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INTRODUCAO:

As proteinas do soro do leite e as da ervilha tem alta relevancia na fabricacdo de ingredientes proteicos
com varios usos industriais, principalmente pela capacidade dessas proteinas de modular a consisténcia de
produtos que as utilizam (NUNES et al., 2019). Porém, quando submetidas a tratamentos térmicos, este pode
desencadear alteracdes estruturais com reflexos indesejaveis. Visto isso, a producéo de ingredientes proteicos
microparticulados surge como uma solucéo para produtos com alto teor de proteinas, que demandem elevada
estabilidade térmica (TANGER et al., 2021). Durante os processos de producdo de ingredientes
microparticulados, variaveis como o pH, caracteristicas da matéria-prima, condi¢des de tratamento térmico e
cisalhamento e o teor e natureza de agUcares redutores presentes podem impactar as caracteristicas do produto
obtido (WIJAYANTI et al., 2014; Tobin et al., 2010).

Na microparticulacdo, ao submeter proteinas globulares a altas temperaturas simultaneamente a um
intenso cisalhamento, as proteinas sofrem desnaturacdo, porém teremos preferencialmente a formacéo de
pequenos agregados proteicos (Spiegel, 1999). HA no mercado internacional a producao de ingredientes
proteicos microparticulados a base de proteinas do soro de leite. No entanto, a microparticulagéo de proteinas
vegetais ndo € amplamente explorada. Por isso, as proteinas de ervilha aparecem como boas candidatas para
o estudo dessa estratégia de inovacdo (TANGER et al., 2021).

METODOLOGIA:

Preparo das amostras:

As amostras foram preparadas a partir de concentrados proteicos de soro de leite e de ervilha contendo
80% m/m de proteinas. As amostras de proteinas do soro de leite foram preparadas na concentracao de 5%
m/m em pH 7 ou 4,5 e submetidas a tratamento térmico de 95°C por 15 min sob agitacdo de 12000 rpm. Apés
o tratamento as amostras forem resfriadas em banho de gelo e o pH foi reajustado para 7 quando necessario.
Controles foram previstos submetendo as amostras as mesmas condi¢des (cisalhamento e ajustes de pH), salvo
a etapa de aguecimento. Para as amostras de proteinas de ervilha, dispersées na concentragdo de 5% m/m em
pH 7 foram preparadas e submetidas & mesma temperatura e cisalhamento das amostras de proteinas do soro
de leite. No entanto, trés tempos de processo foram aplicados: (i) duas etapas subsequentes de 15 min com
resfriamento entre elas; (ii) duas etapas subsequentes de 30 min com resfriamento entre elas e (iii) 30 minutos



de tratamento ininterruptos. Controles reproduzindo o tempo e cisalhamento foram realizados. Amostras obtidas
foram congeladas e liofilizadas.

Gelificacdo termo induzida

Dispersfes proteicas das diferentes amostras em concentracao variavel foram preparadas em pH 7 e
submetidas a tratamento térmico a 95 °C por 15 minutos. O aspecto visual das amostras foi comparado para
avaliacao qualitativa do efeito do tratamento térmico.

Determinacdo da concentracao de grupos sulfidrila livres totais (SH):

A determinac¢do da concentracdo de grupos —SH livres totais foi realizada conforme Wang e colaboradores
(2012): Amostras de 1% (m/m) foram analisadas e o contetdo de SH foi calculado segundo Ellman (1959).

Eletroforese em gel de Dodecil sulfato de Sédio-Poliacrilamida (SDS-PAGE):

As fracdes insollveis das diferentes dispersfes proteicas preparadas em pH 7 foram avaliadas segundo
Laemmli (1970). Amostras de 0.5% (m/m) foram centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos a 25°C, e o
precipitado foi analisado por SDS-PAGE em condig¢des redutoras.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

Capacidade de Gelificacdo Termo Induzida:

As amostras produzidas foram testadas quanto sua capacidade de formacéo de gel termo induzido, para
verificar de forma qualitativa se os tratamentos de microparticulagdo resultaram em alguma alteracdo no
comportamento das proteinas quando submetidas a tratamento térmico adicional. A Figura 1 mostra claramente
0 comportamento esperado para este processo aplicado as proteinas do soro do leite. O comportamento, em
termos de formagé&o de gel, observado para as amostras de proteinas de soro do leite mantidas em pH 7 durante
todo o processo foi idéntico ao observado para as amostras que passaram pelo pH 4,5 durante a
microparticulacao. As dispersdes das proteinas do soro do leite foram preparadas na concentracao de 6% m/m
por ser a concentracgao critica de gelificacdo observada para o material controle (ndo submetido ao processo de
microparticulacdo). Para as amostras de proteinas de ervilha, a avaliacdo do efeito do processo de
microparticulagéo foi realizada em dispersdes a 9,5% m/m. A Figura 2 apresenta os resultados observados para
as diferentes amostras. Observou-se que o tratamento de microparticulacdo aplicado as proteinas de ervilha
fez com que as amostras ficassem mais fluidas quando submetidas a subsequente tratamento térmico,
indicando menor agregacao das proteinas.

Figura 1. Comparacao de formacéo de gel termo induzido entre amostras contendo proteinas de soro de leite na concentragéo de 6% m/m. (A) amostras
submetidas ao processo de microparticulagéo (5%m/m e pH 4,5). (B) Amostras ndo submetidas ao processo de microparticulacédo (controle).



Figura 2. Comparacéo de formag&o de gel termo induzido entre amostras contendo 9,5% m/m de proteinas de ervilha. (A), (B) e (C) amostras submetidas
a processos de microparticulacéo (tratamento aplicado em dispersdes de 5%m/m, e tempo variavel de tratamento). (D), (E) e (F) amostras controle
(submetidas ao cisalhamento, mas néo ao tratamento térmico). (A) e (D) tempo de processo de 60 minutos, divididos em dois tratamentos sucessivos de
30 minutos; (B) e (D) tempo de processo de 30 minutos, divididos em dois tratamentos sucessivos de 15 minutos; (C) e (F) tempo de processo de 30
minutos ininterruptos.

Determinacdo da concentracdo de grupos sulfidrila livres totais (SH):

A Figura 3 apresenta a concentragéo de grupos sulfidrilas livres totais em cada amostra. Nas amostras de
proteinas do soro de leite, nota-se um elevado teor de grupos -SH nas amostras controle, independente de pH
utilizado durante o processo, comparativamente com as amostras submetidas a microparticulagdo. Em
decorréncia do processo de microparticulacao, h4 uma consideravel reducdo da concentracdo de grupos —SH
totais das amostras. Esses resultados sugerem a formagéo de ligacdes dissulfeto entre as proteinas durante o
processo de microparticulagédo. Esses resultados explicam o comportamento de gelificagéo termo induzida das
amostras quando submetidas a subsequente tratamento térmico. A formacédo de ligacbes dissulfeto entre as
proteinas durante o processo de microparticulacdo acarreta uma diminuicdo da reatividade das proteinas

guando submetidas a tratamento térmico subsequente, afetam a capacidade das amostras em formar géis.

No caso das proteinas de ervilha, ndo sdo observadas alteracdes na concentracédo de grupos —SH livres
totais comparando as amostras microparticuladas com seus respectivos controles. Esses resultados sugerem
pouca participagdo de ligagdes dissulfeto na estabilizacdo de estruturas supramoleculares formadas entre essas
proteinas. E importante frisar a baixa concentracdo de aminoacidos sulfurados reportada para as proteinas de
ervilha.
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Figura 3. Concentracéo de grupos -SH livres totais. Amostras de proteina de ervilha (E) microparticuladas ou controle (C) submetidas a diferentes tempos
de tratamento (dois tratamentos sucessivos de 15 ou 30 minutos, e tempo de tratamento de 30 minutos ininterruptos). Amostras de proteinas do soro do
leite (W) microparticuladas ou controle (C) produzidas em diferentes pH (4,5 ou 7).

Eletroforese em gel de Dodecil sulfato de Sédio-Poliacrilamida (SDS-PAGE):

A Figura 4 apresenta o perfil eletroforético da porgdo insoluvel das diferentes amostras de proteinas de
soro de leite. Percebe-se que ha presenca de a-lactoalbumina (14,2 kDa) e B-lactoglobulina (18,3 kDa),
formando a porgdo insoluvel das diferentes amostras. Analisando qualitativamente, € perceptivel que a
intensidade da banda da B-lactoglobulina é maior, e mais intensa também nas amostras submetidas ao processo
de microparticulacéo, o que indica uma menor solubilidade destas proteinas apds o tratamento, em especial
guando este é realizado em pH 4,5.

Por sua vez, a Figura 5 representa o perfil eletroforético da porcao insolluvel das diferentes amostras de
proteinas de ervilha. As proteinas presentes na ervilha sdo a lipoxigenase (90-97 kDa), subunidades da vicilina
(~70-45 kDa), fracdo a (~40 kDa) e fracdo B (~20 kDa) da legumina e albumina (~10 kDa) (LAO, 2023). H4 uma
menor intensidade das bandas nas amostras microparticuladas (indicando maior solubilidade). Todas as bandas
caracteristicas das proteinas de ervilha sao encontradas na porcao insolivel das amostras, 0 que indica que
nenhuma proteina especifica € mais propensa a insolubilizacdo das condi¢gfes estudadas.
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Figura 4: Perfil eletroforético da frag&o insolivel das diferentes amostras de proteinas de soro de leite (W) submetidas aos processos de microparticulagéo
em diferentes pH (4,5 e 7) e seus respectivos controles (C). (P) indica o padrédo de massa molecular.
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Figura 5: Perfil eletroforético da fracdo insolivel das diferentes amostras de proteinas ervilha (E) submetidas aos diferentes processos de
microparticulacdo e seus respectivos controles (C). (P) indica o padrédo de massa molecular.

CONCLUSAO

Com este trabalho, foi possivel analisar o comportamento das proteinas globulares do soro do leite e da
ervilha quando submetidas a um tratamento térmico simultineo a um cisalhamento. O processo de
microparticulacdo afetou a gelificacdo/agregacdo das diferentes proteinas testadas. A estruturagdo de géis
formados pelas proteinas do soro de leite apresentou grande participacdo de ligacGes dissulfeto em sua
estabilizagdo. Para as proteinas de ervilha, a participagdo de outras interagfes na estabilizagdo dos géis
formados, como interac¢des hidrofébicas, parece ser mais relevante. Esses resultados abrem perspectivas para
a concepcao de processos de microparticulacdo adequados a proteinas vegetais.
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