias nio polares. Os teores
elevados de glutamina e aminodcidos hidroxilados (~10%)
do gliten sdo responsaveis por suas propriedades de ligacdo
a dgua. Além disso, as pontes de hidrogénio entre a gluta-

mina e os residuos hidroxilados dos polipeptideos do gliten
contribuem para suas propriedades de coesdao-adesao. Os re-
siduos de cisteina e cistina sdo responsaveis por 2—3 mol%
do total de residuos de aminodcidos do gldten. Durante a for-
magcao da massa, esses residuos sofrem reagoes de intercam-
bio sulfidril-dissulfeto, resultando em polimerizagio extensa
das proteinas do gldten [115].

Ocorrem diversas transformacdes fisico-quimicas duran-
te a mistura da d4gua com a farinha de trigo e o amassamento.

TABELA 5.18 Composigao de aminoacidos da glutenina e da gliadina

Aminodcido Glutenina (mol%) Gliadina (mol%)
Cys 2,6 3,3
Met 1,4 1,2
Asp 3,7 2,8
Thr 3,4 2,4
Ser 6,9 6,1
Glx* 28,9 4,6
Pro 11,9 16,2
Gly 7,5 3,1
Ala 4,4 3,3
Val 4,8 4,8
lle 3,7 4,3
Leu 6,5 6,9
Tyr 2,5 1,8
Phe 3,6 4,3
Lys 2,0 0,6
His 1,9 1,9
Arg 3,0 2,0
Trp 1,3 0,4

* Glx corresponde a mistura de Glu e Gln. A maior parte da Glx das proteinas do trigo é encontrada sob a forma

de GIn (37).
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Sob aplicagdo das forgas de tensdo e cisalhamento, as pro-
tefnas do gliten absorvem dgua, sendo parcialmente desdo-
bradas. O desdobramento parcial das moléculas proteicas
facilita as intera¢des hidrofébicas, assim como as reacdes de
intercAmbio sulfidril-dissulfeto, o que resulta na formacao
de polimeros em forma de fio. Acredita-se que esses polime-
ros lineares, por sua vez, interagem entre si, supostamente
por meio de pontes de hidrogénio, associagdes hidrofébicas
e ligagdo cruzada de dissulfeto, formando uma pelicula tipo
folha que € capaz de reter o gés. Por causa dessas transfor-
macdes no gliten, a resisténcia da massa aumenta com o
tempo, até que se alcance o grau mdximo, sendo que isso é
seguido por diminuicao de resisténcia, o que indica a quebra
da estrutura da rede. A quebra envolve o alinhamento dos
polimeros na direcéo do cisalhamento e de alguma cisdo das
ligacdes cruzadas de dissulfeto, o que reduz o tamanho dos
polimeros. O tempo necessario para que se alcance a for-
¢a maxima da massa (R,,4,) durante o amassamento € usado
para se medir a qualidade do trigo na confeccdo de paes —
quanto mais tempo, melhor a qualidade.

A viscoelasticidade da massa de trigo estd relacionada
a extensao das reacdes de intercdmbio sulfidril-dissulfeto.
Tal ponto de vista € embasado no fato de que, quando redu-
tores, como cisteina ou agentes bloqueadores da sulfidrila,
como N-etilmaleimida, sdo acrescentados a massa, a visco-
sidade diminui muito. Por outro lado, a adi¢do de agentes
oxidantes como iodatos e bromatos, aumenta a elasticida-
de da massa. Isso significa que o gliten do trigo rico em
grupos SH e S-S pode possuir qualidades superiores para
produgdo de pdo, mas essa relacdo ndo € confidvel. Dessa
forma, interagdes que ndo sejam ligacdes cruzadas dissul-
feto, como pontes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas,
também desempenham um papel vital na viscoelasticidade
da massa de trigo.

As diferencas na qualidade de producio de paes a par-
tir de diferentes cultivos de trigo podem estar relacionadas
a diferencas na composicao do préprio gliten. Como ja foi
mencionado, o gliten € constituido de gliadinas e gluteninas.
As gliadinas sdo compostas de quatro grupos, a saber, o-,
B-, y- e w-gliadinas. No gliiten, elas existem como polipep-
tideos separados com pesos moleculares que vao de 30.000
a 80.000 Da. As gliadinas contém um nimero constante de
residuos de cisteina. Elas existem como pontes dissulfeto
intramoleculares. As pontes dissulfeto estdo inseridas no
interior da proteina, de modo que elas ndo participam das
reagdes de intercambio sulfidrila-dissulfeto com outras
proteinas. As pontes dissulfeto parecem permanecer como
dissulfetos intramoleculares durante a confec¢do da massa.
Dessa forma, a massa feita a partir de gliadinas isoladas e de
amido € viscosa, mas nao € viscoelastica.

As gluteninas, por outro lado, sdo polipeptideos hetero-
géneos com pesos moleculares que variam entre 12.000 e
130.000 Da. Elas sdo classificadas a seguir em gluteninas de
alto peso molecular (PM > 90.000, APM) e de baixo peso
molecular (PM < 90.000, BPM). No gliten, os polipeptide-
os de glutenina estdo presentes como polimeros unidos por
ligagdes cruzadas de dissulfeto, com pesos moleculares que
chegam a milhdes. Por causa de sua capacidade de se poli-

merizar extensivamente por meio de rea¢des de intercdmbio
sulfidril-dissulfeto, as gluteninas contribuem muito para a
elasticidade da massa. Alguns estudos mostraram uma cor-
relag@o positiva significativa entre o contetido de glutenina
APM e a qualidade do pao elaborado com algumas varie-
dades de trigo [10]. Informagdes disponiveis indicam que
um padrio especifico de associacdo com ligacdes cruzadas
dissulfeto entre gluteninas de BPM e APM na estrutura do
gliten pode ser muito mais importante para a qualidade do
pao do que a quantidade da proteina APM. Por exemplo, a
associacao/polimerizacdo entre as gluteninas de BPM pro-
porciona uma estrutura semelhante a formada pela gliadina
de APM. Esse tipo de estrutura contribui para a viscosidade
da massa, mas ndo para sua elasticidade. Por outro lado, a
elasticidade da massa aumenta quando as gluteninas de BPM
fazem ligacdo cruzada com as gluteninas de APM por meio
das ligagdes cruzadas dissulfeto (no gliten). E possivel que
nas variedades de trigo de boa qualidade, um nimero maior
de gluteninas de BPM possam se polimerizar as de APM,
enquanto nas variedades de trigo de baixa qualidade, a maior
parte das gluteninas de BPM pode polimerizar-se entre si.
As diferencas entre os estados associados das gluteninas do
gliten de diversas variedades de trigo podem estar relaciona-
das as diferencas entre suas propriedades conformacionais,
como hidrofobicidade de superficie e reatividade dos grupos
sulfidril e dissulfeto.

Em resumo, as pontes de hidrogénio entre os grupos
amida e hidroxila, as interagcdes hidrofébicas e as reacdes de
intercambio sulfidril-dissulfeto contribuem para o desenvol-
vimento das propriedades viscoeldsticas impares da massa
de trigo. No entanto, o resultado dessas interagdes para a ob-
tencdo de boas propriedades de fabricacdo da massa pode
depender das propriedades estruturais de cada proteina e das
proteinas com as quais ela se associa na estrutura total do
gldten.

Como os polipeptideos do gliten, em especial as glute-
ninas, sio ricos em prolina, eles apresentam uma estrutura
secunddria muito pouco ordenada. Qualquer estrutura orde-
nada que exista inicialmente nas gliadinas e nas gluteninas
se perde durante a mistura e o amassamento. Portanto, ndo
ocorre nenhum desdobramento adicional durante o cozimen-
to do pao.

A suplementacdo da farinha de trigo com albumina e
proteinas do tipo globulina, por exemplo, proteinas do soro
e da soja, afeta de modo adverso suas propriedades viscoe-
lasticas, bem como a qualidade de cocg@o da massa. Essas
proteinas diminuem o volume do pao, interferindo na for-
magcdo da rede de gliten. A adicdo de fosfolipideos ou ou-
tros surfactantes a massa, neutraliza os efeitos adversos das
proteinas estranhas sobre o volume do pdo. Nesse caso, a
pelicula surfactante/proteina compensa a pelicula de gliten
danificada. Embora esse processo resulte em um volume de
pao aceitdvel, as suas qualidades sensoriais e de textura sdo
menos desejdveis do que o normal.

As vezes, o gliiten isolado é usado como ingrediente pro-
teico em produtos que ndo estio relacionados a panificacao.
Suas propriedades de coesdo-adesdo o tornam um ligante
efetivo nos produtos carneos triturados e do tipo surimi.
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5.6 HIDROLISADOS PROTEICOS

A hidrolise parcial de proteinas com uso de enzimas proteo-
liticas € uma das estratégias para melhorar as propriedades
funcionais. Estas, como solubilidade, dispersibilidade, forma-
¢ao0 de espuma e emulsificag@o, podem ser melhoradas pela
protedlise limitada das proteinas. Os hidrolisados proteicos
tém muitos usos em alimentos para fins especiais, como ali-
mentos geridtricos, férmulas infantis ndo alergénicas, bebidas
para esportistas e alimentos dietéticos. Como os hidrolisados
proteicos podem ser digeridos com facilidade, eles sdo uteis
em férmulas infantis e em alimentos geriatricos.

Protedlise significa hidrdlise enzimatica de ligacdes pep-
tidicas em proteinas.

Protease

—NH—CH—CO—NH-CH—CO—
l +H,O0 ——mMmM >

Ry Ry
—NH—(liH—COOH HZN—$H—CO—

R, " R, (5.73)

Nessa reacdo, para cada ligacdo peptidica clivada pela
enzima, libera-se um mol de grupo carboxila e um mol de
grupo amino. Quando € permitido que a reacéo se complete,
o produto final € a mistura de todos os aminoacidos consti-
tuintes da proteina. A prote6lise incompleta resulta na libe-
racdo de uma mistura de polipeptideos provenientes de pro-
teina original. As propriedades funcionais dos hidrolisados
proteicos dependem do grau de hidrélise (DH — degree of
hydrolysis) e das propriedades fisico-quimicas, isto €, tama-
nho, solubilidade, etc., dos polipeptideos do hidrolisado.

O DH ¢ definido como a fracdo de ligagdes peptidicas
clivadas, sendo geralmente expresso como percentual:

%DH = — x 100

nr (5.74)
onde nt € o nimero total de méis de ligagdes peptidicas pre-
sentes em um mol de proteina e n € o nimero de méis de liga-
¢oes peptidicas clivadas por mol de proteina. Quando a massa
molar de uma proteina ndo é conhecida ou a amostra de pro-
tefna € uma mistura de vdrias proteinas, n € nt Sa0 expressos
como o nimero de ligacdes peptidicas por grama de proteina.

O DH costuma ser monitorado usando-se o método pH-
-Stat. O principio subjacente a esse método € que, quando a
ligag@o peptidica € hidrolisada, o grupo carboxila recém-for-
mado ioniza-se por completo em um pH > 7, o que “libera”
um fon H'. Como resultado, o pH da solucio proteica dimi-
nui progressivamente com o tempo de hidrélise. Na faixa de
pH entre 7—8, o niimero de méis de fon H' liberado é equi-
valente ao nimero de moéis das ligagdes peptidicas hidrolisa-
das. No método pH-Stat, o pH da solugdo proteica € mantido
em pH constante pela titulacio com NaOH. O ndmero de
mois de NaOH consumidos durante a protedlise € equivalen-
te ao nimero de méis de ligagdes peptidicas clivadas.

Virias proteases podem ser utilizadas na preparagdo de
hidrolisados proteicos. Algumas dessas proteases sao enzi-
mas de sitios especificos (Tabela 5.19). Por causa de suas
especificidades, os tipos de fragmentos polipeptidicos libe-
rados no hidrolisado diferem entre as proteases. A alcala-
se oriunda do Bacillus licheniformis € a principal enzima
comercial utilizada na fabricagdo do hidrolisado proteico.
Essa enzima pertence a familia das subtilisinas, as quais sdo
serina-proteases.

5.6.1

As propriedades funcionais dos hidrolisados proteicos de-
pendem do tipo de enzimas utilizadas em sua preparacao.
Isso se deve principalmente as diferencas de tamanho e a
outras propriedades fisico-quimicas dos polipeptideos libe-
rados durante a hidrdlise. Em geral, a solubilidade da maio-
ria das proteinas melhora depois da hidrdlise, independente-
mente da enzima utilizada. Quanto maior o DH, maior serda
a solubilidade. No entanto, o aumento liquido em solubili-
dade depende do tipo de enzima usada. A Figura 5.32 [2]
demonstra o perfil de solubilidade-pH da caseina, antes e
depois da hidrdlise, com a protease V-8. Deve-se observar
que a solubilidade da caseina em seu pH isoelétrico aumenta
significativamente depois da hidrélise parcial. Esse tipo de
comportamento também € observado com outras proteinas.
A alta solubilidade proteica tem particular importancia nas
bebidas proteicas 4cidas, nas quais a precipitacio e a sedi-
mentacdo sio indesejdveis.

Propriedades funcionais

TABELA 5.19 Especificidade de varias proteases

Protease Tipo Especificidade
Elastase Endoproteinase Ala—aa; Gly—aa
Bromelina Endoproteinase Ala—aa; Tyr—aa
Tripsina Endoproteinase Lys—aa; Arg—aa

Quimotripsina

Endoproteinase

Pepsina Endoproteinase
Protease V-8 Endoproteinase
Termolisina Endoproteinase
Alcalase Endoproteinase
Papaina Endoproteinase
Prolilendopeptidase Endoproteinase
Subtilisina A Endoproteinase

Phe—aa; Trp—aa; Tyr—aa

Leu—aa; Phe—aa

Asp—aa; Glu—aa

aa—Phe; aa—Leu

Inespecifica

Lys—aa; Arg—aa; Phe—aa; Gly—aa
Pro—aa

Inespecifica
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FIGURA 5.32 Perfis de solubilidade-pH da caseina nativa e da caseina modificada pela protease V-8 do Staphylococcus aureus. A solu-
bilidade foi expressa como percentual da proteina total da solugdo. ®, caseina nativa; M, 2% de DH; A, 6,7% de DH. (De Adler-Nissen,

). 1979. J. Agric. Food Chem. 27:1256-1260.)

Uma vez que a solubilidade da proteina € essencial para
suas propriedades emulsificantes e de formagdo de espuma,
as proteinas parcialmente hidrolisadas costumam demons-
trar melhores propriedades emulsificantes e de formagao de
espuma. No entanto, essa melhora depende do tipo de enzi-
ma usada e do DH. Em geral, a capacidade de emulsifica¢do
e de formag@do de espuma melhora até um DH de < 10 % e
diminui em um DH >10 %. Por outro lado, as estabilidades
de espumas e emulsdes feitas com hidrolisados proteicos sao
mais baixas do que as da proteina intacta. Uma das razdes
para isso € a incapacidade de polipeptideos pequenos for-
marem uma pelicula viscoeldstica coesiva nas interfaces ar-
dgua e Oleo-dgua.

Os hidrolisados proteicos ndo costumam formar géis ter-
moinduzidos, sendo que uma excecdo disso € a gelatina. Esta
é produzida a partir do coldgeno por hidrélise 4cida ou alca-
lina. Trata-se de uma mistura heterogénea de polipeptideos.
A média de peso molecular dos polipeptideos na amostra de
gelatina depende do DH. Isso afeta profundamente sua for-
¢a de gel. Quanto maior a média do peso molecular, maior
serd a forca do gel. Amostras de gelatina com média de peso
molecular <20.000 Da ndo chegam a formar géis em qual-
quer concentragdo de gelatina [43]. As propriedades de geli-
ficag@o de produtos comerciais de gelatina sdo expressos em
termos de forca de gel, utilizando-se um gelémetro Bloom.

A forga de gel € definida como o peso em gramas necessario
para o direcionamento de uma submersao de geldmetro em 4
cm dentro de um gel de gelatina a 6,67% (m/v), o qual foi in-
cubado por 17 horas em um banho de dgua a 10°C. A Tabela
5.20 mostra os requisitos da forca de gel para varios tipos de
alimentos produzidos a base de gelatina.

5.6.2 Alergenicidade

Virias proteinas alimentares, incluindo leite de vaca, protei-
nas da soja, gliten, proteinas do ovo e proteinas do amen-
doim, ocasionam vdrias reacdes alérgicas em criangas e
adultos. Entre a populagdo que € alérgica as proteinas do
leite, cerca de 60% sao alérgicas as caseinas, 60-80%, a
B-lactoglobulina e 50%, a «-lactoalbumina [1]. Entretanto,
os hidrolisados dessas proteinas possuem menor alergenici-
dade do que seus equivalentes naturais. A alergenicidade das
proteinas intactas origina-se da presenga de sitios antigéni-
cos (epitopos) que se ligam a imunoglobulina E (IgE). Nos
hidrolisados proteicos, os epitopos sdo destruidos pela cliva-
gem proteolitica. Por exemplo, a hidrélise da caseina a um
DH de 55%, usando-se pancreatina (mistura de enzimas pan-
credticas), diminui sua alergenicidade em cerca de 50% [81].
Da mesma forma, os hidrolisados proteicos do soro com DH
de 12,9-16,1% nao produzem reacdes alérgicas quando tes-

TABELA 5.20 Requerimentos de forca de gel (bloom rating) para alguns produtos

alimenticios a base de gelatina

Produto Forca de gel (g) Concentracao usada em alimentos (%)
Bala recheada com geleia 220 7-8

Geleia de frutas 100-120 10-12

Marshmallow 220 2-3

Pastilhas

50-100

1
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tados em cobaias sensibilizadas com proteinas de soro intac-
tas [97]. Dessa forma, os hidrolisados proteicos sdo a fonte
preferida de proteina/aminodcido para bebés e criangas que
apresentam predisposic@o ou alto risco de desenvolvimento
de reagdo alérgica as proteinas alimentares.

A redugdo liquida na alergenicidade dos hidrolisados
proteicos depende do tipo de protease usada. As proteases
inespecificas ou uma mistura de proteases sao mais efetivas
do que as de sitio especifico, na reducdo da alergenicidade
das proteinas. O DH também exerce seu papel: quanto maior
ele for, maior serd a reducao da alergenicidade. Por essas
razdes, a eficdcia das proteases na redu¢do da alergenicidade
de uma proteina costuma ser expressa como indice de redu-
¢ao de alergenicidade (ARI — allergenicity reduction index).
O ARI € definido como a propor¢do da % de redugdo na aler-
genicidade em relacdo a % de DH.

5.6.3 Peptideos amargos

Uma das propriedades mais indesejaveis dos hidrolisados
proteicos € seu sabor amargo. Ele € proveniente de alguns
peptideos liberados durante a hidrélise. Existem muitas evi-
déncias de que o amargor dos peptideos estd relacionado a
hidrofobicidade. Os peptideos com hidrofobicidade residual
média de <1,3 kcal/mol n@o sdo amargos (ver Capitulo 10).
Por outro lado, os peptideos com hidrofobicidade residual
média > 1,4 kcal/mol sdo amargos [3]. Nesse caso, com fre-
quéncia, a hidrofobicidade residual média dos peptideos &
calculada usando-se as energias livres de transferéncia de
residuos de aminodcidos do etanol para a dgua (ver Tabela
10.1). A formagdo de peptideos amargos nos hidrolisados
proteicos depende da composi¢do e da sequéncia de aminod-
cidos e do tipo de enzimas usadas. Os hidrolisados de protei-
nas altamente hidrofébicas, como caseina, proteinas da soja
e proteina do milho (zeina) sdo muito amargos, enquanto os
hidrolisados das proteinas hidrofilicas, como a gelatina, sdo
menos amargos. As caseinas e as proteinas da soja hidrolisa-
das com vdrias proteases comerciais produzem diversos pep-
tideos amargos. O amargor pode ser reduzido ou eliminado
utilizando-se uma mistura de endo- e exopeptidases, o que
promove a quebra dos peptideos amargos em fragmentos
que tém <1,3 kcal/mol de hidrofobicidade residual média.

5.7 PROPRIEDADES NUTRICIONAIS
DAS PROTEINAS

As proteinas diferem em seu valor nutritivo. Varios fatores,
como contetido de aminodacidos essenciais e digestibilidade,
contribuem para essas diferencas. Portanto, a necessidade
didria de proteinas depende do tipo e da composi¢ao das pro-
teinas da dieta.

5.7.1

A “qualidade” de uma proteina estd relacionada principal-
mente a seu conteido de aminodcidos essenciais e digestibi-
lidade. As proteinas de alta qualidade sdo aquelas que contém

Qualidade proteica

todos os aminodcidos essenciais em niveis maiores do que os
niveis de referéncia da FAO/OMS/UNU [40], apresentando
digestibilidade compardvel ou melhor do que as proteinas da
clara do ovo ou do leite. As proteinas animais sdo de melhor
“qualidade” que as vegetais.

As proteinas dos principais cereais e leguminosas costu-
mam ser deficientes em pelo menos um dos aminodcidos es-
senciais. Enquanto as proteinas de cereais, como arroz, trigo,
cevada e milho sdo muito pobres em lisina e ricas em me-
tionina, as de leguminosas e sementes oleaginosas sdo defi-
cientes em metionina e ricas ou adequadas em lisina. Algumas
proteinas de sementes oleaginosas, como a do amendoim, sao
deficientes tanto em teores de metionina como de lisina. Os
aminodcidos essenciais cujas concentragdes de uma proteina
estdo abaixo dos niveis de uma proteina de referéncia sdo de-
nominados de aminodcidos limitantes. Adultos que consomem
apenas proteinas de cereais ou proteinas de leguminosas tém
dificuldade para manter sua satde; criangas abaixo de 12 anos
de idade que consomem dieta que contém apenas uma dessas
fontes de proteinas ndo conseguem manter uma taxa normal
de crescimento. Os teores de aminodcidos essenciais de varios
alimentos proteicos estdo listados na Tabela 5.21 [35,40].

Tanto as proteinas animais como as vegetais costumam
conter quantidades adequadas ou mais do que adequadas de
His, Ile, Leu, Phe + Tyr e Val. Esses amino4cidos geralmente
ndo sdo limitantes nos principais alimentos. Com mais fre-
quéncia, Lys, Thr, Trp e aminodcidos que contém enxofre
sdo os limitantes. A qualidade nutricional de uma proteina
deficiente em um aminodcido essencial pode ser melhorada
misturando-a com outra proteina que seja rica nesse aminoa-
cido essencial. Por exemplo, a mistura de proteinas de cereais
com proteinas de leguminosas fornece um nivel completo e
balanceado dos aminoacidos essenciais. Dessa forma, dietas
que contém quantidades apropriadas de cereais e leguminosas
(grdos) e que sejam nutricionalmente completas nos demais
aspectos sdo adequadas para que se promova crescimento e
manuten¢do. Uma proteina de baixa qualidade também pode
ser nutricionalmente melhorada por suplementag¢ao com ami-
nodcidos essenciais livres que estejam sub-representados. A
suplementacio de leguminosas com Met e de cereais com
Lys costuma melhorar sua qualidade.

A qualidade nutricional de uma proteina ou de uma mis-
tura proteica € ideal quando contém todos os aminodcidos
essenciais em propor¢des que produzam excelentes taxas de
crescimento e/ou Gtima capacidade de manutencdo. Os pa-
drdes ideais de aminodcidos essenciais para criangas e adul-
tos sdo apresentados na Tabela 5.22 [108]. Entretanto, como
as necessidades reais de aminodcidos essenciais dos indivi-
duos de uma determinada populagdo variam dependendo de
suas condicdes nutricional e fisiolégica, as necessidades de
aminodcidos essenciais de criancas pré-escolares (2-5 anos
de idade) geralmente sdo recomendadas como um nivel se-
guro para todos os grupos etarios [39].

O consumo exacerbado de qualquer aminodcido espe-
cifico pode levar ao “antagonismo de aminodcidos” ou to-
xicidade. A ingestao excessiva de um aminodcido costuma
resultar no aumento da necessidade de outros aminoacidos
essenciais. Isso se deve a competi¢cdo entre os aminoacidos
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pelos sitios de absor¢do na mucosa intestinal. Por exemplo,
altos niveis de Leu diminuem a absor¢ao de Ile, Val e Tyr,
mesmo se os niveis dietéticos desses aminoacidos forem
adequados. Isso leva ao aumento da necessidade dietética
desses ultimos trés aminodcidos. O consumo exacerbado de
outros aminodcidos essenciais também pode inibir o cresci-
mento, induzindo a condicdes patoldgicas.

5.7.2 Digestibilidade

Embora o contetdo dos aminoécidos essenciais seja o indi-
cador primdrio da qualidade proteica, a verdadeira qualidade
também depende do nivel de utilizacdo desses aminoacidos
no organismo. Dessa forma, a digestibilidade (biodisponibili-
dade) de aminodcidos pode afetar a qualidade das proteinas.
As digestibilidades de varias proteinas pelos seres humanos
estdo listadas na Tabela 5.23 [40]. As proteinas alimentares de
origem animal sdo mais bem digeridas do que as de origem
vegetal. Varios fatores afetam a digestibilidade de proteinas.

5.7.2.1

O estado estrutural da proteina influencia sua hidrdlise pe-
las proteases. As proteinas naturais costumam ter hidrélise

Conformacao proteica

menos completa em comparagao as proteinas parcialmente
desnaturadas. Por exemplo, o tratamento da faseolina (uma
proteina do grao de feijao) com uma mistura de proteases re-
sulta apenas na clivagem limitada da proteina, o que produz
a liberacdo de um polipeptideo de 22.000 Da como produto
principal. Quando a faseolina desnaturada pelo calor € tra-
tada sob condicdes similares, ela € hidrolisada por comple-
to até que se obtenha aminodcidos e dipeptideos. Em geral,
proteinas fibrosas insoliveis e proteinas globulares extensi-
vamente desnaturadas sdo de dificil hidrélise.

5.7.2.2 Fatores antinutricionais

A maioria dos isolados e concentrados proteicos vegetais
contém inibidores de tripsina e quimotripsina (tipo Kunitz
e tipo Bowman-Birk) e lectinas. Esses inibidores prejudi-
cam a hidrélise completa de proteinas de leguminosas e
de sementes oleaginosas pelas proteases pancredticas. As
lectinas, que sao glicoproteinas, ligam-se as células da mu-
cosa intestinal interferindo na absor¢do de aminodcidos. As
lectinas e os inibidores da protease tipo Kunitz sdo termos-
tdveis, enquanto o inibidor do tipo Bowman-Birk € estavel
sob condigdes de processamento térmico normal. Dessa
forma, as proteinas de leguminosas e de sementes oleagi-

TABELA 5.22 Padrdo recomendado de aminodcidos essenciais para as proteinas alimentares

Padrao recomendado (mg/g de proteina)

Aminoacido Bebés Pré-escolares (2-5 anos) Escolares (10-12 anos) Adulto
Histidina 26 19 19 16
Isoleucina 46 28 28 13
Leucina 93 66 44 19
Lisina 66 58 44 16
Met + Cys 42 25 22 17
Phe + Tyr 72 63 22 19
Treonina 43 34 28 9
Triptofano 17 11 9 5
Valina 55 35 25 13
Total 434 320 222 111

Fonte: De FAO/WHO/UNU. 1985. Energy and protein requirements, Report of a joint FAO/WHO/UNU Expert
Consultation. World Health Organization Technical Rep. Ser. 724, WHO, Geneva.

TABELA 5.23 Digestibilidade de vdrias proteinas alimentares em seres humanos

Fonte proteica Digestibilidade (%)

Fonte proteica Digestibilidade (%)

Ovo 97
Leite, queijo 95
Carne, peixe 94
Milho 85
Arroz (polido) 88
Trigo integral 86
Farinha de trigo branca 96
Gldten de trigo 99
Farinha de aveia 86

Milheto 79
Ervilhas 88
Amendoim 94
Farinha de soja 86
Isolado proteico de soja 95
Feijoes 78
Cereal de milho 70
Cereal de trigo 77
Cereal de arroz 75

Fonte: De FAO/WHO/UNU. 1985. Energy and protein requirements, Report of a joint FAO/WHO/UNU Expert
Consultation. World Health Organization Technical Rep. Ser. 724, WHO, Geneva.
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nosas tratadas pelo calor sdo, em geral, mais digeriveis do
que os isolados proteicos naturais (apesar da presenca de
um pouco de inibidor residual do tipo Bowman-Birk). As
proteinas vegetais também contém outros fatores antinutri-
cionais, como taninos e fitatos. Os taninos, que sio produ-
tos da condensagdo dos polifendis, reagem covalentemente
com os grupos g-amino dos residuos de lisina. Isso inibe
a clivagem catalisada pela tripsina dos polipeptideos nos
sitios de lisina.

5.7.2.3 Processamento

A interagdo de proteinas com os polissacarideos e as fibras
da dieta também reduzem a taxa e o grau da hidrélise. Isso
€ particularmente importante nos produtos alimenticios ex-
trusados, nos quais temperatura e pressdo altas costumam
ser usadas. As proteinas sofrem vdrias alteragdes quimicas
que envolvem residuos de lisina quando expostas a altas
temperaturas e pH alcalino. Essas alteragdes reduzem sua
digestibilidade. A reacdo de actcares redutores com grupos
g-amino também diminui a digestibilidade da lisina.

5.7.3 Avaliacao do valor
nutritivo da proteina

Como a qualidade nutricional das proteinas pode variar muito,
sendo influenciada por muitos fatores, é importante que haja
procedimentos para a avaliagdo da qualidade. Estimativas de
qualidade sdo uteis para: (a) determinar a quantidade neces-
séria para promover um nivel seguro de aminodacidos essen-
ciais para crescimento e manutengao e (b) monitorar mudan-
¢as no valor nutritivo de proteinas durante o processamento
de alimentos, de forma que as condi¢des de processamento
que minimizam a perda de qualidade possam ser reconheci-
das. A qualidade nutritiva das proteinas pode ser avaliada por
diversos métodos bioldgicos, quimicos e enzimaticos.

5.7.3.1

Os métodos bioldgicos sao baseados em ganho de peso ou re-
tencdo de nitrogénio nos animais de teste quando alimentados
com dieta que contenha proteina. Uma dieta livre de proteinas
€ usada como controle. O protocolo recomendado pela FAO/
OMS [39] costuma ser usado para avaliacdo da qualidade da
proteina. Os ratos geralmente sdo os animais de teste, embora
os seres humanos sejam usados as vezes. Usa-se uma dieta
com conteddo aproximado de 10% de proteinas em base seca
para que se assegure que a ingestdo de proteinas esteja abaixo
das necessidades didrias. Uma energia adequada € suprida na
dieta. Sob essas condi¢des, a proteina da dieta € utilizada ao
méximo para o crescimento. O nimero de animais de teste
usado deve ser suficiente para assegurar resultados que sejam
estatisticamente confidveis. E comum usar-se um periodo de
teste de nove dias. Durante cada dia desse periodo, a quanti-
dade (g) de dieta consumida ¢ tabulada para cada animal, e as
fezes e a urina s@o coletadas para andlises de nitrogénio.

Os dados de estudos de alimentac¢do animal sao usados de
diversas maneiras para avaliar a qualidade proteica. O guo-

Métodos biolégicos

ciente de eficiéncia proteica (PER — protein efficiency ratio)
€ o peso (em gramas) ganho por grama de proteina consumi-
da. Trata-se de uma expressao simples de uso comum. Outra
expressdo 1til € o quociente de eficiéncia liquida da proteina
(NPR — net protein ratio). Ela € calculada da seguinte forma:

(ganho de) (perda de peso) (grupo)

NPR — \_Peso da proteina livre

proteina ingerida (5.75)

Os valores de NPR dao informagdes sobre a capacidade
das proteinas de fornecer suporte tanto a manutengdo como
ao crescimento. Como os ratos crescem muito mais rapido
do que os seres humanos, e como uma maior porcentagem
de proteina € usada para manutencio em criancas em fase de
crescimento do que em ratos, costuma-se questionar se 0s
valores de PER e NPR derivados dos estudos dos ratos sdao
uteis para estimar as necessidades humanas [108]. Embora
esse argumento seja valido, procedimentos de corre¢@o apro-
priados estdo disponiveis.

Outra abordagem para avaliacdo da qualidade da pro-
teina envolve a medida de absorcdo e de perda de nitrogénio.
Isso permite o calculo de dois parametros uteis de qualida-
de de proteina. A digestibilidade aparente da proteina, ou
coeficiente de digestibilidade de proteina, obtida a partir da
diferenca entre a quantidade de nitrogénio ingerido e a quan-
tidade de nitrogénio excretado nas fezes. Entretanto, como
o nitrogénio fecal total também inclui o nitrogénio metabo-
lico ou enddgeno, deve-se fazer uma corre¢do para se obter
a digestibilidade verdadeira da proteina. A digestibilidade
verdadeira (DV) pode ser calculada da seguinte maneira:

I — — M
_ (NF F,e) % 100

bV 7 (5.76)

onde / € o nitrogénio ingerido, N, € o nitrogénio fecal total
€ Ny, € o nitrogénio fecal endégeno. O N, € obtido por uma
alimentag@o com dieta livre de proteina.

A digestibilidade verdadeira proporciona informacgdes
sobre o percentual de consumo de nitrogénio absorvido pelo
organismo. No entanto, ela ndo fornece informacdes sobre
quanto do nitrogénio absorvido € realmente retido ou utiliza-
do pelo organismo.

O valor bioldgico, VB, € calculado como segue:

_ I — (Ng —Npe) — (Nu—Nuyge)
I — (Ng —Npge)

VB x 100

(5.77)

onde N, e N sdo as perdas de nitrogénio total e endégeno,
respectivamente, na urina.

A utilizagdo liquida da proteina (NPU — net protein uti-
lization), isto €, a porcentagem de consumo de nitrogénio
retido como nitrogénio corporal, € obtida a partir do produto
de DV e VB. Entio,

NPU =DV x VB =
I—(Ng —Npe) — (Ny —
( F F,e) (NU NU,e) % 100
1 (5.78)

O PER, os VBs e os NPUs de varias proteinas alimenta-
res estdo apresentados na Tabela 5.21.



244 Srinivasan Damodaran, Kirk L. Parkin & Owen R. Fennema

Outros bioensaios que sdo ocasionalmente usados na
avaliacdo da qualidade das proteinas incluem ensaios para
atividade enzimatica, mudangas no teor de aminoacidos es-
senciais do plasma, niveis de ureia no plasma e na urina e
taxa de replecdo das proteinas do plasma ou ganho de peso
corporal de animais previamente alimentados com dieta li-
vre de proteinas.

5.7.3.2 Meétodos quimicos

Os métodos bioldgicos s@o caros € consomem muito tempo.
A determinacio do contetido de aminoécidos de uma proteina
e a comparacgao dele com o padrao de aminodcidos essenciais
de uma proteina de referéncia ideal podem fornecer uma ava-
liacdo rapida do valor nutricional proteico. O padrdo ideal de
aminodcidos essenciais em proteinas (proteina de referéncia)
para pré-escolares (2-5 anos) € fornecido pela Tabela 5.22
[40], sendo esse o padrdo para todos os grupos etarios, exceto
para bebés. A cada aminodcido essencial de uma proteina de
teste se dd um escore quimico, o qual € definido como:

mg de aminodcido/g de proteina teste
x 100

mg do mesmo aminoécido por g

da proteina de referéncia (5.79)

O aminodcido essencial que mostra o menor escore € 0
aminodcido mais limitante da proteina de teste. O escore
quimico desse aminodcido limitante fornece o escore quimi-
co da proteina de teste. Como j4 foi mencionado, Lys, Thr,
Trp e aminoécidos sulfurados geralmente sdo os amino4ci-
dos limitantes nas proteinas alimentares. Portanto, os esco-
res quimicos desses aminodcidos costumam ser suficientes
para avaliagdo do valor nutricional das proteinas. O escore
quimico permite a estimativa da quantidade de uma proteina
de teste ou da mistura de proteinas necessdria para se alcan-
car a exigéncia didria de um aminodcido limitante. Isso pode
ser calculado da seguinte forma:

Consumo necessario da proteina =

Consumo recomendado da
proteina de ovo ou leite

Escore quimico da proteina * (5.80)

Uma das vantagens do método do escore quimico € o fato
de ele ser simples e permitir a determinagao dos efeitos com-
plementares das proteinas sobre a dieta. Ele também permi-
te o desenvolvimento de dietas proteicas de alta qualidade,
misturando-se vdrias proteinas adequadas a diversos progra-
mas de alimentag@o. Existem, contudo, vdrios inconvenien-
tes em se usar esse método. Uma suposi¢do subjacente ao
escore quimico € que todas as proteinas de teste sdo com-
pleta ou igualmente digeriveis e que todos os aminoacidos
essenciais sdo absorvidos por completo. Pelo fato de essa
suposicao ser violada com frequéncia, a correlacio entre os
resultados de bioensaios e escores quimicos geralmente nao
€ boa. Entretanto, a correlacdo melhora quando os escores
quimicos sdo corrigidos levando-se em conta a digestibili-
dade da proteina. A digestibilidade aparente das proteinas
pode ser rapidamente determinada in vitro usando-se uma

combinagdo de trés ou quatro enzimas, como tripsina, qui-
motripsina, peptidase e protease bacteriana.

Outra deficiéncia do escore quimico € que ele ndo dis-
tingue entre D- e L-aminodcidos. Como apenas os L-amino-
dcidos podem ser usados pelos animais, esse escore supe-
restima o valor nutricional da proteina, especialmente das
proteinas expostas a alto pH, o que causa racemizagdo. Esse
método também ¢ incapaz de predizer os efeitos negativos
de altas concentragdes de um aminodcido essencial sobre a
biodisponibilidade de outros aminoécidos essenciais, sendo
que ele também nao leva em conta o efeito de fatores anti-
nutricionais, como os inibidores da protease e as lectinas,
que podem estar presentes na dieta. Apesar dessas grandes
deficiéncias, achados recentes indicam que os escores qui-
micos quando corrigidos, considerando-se a digestibilidade
proteica, correlacionam-se bem com ensaios biolégicos para
as proteinas que apresentam VBs acima de 40%; quando o
VB estd abaixo de 40%, a correlacao € fraca [39].

5.7.3.3 Meétodos enzimaticos e microbiologicos

Os métodos enzimaticos in vitro as vezes sdo utilizados para
medir a digestibilidade e a liberacdo de aminoacidos essen-
ciais. Em um método, as proteinas de teste sao inicialmente
digeridas com pepsina e depois com pancreatina (extrato de
pancreas liofilizado) [83]. Em outro método, as proteinas
sdo digeridas com trés enzimas, denominadas tripsina pan-
credtica, quimotripsina e peptidase intestinal suina, sob con-
dicdes de ensaio padronizadas [39]. Esses métodos, além de
dar informacdes sobre a digestibilidade inata das proteinas,
sdo uteis para detectar mudancas na qualidade proteica indu-
zidas pelo processamento.

O crescimento de varios microrganismos, tais como
Streptococcus zymogenes, Streptococcus faecalis, Leuconostoc
mesenteroides, Clostridium perfringens e Tetrahyema pyrifor-
mis (protozodrio) também tem sido utilizado para determinar
o valor nutricional das proteinas [44]. Desses microrganismos,
o T. pyriformis € particularmente {itil, pois suas necessidades
de aminoécidos sdo similares as de ratos e humanos.

5.8 ALTERACOES FiSICAS, QUIMICAS
E NUTRICIONAIS DAS PROTEINAS
INDUZIDAS PELO PROCESSAMENTO

O processamento comercial de alimentos pode envolver
aquecimento, resfriamento, secagem, aplicagdo de produ-
tos quimicos, fermentagdo, irradiagdo ou vdrios outros tra-
tamentos. Desses, o aquecimento ¢ o mais comum, sendo
normalmente realizado para destruir microrganismos, desa-
tivar enzimas endégenas que causam alteracdes oxidativas e
hidroliticas nos alimentos durante a estocagem e para trans-
formar uma mistura pouco atraente de ingredientes alimen-
tares crus em um produto final atraente do ponto de vista
organoléptico. Além disso, proteinas como B-lactoglobulina
e «-lactoalbumina bovinas e a proteina da soja, que algu-
mas vezes causam respostas alergénicas ou hipersensiveis,
podem, em algumas ocasides, tornar-se inécuas por desna-
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turagdo térmica. Infelizmente, os efeitos benéficos alcanga-
dos pelo aquecimento de alimentos proteicos costumam ser
acompanhados por mudangas que podem afetar adversamen-
te o valor nutritivo e as propriedades funcionais das protei-
nas. Nesta se¢do, serdo discutidos tanto os efeitos desejaveis
como os indesejaveis do processamento de alimentos sobre
as proteinas.

5.8.1 Alteracoes na qualidade nutricional
e formacao de compostos toxicos
5.8.1.1 Efeito dos tratamentos

térmicos moderados

A maioria das proteinas dos alimentos € desnaturada quando
exposta a tratamentos térmicos moderados (60-90C°, 1h ou
menos). A desnaturagdo extensiva das proteinas frequente-
mente resulta em insolubilizagdo, a qual pode prejudicar as
propriedades funcionais que dependem da solubilidade. Do
ponto de vista nutricional, a desnaturacdo parcial das protei-
nas costuma melhorar a digestibilidade e a biodisponibilida-
de de aminodcidos essenciais.

Virias proteinas vegetais purificadas e preparagdes pro-
teicas de ovo, embora livres de inibidores da protease, exi-
bem baixa digestibilidade in vitro e in vivo. O aquecimento
moderado melhora sua digestibilidade sem desenvolver de-
rivados toxicos.

Além de melhorar a digestibilidade, o tratamento térmico
moderado também inativa varias enzimas, como proteases,
lipases, lipoxigenases, amilases, polifenoloxidase e outras
enzimas oxidativas e hidroliticas. A falha em desativar essas
enzimas pode resultar no desenvolvimento de odores indese-
javeis, rancidez, alteragdes na textura e descoloracgdo de ali-
mentos durante a estocagem. Por exemplo, as sementes ole-
aginosas e leguminosas s@o ricas em lipoxigenases. Durante
esmagamento ou fracionamento desses graos para extracio
de 6leo ou de isolados proteicos, essa enzima, na presencga
de oxigénio molecular, catalisa a oxidacdo de 4cidos graxos
poli-insaturados para, inicialmente, produzir hidroperdéxidos.
Esses hidroperéxidos decompdem-se em seguida e liberam
aldeidos e cetonas, os quais produzem odores indesejaveis
na farinha de soja e em seus isolados e concentrados protei-
cos. Para se evitar a formagdo de odor indesejavel, € neces-
sario que se desative a lipoxigenase por meio térmico antes
do esmagamento.

O tratamento térmico moderado € particularmente bené-
fico para as proteinas vegetais, uma vez que elas costumam
conter fatores antinutricionais proteicos. As protefnas das le-
guminosas e das oleaginosas contém varios inibidores de trip-
sina e quimotripsina. Esses inibidores prejudicam a digestdo
eficiente das proteinas e, entdo, reduzem sua biodisponibili-
dade. Além disso, a inativagdo e a complexacdo de tripsina
e quimotripsina por esses inibidores induz a superproducdo
e secre¢do dessas enzimas pelo pancreas, o que pode levar a
hipertrofia pancreatica (crescimento do pancreas) e adenoma
pancredtico. As proteinas das leguminosas e das oleaginosas
também contém lectinas, as quais sdo glicoproteinas, sen-
do também conhecidas como fito-hemaglutininas uma vez

que causam aglutinag@o das hemadceas. As lectinas exibem
uma forte afinidade de ligacdo com carboidratos. Quando
consumidas por seres humanos, elas prejudicam a digestao
proteica [103] e causam ma absorcdo intestinal de outros nu-
trientes. Essa dltima consequéncia resulta da ligacdo das lec-
tinas as glicoproteinas da membrana das células da mucosa
intestinal, o que altera sua morfologia e suas propriedades
de transporte [96]. Tanto os inibidores da protease como as
lectinas encontrados em proteinas vegetais sdo termoldbeis.
A tostagem das leguminosas e oleaginosas ou o tratamento
por calor imido da farinha de soja inativam tanto as lectinas
como os inibidores da protease, aumentam a digestibilidade
e o PER dessas proteinas (Figura 5.33) [45] e impedem a hi-
pertrofia pancredtica [53]. Esses fatores antinutricionais nao
ocasionam problemas nas leguminosas processadas por co-
zimento doméstico ou industrial, nem nos produtos a base de
farinha quando as condi¢des de aquecimento sdo adequadas
para inativa-los.

As proteinas do leite e do ovo também contém varios ini-
bidores da protease. A ovomucoide, que possui atividade an-
titriptica, constitui cerca de 11% da clara do ovo. A proteina
ovoinibidora, que inibe tripsina, quimotripsina e algumas
proteases flingicas, estd presente em um nivel de 0,1% na
clara do ovo. O leite contém varios inibidores da protease,
como o inibidor do ativador do plasminogénio (PAI — plas-
minogen activator inhibitor) e o inibidor de plasmina (PI —
plasmin inhibitor), derivado do sangue. Todos esses inibido-
res perdem suas atividades quando submetidos a tratamento
térmico moderado na presenca de dgua.

Os efeitos benéficos do tratamento térmico também in-
cluem a inativag@o das toxinas proteicas, como a toxina bo-
tulinica do Clostridium botulinum (inativada por aquecimen-
to a 100° C) e a enteroxina do Staphylococcus aureus.

5.8.1.2 Alteracoées na composicao durante
a extracao e o fracionamento

O preparo de isolados proteicos a partir de fontes biolégicas
envolve vdrias operagdes unitdrias, como extracdo, precipi-
tagdo isoelétrica, precipitacdo de sais, termocoagulagdo e
ultrafiltracdo/diafiltracdo. E muito provavel que algumas das
proteinas do extrato bruto possam ser perdidas durante algu-
mas dessas operagdes. Por exemplo, durante a precipitagao
isoelétrica, algumas proteinas tipo albuminas ricas em en-
xofre, que costumam ser soliveis em pH isoelétrico, podem
ser perdidas no fluido sobrenadante. Essas perdas podem al-
terar a composi¢ao de aminodcidos e o valor nutricional dos
isolados proteicos quando comparados com os dos extratos
brutos. Por exemplo, o WPC preparado por ultrafiltragao/
diafiltracdo e os métodos de troca i6nica passam por alte-
racdes marcantes em seus contetidos de proteose-peptona.
Isso afeta consideravelmente suas propriedades de formagdo
de espuma.

5.8.1.3 Alteracoes quimicas dos aminodcidos

As proteinas passam por varias mudangas quimicas quando
processadas a altas temperaturas. Essas mudangas incluem
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FIGURA 5.33 Efeito da tostagem sobre a atividade inibitéria da tripsina e PER da farinha de soja. (Adaptada de Friedman, M. e M. R.

Gumbmann, 1986. Adv. Exp. Med. Biol. 199:357-390.)

racemizacao, hidrolise, dessulfuragdo e desamidagdo. A
maior parte dessas alteragdes quimicas € irreversivel e al-
gumas delas resultam na formacdo de tipos de aminodcidos
modificados que podem ser txicos.

5.8.1.3.1 Racemizacao

O processamento térmico das proteinas em pH alcalino,
como ¢ realizado na preparagdo de alimentos texturizados,
invariavelmente leva a racemizagdo parcial dos residuos de
L-aminodcidos para D-aminodcidos [77]. A hidrélise 4cida
das proteinas também causa racemizacdo parcial dos ami-
nodcidos [42]; a tostagem de proteinas ou alimentos com
conteuido proteico acima de 200C° também ocasiona esse
processo [55]. O mecanismo em pH alcalino envolve sub-
trag@o inicial do préton do dtomo de carbono-a por um fon
hidroxila. O carbanion resultante perde sua assimetria tetra-

édrica. A adicao subsequente de um préton da solug¢do pode
ocorrer do topo ou da base do carbanion. O fato de essa pro-
babilidade ser igual resulta em racemizacdo do residuo do
aminodcido (Equacao 5.81) [77]. A taxa de racemizacdo de
um residuo € afetada pela forca da retirada do elétron da ca-
deia lateral. Desse modo, residuos como Asp, Ser, Cys, Glu,
Phe, Asn e Thr sao racemizados a uma taxa mais rapida do
que os outros residuos de aminodcidos [78]. A taxa de race-
mizagdo também depende da concentracdo do fon hidroxila,
mas independe da concentracio de protefnas. E interessante
observar que essa taxa € cerca de dez vezes mais rdpida em
proteinas do que em aminodcidos livres [78], sugerindo que
as forgas intramoleculares de uma proteina reduzem a ener-
gia de ativagdo da racemizagdo. Além da racemizacio, o car-
banion formado em pH alcalino também pode sofrer reacio
de B-eliminacdo para produzir uma desidroalanina interme-

“OH
pH alcalino,
T tostagem a 200C°
, —NH—C>C—
—_—  NH——<__ OH
NH (If e | y) Carbanion
| @) CHz
CH, |
| X
X \
H+
Residuo de L-aminoacido X
CH, —NH—C—C—
| ” I + X
TNH OO CH,
I|—I O Desidroalanina (DHA)

Residuo de D-aminoacido

Virias reagoes proteicas de ligacao cruzada

(5.81)
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didria reativa. Os residuos de cisteina e fosfoserina exibem
uma maior propensio a essa via em comparacio a outros
residuos de aminodcidos. Essa é uma das razdes pelas quais
uma quantidade significativa da D-cisteina nao € encontrada
em proteinas tratadas por alcali.

A racemizagao dos residuos de aminodcidos causa redu-
¢do de digestibilidade da proteina, uma vez que as ligagdes
peptidicas que envolvem residuos de D-aminodcidos sao hi-
drolisadas com menos eficiéncia por proteases gastricas e
pancredticas. Isso leva a perda de aminodcidos essenciais
que foram racemizados e prejudica o valor nutricional da
proteina. Os D-aminodcidos também sdo absorvidos com
menos eficiéncia ao longo das células da mucosa intestinal
e, ainda que absorvidos, eles ndo podem ser utilizados na
sintese proteica in vivo. Além disso, verificou-se que alguns
D-aminodacidos, por exemplo, D-prolina, sdo neurotdxicos
em galinhas [20].

Além da racemizagdo e das reagdes de S-eliminagao, o
aquecimento de proteinas em pH alcalino destréi varios re-
siduos de aminodcidos, como Arg, Ser, Thr e Lys. A Arg se
decompde em ornitina.

Quando as proteinas sdo aquecidas acima de 200° C,
como costuma ocorrer em superficies de alimentos durante
os processos de fervura, assamento ao forno e grelhado, os
residuos de aminodcidos sofrem decomposicdo e pirdlise.
Virios produtos da pirdlise t€ém sido isolados e identifica-
dos a partir da carne grelhada, sendo altamente mutagéni-
cos conforme determinado pelo teste de Ames. Os produtos
mais carcinogénicos/mutagénicos sdo formados a partir da
pirdlise dos residuos de Trp e Glu [19]. A pirdlise dos resi-
duos de Trp origina a formacdo de carbolinas e seus deri-
vados. Os compostos mutagénicos também sdo produzidos
em carnes a temperaturas moderadas (190-200° C). Eles sdo
conhecidos como compostos 1Q (imidazo quinolinas), que
sdo produtos da condensagdo de creatina, aguicares e alguns
aminodcidos, como Gly, Thr, Ala e Lys [60]. Os trés muta-
génicos mais potentes formados em peixe grelhado estdo
demonstrados a seguir:

NH, NH,
N=—" N=—"
N—CHj, N—CH,
f -
AN v cH,
2-amino-3-metilimidazo- ~ 2-amino-3,4-dimetilimidazo-
[4,5-flquinolina [4,5-flquinolina
(1Q) (MuQ)
NH,
N=
H;C _ N N—CH,
XN =

2-amino-3,8-dimetilimidazo-
[4,5-flquinoxalina

(MuQx) (5.82)

Apds o aquecimento de alimentos de acordo com pro-
cedimentos recomendados, os compostos IQ costumam ser
encontrados apenas em concentracdes muito baixas (ug).

5.8.1.3.2 Ligacao cruzada de proteinas

Virias proteinas alimentares contém tanto liga¢des cruzadas
intra e intermoleculares, como pontes dissulfeto em protei-
nas globulares, desmosina e isodesmosina, como ligagdes
cruzadas dos tipos di e tritirosina em proteinas fibrosas tais
como queratina, elastina, resilina e coldgeno. O coldgeno
também contém ligacdo cruzada e-N-(y-glutamil)lisil e/ou
&-N-(y-aspartil)lisil. Uma das funcdes dessas ligacdes cruza-
das em proteinas naturais € minimizar a prote6lise in vivo. O
processamento de proteinas alimentares, especialmente em
pH alcalino, também induz a formacao de ligac@o cruzada.
As ligacdes covalentes nao naturais entre as cadeias polipep-
tidicas reduzem a digestibilidade e a biodisponibilidade dos
aminodcidos essenciais que estao envolvidos na ligagdo cru-
zada ou préximos a ela.

Como discutido na sec¢do anterior, 0 aquecimento em
pH alcalino ou acima de 200° C em pH neutro, resulta em
subtracdo do préton do dtomo do carbono «, resultando na
formacgdo de um carbanion, que leva a formacao de residuo
de desidroalanina (DHA). A formagdo de DHA também
pode ocorrer por meio de um mecanismo de um estagio sem
o carbanion intermediario. Uma vez formados, os residuos
de DHA altamente reativos reagem com grupos nucleofi-
licos, como o grupo g-amino do residuo lisil, o grupo tiol
do residuo Cys, o grupo §-amino da ornitina (formado pela
decomposicao da arginina) ou um residuo histidil, resul-
tando na formacdo de ligacdes cruzadas de lisinoalanina,
lantionina, ornitoalanina, histidinilalanina, respectivamen-
te, em proteinas. A lisinoalanina € a ligacdo cruzada mais
importante encontrada em proteinas tratadas por dlcali, em
virtude da abundancia de residuos lisil acessiveis na hora
(Equagao 5.83).

A formacao das ligagdes cruzadas de proteina-proteina
em proteinas tratadas por dlcali diminui sua digestibilidade
e seu valor bioldgico. A diminui¢do de digestibilidade esta
relacionada a incapacidade da tripsina de clivar a ligagc@o
peptidica na ligacdo cruzada lisinoalanina. Além disso, as
restri¢cdes espaciais impostas pelas ligagdes cruzadas tam-
bém impedem a hidrdlise de outras ligagcdes peptidicas nas
proximidades das ligagdes cruzadas lisinoalanina e simi-
lares. Evidéncias sugerem que a lisinoalanina livre € ab-
sorvida no intestino, mas o organismo nao a utiliza, sendo
que a maior parte dela € excretada na urina. Uma parte
da lisinoalanina € metabolizada nos rins. A incapacidade
do organismo de clivar a ligagcdo covalente lisinoalanina
reduz a biodisponibilidade da lisina em proteinas tratadas
por alcali.

Ratos alimentados com 100 ppm de lisinoalanina pura
ou com 3.000 ppm de lisinoalanina ligada a proteina desen-
volvem nefrocitomegalia (um distirbio renal). Entretanto,
efeitos nefrotéxicos nao t€m sido observados em outras es-
pécies de animais, como codornas, camundongos, hamsters
e macacos. Isso tem sido atribuido as diferencas nos tipos de
metabdlitos formados em ratos versus outros animais. Nos
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niveis encontrados em alimentos, a lisinoalanina ligada a
proteina aparentemente nao causa nefrotoxicidade em seres
humanos. Nao obstante, a minimizac¢do da formacao da lisi-
noalanina durante o processamento alcalino das proteinas €
uma meta.

Os contetidos de lisinoalanina de vérios alimentos co-
merciais estdo listados na Tabela 5.24 [120]. O nivel de
formacdo de lisinoalanina depende do pH e da temperatu-
ra. Quanto maior o pH, maior serd o nivel de formacao da
lisinoalanina. Tratamentos térmicos a altas temperaturas de
alimentos, como o leite, levam ao aumento significativo da
lisinoalanina, mesmo em pH neutro. A formacao de lisino-
alanina em proteinas pode ser minimizada ou inibida pela
adicao de compostos nucleofilicos de baixo peso molecular,
como cisteina, amonia ou sulfitos. A efetividade da cisteina
se deve ao fato de o grupo nucleofilico SH reagir mais de
1.000 vezes mais rapido do que o grupo e-amino da lisina. O
sulfito de sédio e a amonia exercem seus efeitos inibidores
ao competir com o grupo g-amino da lisina, pelo DHA. O
bloqueio dos grupos e-amino de residuos de lisina pela rea-
¢do com anidridos 4cidos antes do tratamento alcalino tam-
bém diminui a formagdo da lisinoalanina. Entretanto, esse

processo resulta em perda de lisina, podendo ser inadequado
para aplicacOes alimentares.

Sob condig¢des normais usadas no processamento de vé-
rios alimentos, apenas pequenas quantidades de lisinoalani-
na sio formadas. Desse modo, acredita-se que a sua toxici-
dade em alimentos tratados por dlcali ndo seja preocupante.
Entretanto, redugdo de digestibilidade, perda da biodispo-
nibilidade da lisina e racemizacio de aminodcidos (alguns
dos quais sdo toxicos) s@o todos resultados indesejaveis em
alimentos como a proteina vegetal texturizada, os quais sdo
tratados por dlcali.

O aquecimento excessivo de solucdes de proteina pura
ou alimentos proteicos de baixo teor de carboidratos tam-
bém resulta na formagdo de ligacdes cruzadas e-N-(y-
glutamil)lisil e e-N-(y-aspartil)lisil. Elas envolvem a reagdo
de transamidag@o entre os residuos de Lys e de Gln ou de
Asn (Equacdo 5.84). As ligacdes cruzadas resultantes sdo
denominadas ligacdes isopeptidicas, pois sdo estranhas as
proteinas naturais. Os isopeptideos resistem a hidrélise en-
zimdtica no intestino e, portanto, essas ligacdes cruzadas
prejudicam a digestibilidade das proteinas e a biodisponi-
bilidade da lisina.
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TABELA 5.24 Conteddo de lisinoalanina (LAL) em alimentos processados

Alimento

LAL (ng/g de proteina)

Flocos de milho

Pretzels

Canjica

Tortilhas

Tacos

Leite (formula infantil)

Leite evaporado

Leite condensado

Leite UHT

Leite HTST

Leite em po (spray-dried)
Leite desnatado evaporado
Simulagdo de queijo
Sélidos secos da clara do ovo
Caseinato de célcio
Caseinato de sédio

Caseina acida

Proteina vegetal hidrolisada
Agente espumante (whipping)
Isolado proteico de soja
Extrato de levedura

390
500
560
200
170
150-640
590-860
360-540
160-370
260-1.030
0
520
1.070
160—1.820
370-1.000
430-6.900
70-190
40-500
6.500-50.000
0-370
120

Fonte: Swaisgood, H. E. e G. L. Catignani. 1991. Adv.Food Nutr. Res. 35:185-236.
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H
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—NH—C—C— —NH—lc—c—
|
(CH2)4 (|3H2
NH, CcC=0

I
O=C h) r|\1H
(liH—(CH2)4—NH—C—CH2—|CH

rle C=0
[

&-N-(y-Glutamil)lisina ligagdo cruzada

(5.84)

A radiacdo ionizante de alimentos resulta na formacao de
perdxido de hidrogénio por meio da radidlise da 4gua na pre-
senca de oxigénio, 0 que, por sua vez, gera alteragdes oxidati-
vas e polimerizagdo nas proteinas. Essa radiacdo também pode
produzir, diretamente, radicais livres pela ionizacdo da dgua.

H,O — H,0F e~ (5.85)

H,O" + H,0 — H;0" + "OH (5.86)

O radical livre hidroxil pode induzir a formacao de radi-
cais proteicos livres que, por sua vez, podem causar a poli-
merizacao das proteinas.

P+ 'OH — P + H,0 (5.86)
PP+P >P—P
P'+P—P—P (5.87)

O aquecimento de solugdes de proteina a 70-90C° e
em pH neutro geralmente conduz a reagdes de intercambio
sulfidrila-dissulfeto (se esses grupos estiverem presentes),
resultando na polimerizacdo das proteinas. Entretanto, esse
tipo de ligacdo cruzada induzida por calor no geral ndo tem
efeitos adversos sobre a digestibilidade das proteinas e a
biodisponibilidade de aminodcidos essenciais, uma vez que
essas ligagdes podem ser quebradas in vivo.

5.8.1.4 Efeitos de agentes oxidantes

Agentes oxidantes como o peréxido de hidrogénio e o perd-
xido de benzoila sdo usados como agentes bactericidas em
leite, agentes clareadores em farinhas de cereais, isolados
proteicos e concentrados de proteina de peixe, bem como na
desintoxicagdo de tortas de sementes oleaginosas. O hipoclo-
rito de sédio também costuma ser usado como bactericida e
agente desintoxicante em farinhas e tortas. Além dos agentes
oxidantes que algumas vezes sdo adicionados aos alimentos,
varios compostos oxidativos sdo produzidos endogenamen-
te em alimentos durante o processamento. Eles incluem ra-
dicais livres formados durante a irradia¢do de alimentos, a
peroxidacdo de lipideos, a fotoxida¢do de compostos como
riboflavina e clorofila e o escurecimento nao enzimadtico dos
alimentos. Além disso, os polifendis presentes em varios iso-
lados de proteinas vegetais podem ser oxidados pelo oxigé-
nio molecular em quinonas, em pH neutro a alcalino, o que
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levard, por fim, a formacao de peréxidos. Os agentes oxidan-
tes altamente reativos causam oxidagdo de varios residuos
de aminodcidos e polimerizagdo de proteinas. Os residuos de
aminodcidos mais suscetiveis a oxidacdo sao Met, Cys, Trp e
His, e, em menor extensdo, Tyr.

5.8.1.4.1

A metionina € facilmente oxidada em metionina sulféxido
por vérios peroxidos. A sua incubacio ligada a proteina ou
da metionina livre com peréxido de hidrogénio (0,1 M),
em temperatura elevada por 30min, resulta em conversao
completa para metionina sulféxido [23]. Sob fortes con-
di¢des oxidantes, a metionina sulféxido €, ainda, oxidada
em metionina sulfona e, em alguns casos, em dcido homo-
cisteico.

Oxidagao da metionina

—NH—lCH—CO— —NH—CH—CO—
I
CH; CH,
| — [ —_—
i ™
SI S|—>O
CHs CH,
Metionina Metionina sulféxido
—NH—$H—CO— —NH—CH—CO—
I
CH, CH,
I — I
T Gy
O<—SI 0 Q<—Sl -0
CH; OH

Acido homocisteico

(5.89)

Metionina sulfona

A metionina torna-se biologicamente indisponivel uma
vez oxidada em metionina sulfona ou dcido homocistei-
co; ja a metionina sulféxido, por outro lado, € reconvertida
em Met sob as condigdes dcidas do estdmago. Além disso,
algumas evidéncias sugerem que toda metionina sulfoxi-
do que passa pelo intestino € absorvida, sendo reduzida
in vivo a metionina. Entretanto, a reducao in vivo da me-
tionina sulféxido para metionina € lenta. O PER, ou NPU,
da caseina oxidada com 0,1 M de perdxido de hidrogénio
(que transforma por completo a metionina em metionina
sulféxido) € cerca de 10% menor do que o da caseina de
controle.

5.8.1.4.2 Oxidacao da cisteina
e da cistina

Sob condigdes alcalinas, a cisteina e a cistina seguem a
via da reacdo de B-eliminagdo para a producdo de DHA.
Entretanto, em pH 4cido, a oxidagdo da cisteina e da cistina,
em sistemas simples, resulta na formacgao de varios produ-
tos intermedidrios de oxidagdo. Alguns desses derivados sao
instaveis.

—NH—(le—CO— CcO cO
| |
?Hz H|C—CH2—S—S—CH2 —1|4C
SH NH NH
Cisteina | Cistina |
l H+ l H+
—NH—(|:H—CO— | |
co o o co
e | P! |
SOH HC—CH,—S—S—CH,—HC
Acido cisteina sulfénico NH NH

Cistina mono ou dissulfoxido

IH+

CH, I I

I
SO,H C|O ©

O
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H|C—CH2—T — —CHQ—TC
IN O

Im

—NH—?H—CO—

Acido cisteina sulfinico

Im

—NH—?H—CO—

0—v—0

ITIH

H

Cistina mono ou dissulfona

i
SO,H

Acido cisteina sulfénico

(5.90)

Os mono e dissulféxidos da L-cistina sdo biodisponiveis,
talvez por serem reduzidos, retornando a forma L-cistina,
no organismo. Entretanto, os derivados mono e dissulfona
da L-cistina n@o sdo biologicamente disponiveis. Da mesma
forma, embora o 4cido cisteina sulfénico seja biologicamen-
te disponivel, o cisteina sulfinico e o cisteico ndo o sdo. A
taxa e o nivel de formagao desses produtos de oxidagdo em
alimentos acidos nao estao bem documentados.

5.8.1.4.3 Oxidagao do triptofano

Entre os aminodcidos essenciais, o Trp € excepcional de-
vido ao seu papel em vdrias fungdes bioldgicas. Portanto,
sua estabilidade em alimentos processados ¢ de grande
interesse. Sob condigdes dcidas, moderadas e oxidantes,
como na presenca de dcido perférmico, dimetilsulféxido
ou N-bromosuccinimida (NBS), o Trp € oxidado princi-
palmente em B-oxi-indolil-alanina. Sob condi¢des 4cidas,
intensas e oxidantes, como na presenca de 0zdnio, peroxi-
do de hidrogénio ou lipideos peroxidantes, ele € oxidado
a N-formilquinurenina, quinurenina e outros produtos nao
identificados.

A exposicdo do Trp a luz, na presenga de oxigénio e de
um fotossensitizador, como riboflavina ou clorofila, leva a
formagdo de N-formilquinurenina e quinurenina como pro-
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dutos majoritarios e varios outros minoritdrios. Dependendo
do pH da solucdo, outros derivados, como 5-hidroxiformi-
Iquinurenina (pH>7,0) e hidroperdxido triciclico (pH 3,6-
7,1), também sdo formados [86]. Além dos produtos fotoxi-
dativos, o Trp forma um fotoaduto com a riboflavina.

Tanto o triptofano livre como o ligado a proteina sdo ca-
pazes de formar esse aduto. O nivel de formagao desse fo-
toaduto € dependente da disponibilidade de oxigénio, sendo
maior em condicdes anaerdbicas [112].

Os produtos da oxidag@o do Trp s@o biologicamente ati-
vos. Além disso, as quinureninas sao carcinogénicas em ani-
mais e todos os outros produtos da fotoxidagdo do Trp, bem
como as carbolinas formadas durante o grelhado de produtos
cédrneos, exibem atividades mutagénicas e inibem o cresci-
mento de células de mamiferos em culturas de tecidos. O
fotoaduto triptofano-riboflavina mostra efeitos citotéxicos

H,yC NG NYO
:©\N/ H
H;C
Riboflavina

Luz

11«1 ]|

H i (; :Q:SJ:N;\THO

l

Fotoaduto

Quinurenina

(5.91)

em células de mamiferos, exercendo disfun¢gdes hepdticas
durante a nutricdo parenteral. Esses produtos indesejdveis
normalmente estdo presentes em concentracdo muito baixa
em alimentos, a menos que um ambiente oxidativo seja cria-
do de propésito.

Entre as cadeias laterais dos aminodcidos, apenas as de
Cys, His, Met, Trp e Tyr s@o suscetiveis a fotoxidagcdo. No
caso da Cys, o 4cido cisteico € o produto final. A Met € fo-
toxidada primeiro em metionina sulféxido e, finalmente, em
metionina sulfona e dcido homocisteico. A fotoxidacao da
histidina leva a formacgao de aspartato e uroia. Os produtos
da fotoxidagao da tirosina ndo sdo conhecidos. Uma vez que
os alimentos contém riboflavina (vitamina B2) tanto endod-
gena como suplementada, e costumam ser expostos a luz e
ar, espera-se que ocorra algum grau de fotoxidacdo sensi-
tizada nos residuos do aminodcido supracitado. No leite, a

‘COOH
Hsz‘C*H
CH,
AN
NH
Triptofano
COOH ?OOH
\
H,;N—C—H H,N ? H
CH, CH,
<
° X
/ )
N N

(5.92)
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metionina livre é convertida em metional por oxidagao ati-
vada pela luz, o que confere um sabor caracteristico ao leite.
Em concentra¢des equimolares, as taxas de oxidacdo dos
aminodcidos sulfurados e do Trp provavelmente seguem a
ordem Met > Cys > Trp.

5.8.1.4.4 Oxidacao da tirosina

A exposicao de solugdes de tirosina a peroxidase e peréxido
de hidrogénio resulta na oxidag@o da tirosina em ditirosina.
A ocorréncia desse tipo de ligacdo cruzada tem sido encon-
trada em proteinas naturais, como resilina, elastina, querati-
na e coldgeno e, mais recentemente, em massas.

lCOO_
"Hy;N—C—H
cocr N
4
HN—C—H .0
| 2 OH
CHz —_—
Peroxidase
OH
Hy
OH |
H,N—C—H
Tirosina (|?OO_
Ditirosina

(5.93)

5.8.1.5 Reacaées carbonila-amina

Dentre as varias modificacdes quimicas em proteinas in-
duzidas pelo processamento, a reagdo de Maillard (escure-
cimento ndo enzimdtico) causa o maior impacto sobre as
propriedades sensoriais e nutricionais. A reacdo de Maillard
refere-se a um conjunto complexo de reagdes iniciado por
reacdo entre aminas e compostos carbonila, as quais, em
alta temperatura, decompdem-se e, finalmente, condensam-
se, transformando-se em um produto marrom insoltvel co-
nhecido como melanoidinas (ver Capitulo 14). Essa reagcdo
ocorre ndo apenas em alimentos durante o processamento,
mas também em sistemas biolégicos. Em ambos os casos,
proteinas e aminodcidos costumam fornecer o componente
amino e os agucares redutores (aldoses e cetoses); o acido

ascorbico e os compostos carbonilicos produzidos a partir da
oxidagdo lipidica fornecem o componente carbonila.

Alguns dos derivados carbonila provenientes do processo
de escurecimento ndo enzimatico reagem prontamente com
aminodcidos livres. Isso resulta na degrada¢do dos aminoa-
cidos em aldeidos, amonia e diéxido de carbono, sendo que
essa reagdo ¢ conhecida como degradagdo de Strecker. Os
aldeidos contribuem para o desenvolvimento do aroma du-
rante a reacdo de escurecimento. A degradagdo de Strecker
de cada aminoécido produz um aldeido especifico com aro-
ma distinto (Tabela 5.25).

' §
CcC=0 —
| + HN—CH—COOH—= [~
¢=0 b C=N—CH—R7 + H,0
1
R R COOH
Substancias Aminoacido
a-dicarbonila O
)

[
R{CHO + CO, + R—(Ij—C—R + NH;

Aldeido derivado OH
do aminodacido

(5.94)

A reagdo de Maillard prejudica o valor nutricional das
proteinas. Alguns dos produtos sdo antioxidantes e outros po-
dem ser toxicos, mas estes provavelmente ndo sdo danosos
nas concentragdes encontradas em alimentos. Isso ocorre por-
que o grupo g-amino da lisina € a principal fonte de aminas
primdrias em proteinas, e costuma estar envolvido na reagio
carbonila-amina, sofrendo uma grande perda em biodisponi-
bilidade quando essa reagdo ocorre. O grau de perda da Lys
depende da fase da reag¢@o de escurecimento. A lisina envol-
vida nas fases iniciais do escurecimento, incluindo a base
de Schiff, € biodisponivel. Os derivados iniciais sdo hidroli-
sados em lisina e agticar nas condi¢des dcidas do estomago.
Entretanto, apés a fase de cetosamina (produto de Amadori)
ou de aldosamina (produto de Heyns), a lisina ndo € mais bio-
disponivel. Isso se deve principalmente a absor¢ao precdria
dos derivados no intestino [36]. E importante observar que
nenhuma cor desenvolve-se nesse estdgio. Embora o sulfito
iniba a formagao de pigmentos marrons [129], ele ndo pode
evitar a perda da disponibilidade da lisina, uma vez que nao
pode evitar a formacao dos produtos de Amadori e Heyns.

TABELA 5.25 Notas de sabor caracteristicas de aldeidos produzidos pela
degradacao de Strecker a partir de aminoacidos

Aminoacido Sabor tipico

Phe, Gly Caramelo

Leu, Arg, His Pao tostado

Ala Nozes (em geral)

Pro Biscoito tipo cracker
Gln, Lys Manteiga

Met Caldo, feijao

Cys, Gly Defumado, queimado

Acido a-aminobutirico
Arg

Noz (fruto da nogueira)
Pipoca
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A atividade biolégica da lisina nos varios estigios da
reacdo de Maillard pode ser determinada quimicamente pela
adi¢do de 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno (FDNB), seguida por
hidrdélise dcida da proteina derivada. O FDNB reage com os
grupos e-amino disponiveis dos residuos lisil. O hidrolisado
é entdlo extraido com éter etilico para remog¢do do FDNB que
ndo reagiu; a concentragio de e-dinitrofenil-lisina (e-DNP-
lisina) na fase aquosa € determinada medindo-se a absorban-
cia a 435 nm. A lisina disponivel também pode ser determi-
nada pela reacdo com écido 2,4,6-trinitrobenzeno sufénico
(TNBS) com o grupo ¢-amino. Nesse caso, a concentra¢ao
do derivado e-trinitrofenil-lisina (e-TNP-lisina) € determina-
da a partir de absorbancia a 346 nm.

O escurecimento ndo enzimdtico ndo causa apenas per-
das importantes de lisina, mas as carbonilas insaturadas
reativas e os radicais livres formados durante a reacdo de
escurecimento causam a oxidacdo de varios outros aminoéa-
cidos essenciais, em especial Met, Tyr, His e Trp. A ligacao
cruzada das proteinas por compostos dicarbonila produzidos
durante o escurecimento diminui sua solubilidade, prejudi-
cando a digestibilidade proteica.

Suspeita-se que alguns dos produtos de coloracao mar-
rom da reag¢do de Maillard sejam mutagénicos. Embora os
compostos mutagénicos ndo sejam necessariamente carci-
nogénicos, todos os carcinogénicos conhecidos sdo muta-
génicos. Portanto, a formacdo de compostos de Maillard
mutagénicos em alimentos € preocupante. Estudos com
misturas de glicose e aminodcidos mostraram que os pro-
dutos de Maillard de Lys e Cys sdo mutagénicos, enquanto
os de Trp, Tyr, Asp, Asn e Glu ndo sdo, conforme determi-
nado pelo Teste de Ames. Deve-se salientar que os produtos
da pirdlise de Trp e Glu (em carne grelhada) também sdo
mutagénicos (Teste de Ames). Como discutido anterior-
mente, 0 aquecimento de acticar e aminodcidos na presenga
da creatina produz os mutagénicos tipo 1Q mais potentes
(ver Equacdo 5.82). Embora os resultados baseados em sis-
temas-modelo ndo possam ser aplicados com seguranca em
alimentos, € possivel que a interacao de produtos da reagdo
de Maillard com outros constituintes de menor peso mole-
cular em alimentos possa produzir substancias mutagénicas
e/ou carcinogénicas.

O ponto positivo € que alguns produtos da reagdo de
Maillard, especialmente as redutonas, tém atividade antio-
xidante [88]. Isso se deve ao seu poder redutor e sua capa-
cidade de quelar metais, como Cu e Fe, os quais sao pro-
oxidantes. As aminorredutonas formadas a partir da reagdo
de trioseredutonas com aminodcidos, tais como Gly, Met e
Val, mostram excelente atividade antioxidante.

Além de agucares redutores, outros aldeidos e cetonas
presentes em alimentos também podem fazer parte da reacio
carbonila-amina. E digno de nota que o gossipol (do caroco
de algodao), o glutaraldeido (adicionado a dietas proteicas
para controlar a esamina¢do no rimen dos ruminantes) e os
aldeidos (especialmente o malonaldeido) obtidos da oxida-
¢do de lipideos podem reagir com grupos amino das pro-
tefnas. Aldeidos bifuncionais, como o malonaldeido, podem
formar ligagdes cruzadas e polimerizar proteinas. Isso pode
resultar em insolubilizacdo, perda da digestibilidade e bio-

disponibilidade da lisina e perda das propriedades funcionais
das proteinas. O formaldeido também reage com o grupo
g-amino dos residuos de lisina. Acredita-se que o endure-
cimento do musculo de peixes tipo bacalhau durante a esto-
cagem sob congelamento se deva a reac¢des do formaldeido
com as proteinas do peixe.

P—NH; + OHC—CH;—CHO —

Grupo amino Malonaldeido
da proteina

P—N=CH—CH;—CH=N—P

Ligacao cruzada proteina-proteina  (5.95)

5.8.1.6 Outras reacées de proteinas
em alimentos

5.8.1.6.1 Reacdes com lipideos

A oxidacdo de lipideos insaturados leva & formacao de ra-
dicais livres alcoxi e peroxi. Esses radicais livres, por sua
vez, reagem com proteinas, formando radicais livres lipideo-
proteina. Os radicais livres conjugados lipideo-proteina po-
dem sofrer ligacdo cruzada de polimerizagc@o de proteinas,
levando a diversos produtos com liga¢des cruzadas.

LH + 0, — LOO" (5.96)
LOO* +LH — LOOH + L* (5.97)
LOOH — LO* + HO® (5.98)
LO* + PH — LOP (5.99)
LOP + LO* — "LOP + LOH (5.100
*LOP + "LOP — POLLOP (5.101)

ou
LOO" + PH — LOOP (5.102)
LOOP + LOO* — "LOOP + LOOH (5.103)
*LOOP + "LOOP — POOLLOOP (5.104)
*LOOP + "LOP — POLLOOP (5.105)

Além disso, os radicais livres lipidicos podem também
levar a formagao de radicais livres proteicos nas cadeias la-
terais de cisteina e histidina, que podem entdo sofrer reacdes
de polimerizag@o e ligacdo cruzada.

LOO* + PH — LOOH + P* (5.106)
LO*+PH — LOH + P* (5.107)
P°+P" - P—-P° (5.108)
P-P°+PH—->P—-P—P° (5.109)
P-P-P+P° —-P—-P-P-P (5.110)

Os hidroperéxidos lipidicos (LOOH) dos alimentos
podem se decompor, resultando na liberacao de aldeidos e
cetonas, particularmente malonaldeido. Esses compostos
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carbonila reagem com grupos amino de proteinas via reacdo
carbonila-amina e formagado da base de Schiff. Como j4 foi
discutido, a reacdo do malonaldeido com as cadeias laterais
de lisil leva a ligacdo cruzada e a polimerizag¢do das pro-
tefnas. A reacdo de peroxidacdo de lipideos com proteinas
costuma ter efeitos deletérios sobre o valor nutricional das
proteinas. A ligacdo ndo covalente de compostos carbonilas
com proteinas também origina odores indesejaveis.

5.8.1.6.2 Reagbes com polifendis

Compostos fendlicos, como dcido p-hidroxibenzoico, cate-
col, dcido cafeico, gossipol e querceina, sdo encontrados em
todos os tecidos vegetais. Durante a maceracdo de tecidos
vegetais, esses compostos fendlicos podem ser oxidados
pelo oxigénio molecular em pH alcalino, transformando-se
em quinonas. Isso também pode ocorrer por agdo da polife-
noloxidase, que costuma estar presente em tecidos vegetais.
Essas quinonas altamente reativas podem reagir de manei-
ra irreversivel com os grupos sulfidrila e amino das protei-
nas. A reacdo das quinonas com grupos (N-terminais) SH e
a-amino € muito mais rdpida do que com grupos g-amino.
Além disso, as quinonas também podem sofrer reagdes de
oxidacdo, resultando na formacao de pigmentos de cor mar-
rom de alto peso molecular. Esses produtos marrons perma-
necem muito reativos, combinando-se com facilidade com
os grupos SH e amino das proteinas. As reacdes do grupo
quinona-amino diminuem a digestibilidade e a biodisponibi-
lidade da cisteina e da lisina ligadas a proteina.

5.8.1.6.3 Reagdes com solventes halogenados

Os solventes organicos halogenados costumam ser usados
na extracdo de 6leo e de alguns fatores antinutricionais de
sementes oleaginosas, como torta de carogo de algodao e

soja. A extragdo com tricloroetileno resulta na formacao
de uma pequena quantidade de S-diclorovinil-L-cisteina,
que ¢ toxica. Por outro lado, os solventes diclorometano
e tetracloroetileno ndo parecem reagir com proteinas. O
1,2-dicloroetano reage com residuos de Cys, His e Met em
proteinas. Alguns fumigadores, como o brometo de meti-
la, podem alquilar residuos de Lys, His, Cys e Met. Todas
essas reacdes diminuem o valor nutricional das proteinas,
sendo que algumas s@o preocupantes do ponto de vista da
seguranga.

5.8.1.6.4 Reacbes com nitritos

A reacdo de nitritos com aminas secunddrias e, em certo
grau, com aminas primadrias e tercidrias, resulta na formacao
de N-nitrosamina, que ¢ um dos compostos mais carcinogé-
nicos formados nos alimentos. Os nitritos usualmente sdao
adicionados a produtos cdrneos para melhorar a cor e impe-
dir o crescimento bacteriano. Os aminoacidos (ou residuos)
mais envolvidos nessa reagdo sdo Pro, His e Trp, mas Arg,
Tyr e Cys também podem reagir com nitritos. Essa reagdo
ocorre principalmente sob condigdes 4dcidas e em elevadas
temperaturas.

As aminas secunddrias produzidas durante a reacdo de
Maillard, como produtos de Amadori e Heyns, também po-
dem reagir com nitritos. A formagao de N-nitrosaminas du-
rante cozimento e grelhado da carne tem sido uma grande
preocupagdo, mas aditivos, como acido ascérbico e eritorba-
to, s@o efetivos na reducdo dessa reacao.

5.8.1.6.5 Reacoées com sulfitos

Os sulfitos reduzem as pontes dissulfeto em proteinas para
produzir derivados S-sulfonados. Eles ndo reagem com resi-
duos de cisteina.

Trp Cys
COOH
I CcOO™
H,N—C—H . [
| HyN—C—H
CH, I
CH,
X |
SH
l/&cido
COOH HONO
| Acido nitroso COO™
H,;N—C—H . I
| HyN—C—H
CH,

X |
S
N I

\NO ?OOH

N-Nitrosotriptofano HN— C—H

Pro

ON—N— C—H

N-Nitrosopirrolidona

?OOH NO

S-Nitrosocisteina

(5.111)
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O D vt —
2_
S—SO S
@ ’ +® (5.112)

Na presenca de agentes redutores, como cisteina ou me-
captoetanol, os derivados S-sulfonados sdo novamente con-
vertidos em residuos de cisteina. Os S-sulfonados se decom-
pdem sob pH 4cido (como no estdbmago) e sob pH alcalino,
transformando-se em dissulfetos. A S-sulfonac¢do ndo dimi-
nui a biodisponibilidade da cisteina. O aumento de eletrone-
gatividade e a ruptura de ligagdes dissulfeto em proteinas a
partir da S-sulfonac@o causam o desdobramento das molécu-
las de proteina, o que afeta suas propriedades funcionais.

5.8.2 Alteracoes nas propriedades
funcionais das proteinas

Os métodos ou processos usados para o isolamento de pro-
tefnas podem afetar suas propriedades funcionais. A desna-
turagdo minima durante varias etapas do isolamento geral-
mente é desejavel, uma vez que isso ajuda na manutengdo
de uma solubilidade proteica aceitdvel, o que costuma ser
um pré-requisito para a funcionalidade dessas proteinas em
produtos alimenticios. Em alguns casos, a desnaturagdo con-
trolada ou parcial das proteinas pode melhorar determinadas
propriedades funcionais.

As proteinas costumam ser isoladas usando-se a precipi-
tagdo isoelétrica. As estruturas secunddrias, tercidrias e quar-
tendrias da maioria das proteinas globulares sdo estdveis em
seu pH isoelétrico, e as proteinas tornam-se novamente so-
ldveis, com rapidez, quando dispersadas em pH neutro. Por
outro lado, compostos proteicos como as micelas de caseina,
sdo desestabilizados de forma irriversivel pela precipitagdo
isoelétrica. O colapso da estrutura micelar da caseina preci-
pitada isoeletricamente deve-se a varios fatores, incluindo a
solubiliza¢do do fosfato de célcio coloidal e a mudanga no
equilibrio das interacdes hidrofdébicas e eletrostaticas entre os
vérios tipos de caseinas. As composi¢des das proteinas preci-
pitadas isoeletricamente costumam encontrar-se alteradas em
comparacdo com as de materiais em sua forma nativa. Isso
ocorre porque algumas fragdes proteicas de menor quantia
sdo soldveis no pH isoelétrico do componente principal, ndo
sendo, portanto, precipitadas. Essa mudanca de composicao
afeta as propriedades funcionais do isolado proteico.

A ultrafiltracao (UF) € bastante usada na preparacdo de
WPCs. Tanto a composicao proteica como a nao proteica do
WPC sao afetadas pela remocao de pequenos solutos duran-
te a UF. A remocdo parcial da lactose e das cinzas influen-
cia muito as propriedades funcionais do WPC. Além disso,
o aumento das interagdes proteina-proteina ocorre no con-
centrado UF durante a exposicdo a temperaturas moderadas
(50-55°C), o que diminui a solubilidade e a estabilidade da
proteina ultrafiltrada, que, por sua vez, altera sua capacida-
de de ligagdo com a dgua e suas propriedades no que diz
respeito a gelificagdo, formacao de espuma e emulsificagao.
Entre os constituintes das cinzas, as variagdes de conteido

de célcio e fosfato afetam significativamente as propriedades
gelificantes do WPC. Os isolados proteicos do soro prepara-
dos por troca i6nica contém pouca cinza e, por isso, possuem
propriedades funcionais superiores as dos isolados obtidos
por ultrafiltragao/diafiltracdo.

Os fons de cdlcio costumam induzir a agregacdo das pro-
tefnas. Isso € atribuivel a formacgao de pontes idnicas que en-
volvem fons de Ca’* e grupos carboxilicos. O grau da agre-
gacdo depende da concentracio do fon célcio. A maioria das
proteinas mostra agregacdo maxima em concentracio de fon
Ca’* 40-50 mM. Com algumas proteinas, como caseinas e
proteinas da soja, a agregacdo do célcio leva a precipitacdo,
enquanto, no caso do isolado proteico do soro, forma-se um
agregado coloidal estavel (Figura 5.34).

A exposic¢do de proteinas a pH alcalino, particularmente
em elevadas temperaturas, causa mudancas conformacionais
irreversiveis. Isso se deve em parte a desamidagdo dos re-
siduos de Asn e Gln, e a B-eliminacao dos residuos de cis-
tina. O aumento resultante em eletronegatividade e quebra
de pontes dissulfeto ocasiona mudangas estruturais bruscas
em protefnas expostas ao dlcali. Geralmente, as proteinas
tratadas com dlcali s3o mais soliveis e possuem melhores
propriedades emulsificantes e de formacao de espuma.

O hexano costuma ser usado na extracio de 6leo de semen-
tes oleaginosas, como soja e algoddo. Esse tratamento causa,
invariavelmente, a desnaturacdo das proteinas da torta prejudi-
cando sua solubilidade e outras propriedades funcionais.

Os efeitos de tratamentos térmicos em alteragdes qui-
micas e propriedades funcionais de proteinas sdo descritos
na Sec¢do 5.6. A cisdo das ligacdes peptidicas que envolvem
residuos aspartil durante aquecimento intenso das solugdes
proteicas libera peptideos de baixo peso molecular. O aque-
cimento intenso sob condi¢des de pHs alcalinos e acidos
também causa hidrélise parcial das proteinas. A quantidade
de peptideos de baixo peso molecular em isolados proteicos
pode afetar suas propriedades funcionais.

5.9 MODIFICACOES QUIMICAS E
ENZIMATICAS DAS PROTEINAS

5.9.1 Modificacoes quimicas

A estrutura primdria das proteinas contém vdrias cadeias la-
terais reativas. As propriedades fisico-quimicas das protei-
nas podem ser alteradas, sendo que as funcionais podem ser
melhoradas por modificagdo quimica das cadeias laterais.
Entretanto, deve-se ter a cautela de observar que, embora a
derivatizagdo quimica das cadeias laterais de aminodcidos
possa melhorar as propriedades funcionais das proteinas,
ela também pode prejudicar o valor nutricional, criar alguns
derivados de aminodcidos toxicos e apresentar problemas re-
gulatérios, embora reagdes similares possam ocorrer in vitro
ou in situ.

Uma vez que as proteinas contém vdrias cadeias late-
rais reativas, numerosas modifica¢cdes quimicas podem ser
realizadas. Algumas dessas reacgdes estdo listadas na Tabela
5.5. Entretanto, apenas algumas dessas reagdes sdo ade-
quadas para a modificacdo das proteinas alimentares. Os
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FIGURA 5.34 Concentragao de sal versus turbidez do isolado proteico do soro de leite (5%) em solugdes de CaCl, (o) e MgCl, (), ap6s
da incubagao por 24h, em temperatura ambiente. (Zhu, H. e S. Damodaran. 1994. J. Agric. Food Chem. 42:856-862.)

grupos g-amino dos residuos lisil e o grupo SH da cisteina
sdo os grupos nucleofilicos mais reativos das proteinas. A
maioria dos procedimentos de modificacdo quimica envol-
ve esses grupos.

5.9.1.1

Os grupos SH e amino podem ser alquilados por reagdo com
um iodoacetato ou uma iodoacetamida. A reagdo com iodoa-
cetato resulta na eliminacio da carga positiva do residuo lisil
e na introdug@o de cargas negativas, tanto nos residuos de
lisil como nos de cisteina.

O aumento da eletronegatividade proteica pode alterar o
perfil pH-solubilidade das proteinas, podendo, ainda, cau-
sar desdobramento. Por outro lado, a reacdo com iodoaceta-
mida resulta apenas na eliminag@o de cargas positivas. Isso
também causard aumento local de eletronegatividade, mas
o nimero de grupos carregados negativamente das protei-
nas permanecerd inalterado. A reagdo com a iodoacetamida
bloqueia efetivamente os grupos sulfidrila, de modo que a
polimerizacdo proteica induzida pelo dissulfeto ndo possa
ocorrer. Os grupos sulfidrila também podem ser bloqueados
pela reagdo com N-etilmaleimida (NEM).

Os grupos amino também podem ser alquilados por redu-
¢a0 com aldeidos e cetonas em presenca de redutores como
boro-hidreto de sédio (NaBH,) ou cianoboro-hidreto de s6-
dio (NaCNBH,). Nesse caso, a base de Schiff formada pela
reagdo do grupo carbonila com o grupo amino € reduzida
em seguida pela agdo do redutor. Aldeidos alifaticos e ceto-
nas ou agucares redutores podem ser usados nessa reagdo. A
reducdo da base de Schiff impede a progressao da reacio de
Maillard, resultando em uma glicoproteina, como produto
final (glicosilagdo redutora).

As propriedades fisico-quimicas da proteina modificada
serdo afetadas pelo reagente usado. A hidrofobicidade da

Alquilacao

proteina pode ser aumentada se um aldeido alifético ou ce-
tona for selecionado para a rea¢do; modificando-se o com-
primento da cadeia do grupo alifético, pode-se variar o grau
de hidrofobicidade. Por outro lado, se um actcar redutor
for selecionado como reagente, a proteina serd mais hidro-
filica. Uma vez que as glicoproteinas exibem propriedades
superiores de formacgao de espuma e emulsificantes (como
no caso da ovoalbumina), a glicosilacdo redutora das pro-
teinas deve melhorar sua solubilidade e suas propriedades
interfaciais.

5.9.1.2 Acilagao

Os grupos amino podem ser acilados por reacdo com varios
anidridos dcidos. Os agentes acilantes mais comuns sa0 ani-
drido acético e succinico. A reacdo da proteina com o ani-
drido acético resulta na eliminagio das cargas positivas dos
residuos lisil e no aumento correspondente de eletronegati-
vidade. A acilagdo com anidrido succinico ou com outros
anidridos dicarboxilicos resulta na substituicao da carga po-
sitiva por uma negativa nos residuos lisil. Isso aumenta a ele-
tronegatividade das proteinas e o desdobramento da proteina,
caso for permitida a ocorréncia de uma reacdo extensa.

As proteinas aciladas costumam ser mais soltiveis que as
naturais. Na verdade, a solubilidade das caseinas e de outras
proteinas de menor solubilidade pode ser aumentada pela
acilacdo com anidrido succinico. Entretanto, a succinilagio,
dependendo da extensdo da modificacdo, geralmente preju-
dica outras propriedades funcionais. Por exemplo, as protei-
nas succiniladas exibem fracas propriedades de gelificagdo
por calor, em decorréncia das poderosas forcas eletrostaticas
repulsivas. A alta afinidade pela 4gua das proteinas succini-
ladas também diminui sua adsortividade nas interfaces 6leo-
dgua e ar-agua, prejudicando suas propriedades de emulsifi-
cacdo e de formagdo de espuma. Além disso, por causa dos
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(5.117)

vérios grupos carboxilicos introduzidos, as proteinas succi-
niladas sdo mais sensiveis a precipitacio induzida por cdlcio
do que a proteina de origem.

As reagdes de acetilagdo e succinilagio sdo irreversiveis.
A ligacdo isopeptidica succinil-lisina € resistente a clivagem
catalizada pelas enzimas pancredticas digestivas. Além disso,
as células da mucosa intestinal absorvem com precariedade
a succinil-lisina. Desse modo, a succinilag@o e a acetilagao
reduzem muito o valor nutricional das proteinas.

A ligacdo de acidos graxos de cadeia longa ao grupo
g-amino dos residuos lisil pode aumentar a anfifilicidade das
proteinas. Isso pode ser realizado pela reacdo de um éster de
cloreto de acila ou um éster N-hidroxi-succinimida de um
dcido graxo com uma proteina. Esse tipo de modificagao
pode aumentar a lipofilicidade e a capacidade de ligagdo a
lipideos das proteinas, podendo, ainda, facilitar a formagao
de novas estruturas micelares e de outros tipos de agregados
proteicos.
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5.9.1.3 Fosforilacdo

Diversas proteinas alimentares, como as caseinas, sio fos-
foproteinas. As proteinas fosforiladas sdo muito sensiveis
a coagulacdo induzida pelo {on célcio, o que pode ser de-
sejavel em simulacdes de queijos. As proteinas podem ser
fosforiladas por reacdo com oxicloreto de fésforo (POCI,)
A fosforilag@o ocorre principalmente no grupo hidroxila dos
residuos de serina e de treonina e no grupo amino dos resi-
duos lisil, e aumenta muito a eletronegatividade proteica.

o
O
C)
NH, NH—lP—O
+ POCl;  — % ? o)
OH
T
oO0—p=0
|
00 (5.118)

A fosforilagdo de grupos amino resulta na adicdo de
duas cargas negativas para cada carga positiva eliminada
pela modificacdo. Sob algumas condi¢des de reacdo, em
especial sob alta concentrag@o proteica, a fosforilagdo com
POCI, pode levar a polimerizacdo das proteinas, como de-
monstrado adiante. Essas rea¢des de polimerizacao tendem
a minimizar o aumento de eletronegatividade e sensibilida-
de ao célcio da proteina modificada. A ligacdo N-P € labil a
acidos. Assim, espera-se que, sob as condi¢des prevalentes
no estdmago, as proteinas N-fosforiladas passem por des-
fosforilacdo e regeneracdo dos residuos lisil. Desse modo, €
provavel que a digestibilidade da lisina ndo seja significati-
vamente prejudicada pela fosforilagdo quimica.

5.9.1.4 Sulfitélise

Sulfitélise refere-se a conversdo das pontes dissulfeto das
proteinas em um derivado S-sulfonado por uso de um sis-
. ~ . II
tema de oxirreducio que envolve sulfito e cobre (Cu") ou
outros oxidantes. Esse mecanismo é mostrado a seguir:

NH,

A adigfo de sulfito a proteina inicialmente cliva a ponte
dissulfeto, resultando na formagao de um S—SOj e um gru-
po tiol livre. Trata-se de uma reagdo reversivel, sendo que a
constante de equilibrio € baixa. Em presenca de um agente
oxidante, como cobre (II), os grupos SH recém-liberados sdo
reoxidados, voltando a formar pontes dissulfeto intra ou in-
termoleculares, sendo que essas, por sua vez, sio clivadas
de novo pelos fons dissulfeto presentes na mistura da rea-
¢a0. O ciclo de oxirredugdo se repete até que todas as pontes
dissulfeto e grupos sulfidrila sejam convertidos em derivado
S-sulfonado [49].

Tanto a clivagem das pontes dissulfeto como a incor-
poragdo de grupos SO3 causam modifica¢des conforma-
cionais nas proteinas, o que afeta suas propriedades fun-
cionais. Por exemplo, a sulfitdlise das proteinas do soro do
queijo muda drasticamente seus perfis de pH-solubilidade
(Figura 5.35) [48].

5.9.1.5 Esterificagcao

Os grupos carboxilicos dos residuos de Asp e Glu em pro-
tefnas ndo sdo altamente reativos. Entretanto, sob condi¢des
dcidas, esses residuos podem ser esterificados com &lcoois.
Esses ésteres sdo estaveis em pH dcido, mas sao hidrolisados
com facilidade em pH alcalino.

5.9.2 Modificacao enzimatica

Sabe-se que ocorrem varias modificagdes enzimdticas de
proteinas/enzimas nos sistemas bioldgicos. Essas modifica-
¢des podem ser agrupadas em seis categorias gerais, a saber,
glicosilagdo, hidroxilacao, fosforilacdo, metilagdo, acilacao
e ligacdo cruzada. Essas modificagdes enzimdticas das pro-
teinas in vitro podem ser usadas para melhorar suas proprie-
dades funcionais. Embora diversas modificagdes enzimati-
cas de proteinas sejam possiveis, apenas algumas delas sdo
passiveis de utilizag@o na pratica da modificacdo de protei-
nas destinadas ao uso em alimentos.

NH2

NH-POCI, NH-POCI—
+ POCl; — — Q{ — — — Polimerizacio
OH

O-pPOCl, O-POCI—H
o (5.119)
5 Reducio
D@ + 07— G50 + @
T Oxidagdo (Cobre) ‘
O,

(5.120)
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FIGURA 5.35 pH versus perfil de solubilidade proteica de (A)soro doce original e (o) soro doce sulfonado (Gonzalez, J. M. e S. Damo-

daran. 1990. J. Food Sci. 55:1559-1563.)

5.9.2.1 Hidrdlise enzimdtica

A hidroélise de proteinas alimentares com uso de proteases,
tais como pepsina, tripsina, quimotripsina, papaina e termo-
lisina, altera suas propriedades funcionais. A hidrdlise ex-
tensiva por proteases ndo especificas, como a papaina, causa
solubilizagdo até mesmo de proteinas pouco soliveis. Esses
hidrolisados costumam conter peptideos de baixo peso mo-
lecular da ordem de dois a quatro residuos de aminodacidos.
A hidrélise extensiva prejudica vérias propriedades funcio-
nais, como propriedades de gelificacdo, formacao de espuma
e emulsificantes (ver Se¢do 5.6, para maiores detalhes).

5.9.2.2 Reacao de plasteina

Reacdo de plasteina refere-se a uma série de reacdes que en-
volvem protedlise inicial, seguida de ressintese de ligagdes
peptidicas por uma protease (geralmente papaina ou quimo-
tripsina). O substrato proteico, a baixas concentracdes, €, em
primeiro lugar, hidrolisado em parte pela papaina. Quando o
hidrolisado contendo a enzima € concentrado a 30-35% de
solidos, sendo incubado, a enzima recombina aleatoriamente
os peptideos, gerando novas ligacdes peptidicas. A reagdo
de plasteina também pode ser realizada em um processo de
etapa unica, no qual uma solucio de proteina a 30-35% (ou
uma pasta) € incubada com papaina na presenga de L-cistei-
na [131]. No entanto, em ambos 0s casos, o peso molecular
dos polipeptideos formados € tipicamente menor do que o
da proteina original. Assim, a enzima, em especial papaina

e quimotripsina, age tanto como protease quanto como este-
rase, sob condi¢des determinadas. Uma vez que a estrutura
e a sequéncia de aminodcidos dos produtos de plasteina sao
diferentes das da proteina nativa, esses produtos no geral
exibem propriedades funcionais alteradas. Quando a L-me-
tionina € incluida na mistura da reac@o, ela é covalentemente
incorporada aos polipeptideos recém-formados. Dessa for-
ma, a reacdo de plasteina pode ser explorada no sentido de
se melhorar a qualidade nutricional de alimentos proteicos
deficientes em metionina ou lisina.

5.9.2.3 Ligacdo cruzada de proteinas

A transglutaminase catalisa uma reagdo de transferéncia de
acil que envolve uma reacdo entre o grupo &-amino de resi-
duos lisil (receptor de acil) e o grupo amino de residuos de
glutamina (doador de acil), resultando na formagao de uma
ligacdo cruzada isopeptidica.

Essa reag@o pode ser usada na realizacdo da ligacdo cru-
zada de diferentes proteinas e na produgdo de novas formas
de proteinas alimentares que podem apresentar proprieda-
des funcionais melhoradas. Sob alta concentragio proteica,
a ligacdo cruzada catalisada pela tranglutaminase leva a
formacdo de géis e filmes proteicos, em temperatura am-
biente [85,90,91]. Essa reacao também pode ser usada para
melhorar a qualidade nutricional de proteinas por ligacdo
cruzada de lisina e/ou metionina aos residuos de glutamina
(Tabela 5.23) [58].

o o)
I I
(P)(CH=C =Ny + HNACH,) () —= (P)—(CHy)—C —NH-(CH),—~(P) + N,

Residuo glutaminil Residuo lisil

(5.121)
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