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RESUMO

A denominacao gluten é dada para o conjunto de proteinas encontradas em
diversos cereais, sendo estas responsaveis por conferir a massa a coesdo e a
retencdo de gases durante a fermentacdo. As principais proteinas que compdem o
gliten séo a gliadina e a glutenina. Estas sao proteinas insolUveis em agua, sendo a
gliadina soluvel em solugdo alcodlica e glutenina solivel em solugdes &cidas e
alcalinas. Por serem as principais proteinas da farinha de trigo, o estudo do
comportamento térmico destas fragcBes proteicas é essencial para o projeto de
unidades de processamento desta matéria-prima. Entretanto, o processo de
separacdo e purificacdo destas proteinas tendem a alterar as propriedades fisico-
quimicas destas fracfes. Desta forma, este trabalho tem como objetivo avaliar as
fragOes ricas em glutenina obtidas da farinha de trigo (cultivar BRS-Parrudo —
Embrapa), separadas por quatro métodos de extracdo, sendo estes assim
denominados: extracdo padrédo, extragdo com adicdo de DTT (ditiotreitol), extracédo
por decantacdo e a extracdo direta. A quantidade de proteina obtida em cada
extracdo foi quantificada pelo método de Bradford, sendo que as massas molares
foram avaliadas por eletroforese em gel desnaturante SDS-PAGE. A temperatura de
desnaturacdo das fracGes proteicas foi determinada pela calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) e o grau de desnaturacéo destas fracdes foi avaliado por dicroismo
circular (CD). Na andlise de Bradford, as concentracBes de proteinas na extracao
padrdo, extracdo com adicdo de DTT e na extracdo por decantacdao foram de 0,20
mg/mL, 0,30 mg/mL e 0,16 mg/mL, respectivamente, enquanto que na extragao
direta foi obtida maior concentracdo de proteina, 8,87 mg/mL. Na extracdo direta
ocorre uma Unica etapa de extracdo, na qual sdo obtidas diversas fracdes proteicas,
além da fracdo de interesse. Isto pode explicar o fato da maior concentracdo de
proteina obtida nessa extracdo. As bandas identificadas na eletroforese para a
avaliacdo das massas molares foram: 86,7 + 2,9 Kda, para as fracdes de alta massa
molar, e 48,3 £ 0,5 KDa e 39,1 + 0,45 Kda, para as de baixa massa molar. A analise
das fracdes proteicas por dicroismo circular, revelou que as mesmas nao sofreram
desnaturacao durante os processos de extracdo. A analise de DSC para a avaliacao
das quatro diferentes extracées revelou uma pequena variacdo da temperatura de
desnaturacdo entre as amostras extraidas. Na extracdo padrdo e extracdo direta
foram obtidas as temperaturas de desnaturacdo de 64,3 £ 0,62°C e 67,2 £ 0,52°C,
respectivamente e o0s eventos térmicos foram endotérmicos, com variacdo de
entalpia de aproximadamente -3,95 J/g na extracdo padrdo e -10,80 J/g na extracdo
direta. Para a extragdo com adicdo de DTT, a temperatura de desnaturacao foi de
65,1 + 1,74°C e a variacao de entalpia de -12,68 J/g. Essas amostras passaram pelo
processo de dialise no intuito de eliminar interferentes. Foi observado uma pequena
variacdo nas temperaturas de desnaturacdo, porém o0s picos obtidos apresentaram
uma melhor definicdo, confirmando a eliminagcdo dos contaminantes. Este trabalho
demonstrou que o método de extracdo empregado pode alterar as propriedades das
proteinas do gluten, especificamente a glutenina, sendo a analise de DSC um
método robusto, rapido e confiavel para avaliacdo destes extratos. As fragBes de
glutenina extraida da farinha de trigo do cultivar BRS-Parrudo da Embrapa
apresentou temperatura de desnaturacao intermediaria, quando comparada com 0s
valores ja encontrados na literatura para outros cultivares.



PALAVRAS-CHAVE: Glaten, desnaturacdo, ditiotreitol (DTT), propriedades
fisico-quimicas



ABSTRACT

Gluten is the name given to the group of proteins found in some cereals, which
are responsible for conferring cohesion to the mass and retention of gas during
fermentation. The major proteins which comprise the gluten are gliadin and glutenin.
These proteins are insoluble in water. Gliadin is soluble in alcoholic solution and
glutenin is soluble in acidic and alkaline solutions. Because they are the major
proteins of wheat flour, the study of the thermal behavior of these protein fractions is
essential for the design of processing units of this raw material. However, the
process of separation and purification of these proteins tend to alter the
physicochemical properties of these fractions. Thus, this study aims to evaluate the
fractions ofglutenin obtained from wheat flour (BRS-stout - Embrapa) and separated
by four methods, which are named as: standard extraction, extraction with addition of
DTT (dithiothreitol ), extraction by decantation and the direct extraction. The amount
of protein obtained at each extraction was quantified by the Bradford method, and the
molecular weights were analyzed by gel electrophoresis on denaturing SDS-PAGE.
The denaturation temperature of the protein fractions was determined by differential
scanning calorimetry (DSC) and the degree of denaturation of these fractions was
assessed by circular dichroism (CD). The results showed that the protein
concentration in standard extraction, extraction by addition of DTT and decantation
were 0.20 mg / ml, 0.30 mg / ml and 0.16 mg / ml, respectively. It was observed that
direct extraction obtained a higher protein concentration, 8.87 mg / ml. In the direct
extraction which consists in a single extraction step, various protein fractions are
obtained with the fraction of interest protein. This may explain the fact that the
highest concentration of protein was obtained in this extraction. The bands identified
in electrophoresis for assessment of molecular weight were 86.7 + 2.9 kDa for the
high molecular weight fractions, and 48.3 + 0.5 kDa and 39.1 kDa + 0.45 for the low
molecular weight. The analysis of the protein fractions by circular dichroism revealed
that they did not undergo denaturation during the extraction process. The DSC
analysis for the evaluation of four different extractions revealed a small variation of
the denaturing temperature between the samples. In the standard extraction and
direct extraction were obtained the denaturation temperatures of 64,3 + 0,62°C e
67,2 = 0,52°C, respectively, thermal events were endothermic and the enthalpy
obtained was approximately -3.95 J / g in the standard extraction and -10.80 J / g for
the direct extraction. For the extraction with the addition of DTT, the denaturation
temperature was 65,1 + 1,74°C and the enthalpy change of -12.68 J / g. These
samples passed through the dialysis process in order to eliminate interfering. A small
change in denaturation temperature was observed, but peaks obtained showed a
better definition, confirming the removal of contaminants. This study demonstrated
that the type of extraction method can change the properties of gluten proteins,
specifically the glutenin, and the DSC analysis is a robust, fast and reliable method
for assessing these statements. The fractions of glutenin extracted from wheat flour
of BRS-stout Embrapa showed intermediate denaturation temperature when
compared with the values already found in the literature for other cultivars.

KEY-WORDS: Gluten, denaturation, dithiothreitol (DTT), physicochemical properties
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1. INTRODUCAO

Segundo dados da Embrapa (2013), a producéo nacional de trigo em 2013 foi
de 5,3 milhdes de toneladas, 22,4% maior que a producdo em 2012. O
processamento do grdo tem como objetivo principal produzir a farinha de trigo,
sendo gerados como subprodutos o farelo e o germe de trigo. A farinha de trigo &
composta principalmente por carboidratos, lipideos e proteinas. Dentre estes
compostos, as proteinas exercem grande influéncia sobre a qualidade e
caracteristicas esperadas aos produtos obtidos a partir da farinha de trigo.

Para compreender o comportamento das proteinas do trigo, se faz necessario
um aprofundamento nos aspectos fundamentais de proteinas e aminoéacidos. As
proteinas possuem propriedades especificas que podem ser explicadas pela
sequéncia de aminoacidos de sua cadeia. As proteinas do trigo de maior importancia
para a industria de alimentos sdo principalmente as que compdem o glaten e sao
divididas em: ndo formadoras do glaten (albumina e globulina), e as formadoras do
glaten (gliadina e glutenina).

O glaten é composto por proteinas capazes de formar uma massa
viscoelastica, caracteristica esta que nenhum outro cereal possui. Para uma
adequada formacdo da massa viscoelastica deve haver um equilibrio entre as
proteinas do gluten, a gliadina e a glutenina, devido as suas caracteristicas
especificas.

Visando garantir a qualidade, dos produtos a base de farinha de trigo a
industria de alimentos, sdo adicionados diferentes compostos a farinha, estes
geralmente interagem com as proteinas do gluten potencializando suas
caracteristicas, isso também ocorre devido as interacdes intramoleculares e
intermoleculares entre a gliadina e glutenina.

A gliadina é soluvel em alcool e confere extensibilidade a massa enquanto a
glutenina é solivel em solugbes alcalinas e confere elasticidade a massa. A
glutenina é dividida em gluteninas de alta massa molar e gluteninas de baixa massa

molar e em muitos trabalhos elas séo estudadas separadamente.
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Outra propriedade que devemos observar durante o processo de producéo,
dos alimentos a base de farinha de trigo, sdo as temperaturas utilizadas no processo
de producdo e condi¢cdes de tratamento, pois atuam diretamente na desnaturacao
dessas proteinas, influenciando na qualidade dos produtos.

Este trabalho tem como objetivo avaliar as propriedades térmicas da proteina
do gluten, glutenina, obtida por diferentes métodos de extracdo. A quantificacdo das
proteinas foi realizada pelo método colorimétrico de Bradford, a visualizacao foi
realizada por eletroforese em gel desnaturante SDS-PAGE. Nas analises de
eletroforese foram observadas as gluteninas de alta massa molar e as gluteninas de
baixa massa molar. A estabilidade das proteinas aos métodos de extragdo foi
verificada por Dicroismo Circular.

A técnica de DSC possibilitou a avaliacdo das temperaturas de desnaturacao
das proteinas do glaten de trigo isoladamente ou com 0s interferentes presentes na
farinha.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar os diferentes métodos de extracao
das Fragbes Ricas em Glutenina e posteriormente pela Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC) foi determinado o perfil térmico e temperatura de desnaturacéo
das fracdes ricas em glutenina.

2.2.0Dbjetivos especificos

Para que o objetivo geral seja alcangcado as seguintes metas foram propostas:

v Extrair as fragdes ricas em glutenina da farinha de trigo do cultivar
BRS-Parrudo da Embrapa,;

v'Quantificar (Método de Bradford) e visualizar se houve a extracédo das
fracOes ricas em glutenina por Eletroforese SDS-PAGE;

v'Avaliar por Dicroismo Circular se ocorreram alteragdes na estrutura
molecular das fracdes ricas em glutenina,

v'Analisar o perfil térmico das fracdes de glutenina, por Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC);
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3. REVISAO DA LITERATURA

Neste item foi abordada a producdo de trigo, suas aplicacbes e seus
constituintes de interesse para a industria de massas e panificacdo, em especial 0
gluten. Esse grupo proteico encontrado na farinha de trigo possui duas proteinas
principais que sao de extrema importancia para as suas propriedades funcionais do
gldten, a gliadina e a glutenina. Por serem 0s constituintes centrais deste trabalho,
esta revisdo de literatura abordard as principais caracteristicas fisico-quimicas
destas proteinas. Entretanto, para que tais propriedades pudessem ser descritas,
uma revisdo sobre os aspectos fundamentais das proteinas e as principais

caracteristicas do trigo, também foram apresentadas.

3.1.Trigo: producéo, constituintes e aplicacbes

O trigo (Triticum aestivum) é uma planta de ciclo anual, sendo que seu
cultivo inicia durante o inverno e é finalizado durante a primavera. A partir da farinha
de trigo podemos encontrar 0s seguintes produtos: paes, massas alimenticias,
bolos, biscoitos entre outras variedades. A producéo anual no Brasil oscila entre 5 e
6 milhdes de toneladas, e as regides de cultivo sdo: regibes Sul (RS, SC e PR),
Sudeste (MG e SP) e Centro-oeste (MS, GO e DF), sendo que cerca de 90% da
producéo de trigo se concentra na regido Sul do Brasil. O consumo do gréo no Brasil
esta em torno de 10 milhdes de toneladas por ano, o que gera um déficit de 5 a 6
milhdes de toneladas na balanca comercial (EMBRAPA, 2013).

Os grdos de cereais, como todos o0s materiais bioldgicos, possuem sua
composi¢do quimica bastante variada. O contetdo de proteinas no trigo pode variar
entre 6% a 27% porém, em lotes comerciais, 0 conteudo de proteina sempre esta
entre 8% e 16% (HOSENEY, 1991; WONG, 1995), podendo possuir
aproximadamente 70% de amido e 2% de lipideos (WONG, 1995). Na industria de
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7

massas, panificacdo e outras, nas quais o trigo é matéria-prima, a diferenca na
qualidade final dos produtos pode estar relacionada a diferengas na composicao das
proteinas do trigo (RODRIGUES, 2009; HOSENEY, 1991).

As proteinas dos cereais, principalmente do trigo, tém sido classificadas por
alguns autores, de acordo com sua solubilidade e divididas em quatro categorias
(RODRIGUES, 2009; HOSENEY, 1991; WONG, 1995):

I. Albuminas: proteinas sollUveis em agua, e sua solubilidade ndo se alteram
na presenca de sais. Na presenca de calor estas proteinas sofrem coagulacéo.

Il. Globulinas: proteinas insolUveis em agua, porém sollUveis em solucdes
salinas de baixa concentracdo, sendo insoliveis em solucbes salinas de alta
concentracao.

lll. Prolaminas: proteinas solUveis em solu¢des alcodlicas.

IV. Gluteninas: proteinas sollveis em acidos ou bases diluidas.

As prolaminas sdo encontradas apenas nos cereais e algumas gramineas,
sendo que no trigo essa fracdo de proteinas é chamada de gliadina.

As gliadinas e gluteninas sdo as proteinas de grande interesse industrial e
correspondem a cerca de 80% das proteinas do trigo (WONG, 1995).

A fim de compreender o comportamento das proteinas do trigo durante o
processamento industrial, sera realizada uma abordagem dos aspectos

fundamentais envolvendo as proteinas e os aminoacidos que as compdem.

3.1.1. Cultivar BRS-Parrudo

Desde a primeira metade do século 20, a Embrapa Trigo, vem realizando
diversos trabalhos para a melhoria dos cultivares de trigo com a coevolugao de
sistemas de producéo e de melhoramento genético, onde as plantas tem resisténcia
elou tolerancia para um novo sistema de preparo do solo. Outros itens avaliados

para o0 melhoramento genético da planta sdo: maior produtividade de graos,
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avaliacdo de perdas causadas por pragas, doencas e estresses, adaptacdo as
condi¢bes de clima, entre outras.

Com resultados de 30 anos de pesquisa foi desenvolvido a cultivar BRS-
Parrudo com genética que agrupa caracteristicas agrondémicas importantes, além de
apresentar grdos duros, vermelhos e vitreos, conferindo assim uma farinha de
elevada forga de glaten.

Em relacédo a qualidade tecnoldgica, preliminarmente classificada como Trigo
Melhorador, podendo assim empregar essa cultivar na producdo de massas
alimenticias secas, biscoitos tipo “cracker”, panificacdo industrial e para a
panificacdo em geral mesclado com trigo de gluten mais fraco.

O cultivar BRS-Parrudo foi indicado para semeadura nos estados do Rio

Grande do Sul e Santa Catarina, conforme registro no MAPA.

3.2.Proteinas e Aminoacidos

As proteinas s&@o polimeros complexos e desempenham um papel
importante em todos os sistemas bioldgicos. As proteinas sdo compostas por 20
aminodacidos diferentes, sendo estes ligados uns aos outros por meio de ligacdes
peptidicas (FENNEMA, 2010; HOSENEY, 1991; WALSTRA, 2003).

Os aminoécidos diferem entre si pela natureza quimica, forma e tamanho do
grupo R da cadeia lateral (FIGURA 1), e possuem em sua estrutura um grupamento
acido (carboxila) e outro amino, que participam das ligacdes peptidicas. As
propriedades fisico-quimicas das proteinas, como carga liquida, solubilidade,
reatividade quimica e potencial de ligagdo com hidrogénio, dependem da natureza
quimica do grupo R, também denominado de grupamento lateral ou grupamento
secundario (FENNEMA, 2010; HOSENEY, 1991; WALSTRA, 2003).
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Grupo COC-  Carboxila
Amino |
Hg™—C—H
| Carbono a
R

Cadeia lateral

FIGURA 1 — ESTRUTURA PRINCIPAL DOS AMINOACIDOS.
FONTE: FENNEMA, 2010.

A formagédo de ligacdes covalentes com outros grupamentos € possibilitada
pela reatividade quimica de cada grupamento lateral. Podemos também atribuir a
facilidade na formacao de ligacdes de hidrogénio, como doador de hidrogénio (-OH e
=NH) ou como recebedor de hidrogénio (=0, -O-, =N- e —S-) (WALSTRA, 2003).

A solubilidade das proteinas em agua € afetada pelo grupamento lateral
assim como a conformacgdo da sua cadeia. Os grupamentos de aminoacidos que
possuem cargas contribuem para esta caracteristica de solubilidade das proteinas,
ja os grupamentos alifaticos e o0s grupamentos aromaticos, ndo possuem esta
caracteristica devido a sua hidrofobicidade, tendo como excecao a histidina (His)
devido ao grupamento positivo, e a tirosina (Tyr) pela presenca do grupamento =OH
(WALSTRA, 2003).

Tabela 1 apresenta os aminoacidos de acordo com sua classificacdo e

polaridade.
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TABELA 1 — CLASSIFICACAO E POLARIADADE DOS AMINOACIDOS.

Apolar
Alanina
Valina
Leucina Aminoacidos Alinfaticos
Isoleucina
Prolina
Fenilalanina _ _ _
. Aminoacidos Aromaticos
Triptofano
Metionina Aminoacido Sulfurado
Polar ndo carregado
Glicina Aminoacido Alinfatico
Tirosina Aminoacido Aromatico
Aspargina S _
_ Aminoacido com grupo amida
Glutamina
Serina _ . _ _
_ Aminoécidos Hidroxilados
Treonina
Cisteina Aminoacido Sulfurado
Grupamento positivo basico
Lisina
Arginina Aminoacidos Basicos
Histidina

Grupamento negativo acido

Acido aspartico

Acido glutamico

Aminoacidos Acidos

FONTE: (FENNEMA, 2010).

A maioria das proteinas possui, em sua estrutura o aminoacido cisteina, o

hY

qual é fortemente hidrofébico e muito reativo devido a presenca do grupamento

sulfidrico (SH-) (FIGURA 2). A cisteina € uma das principais responsaveis pelas

ligagOes intramoleculares e intermoleculares nos sistemas proteicos por meio das

chamadas ligacGes dissulfeto (FIGURA 3), conferindo & proteina a sua estrutura
secundéria (HOSENEY, 1991; NELSON, 2011).
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Grupo Sulfridril

FIGURA 2 — AMINOACIDO CISTEINA FIGURA 3 - LIGAGOES DISSULFETO
FONTE: HOSENEY, 1991 FONTE: HOSENEY, 1991.

A massa molar e a estrutura das proteinas podem variar consideravelmente.

Na secdo seguinte tais caracteristicas das proteinas serdo abordadas em detalhes.

3.2.1. Estrutura das proteinas

Nas proteinas a sequencia de aminoacidos e o comprimento da cadeia varia
consideravelmente, influenciando na sua estrutura, propriedades fisico-quimicas,
propriedades biolégicas e funcéo. A estrutura primaria (FIGURA 4) é o primeiro nivel
de organizacéao estrutural das proteinas e refere-se a uma sequéncia linear, onde os
aminoacidos estdo ligados covalentemente por ligagdes amida ou ligacdes
peptidicas (FENNEMA, 2010; HOSENEY, 1991; WALSTRA, 2003).

A estrutura secundéaria (FIGURA 4) € o arranjo espacial das proteinas
promovido pelos seus constituintes aminoacidos (residuos de aminoéacidos),
podendo ser helicoidais ou B-folha (FENNEMA, 2010; HOSENEY, 1991; WALSTRA,
2003).

Na estrutura terciaria (FIGURA 4) o arranjo espacial linear da proteina com
fragmentos de uma estrutura secundaria se dobra ainda mais, formando assim uma
estrutura tridimensional compacta. Esse fenbmeno depende de vérias interagdes
entre os aminoacidos da cadeia, como interacdes hidrofobicas, forcas de Van der
Waals e ligacbes de hidrogénio. Essa estrutura modifica as propriedades fisico-
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quimicas das proteinas, como sua solubilidade (FENNEMA, 2010; HOSENEY, 1991;
WALSTRA, 2003).

Estrutura Primaria Estrutura Secundaria Estrutura Terciaria

e ————— -

Residuos de aminoacidos o Hélice Cladiia pokoaihen

FIGURA 4 — ESTRUTURA DAS PROTEINAS.
FONTE: adaptado de NELSON (2011).

A formacao da estrutura tridimensional de uma proteina é bastante complexa
e ocorre pelo processo de dobramento de uma cadeia polipeptidica aleatéria. Essa
transformacdo € espontanea e lenta, onde a estrutura passa de um estado
desordenado para um estado ordenado, sendo que as interacdes intramoleculares
ndo covalentes facilitam tal transformacdo (FENNEMA, 2010; HOSENEY, 1991;
WALSTRA, 2003). Quando tem-se a acdo de um agente externo, o qual desenovela
a estrutura das proteinas ocorre o processo de desnaturacdo e este fenbmeno que

ocorre com as proteinas sera abordado a seguir.

3.2.2. Desnaturacdo das proteinas

A desnaturacao proteica € um fenbmeno que ocorre quando, pela acdo de um
agente desnaturante, a proteina transforma sua estrutura inicial (ativa) em uma
estrutura final desordenada (inativa). A perda da conformacéo nativa leva a perda da

sua atividade biologica, diminui sua solubilidade em agua pela exposicdo de mais
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grupos hidrofébicos, aumenta sua reatividade com componentes externos ou com
grupos da préopria molécula, promove uma maior suscetibilidade as enzimas
proteoliticas, entre outras alteracbes (FENNEMA, 2010; HOSENEY, 1991;
WALSTRA, 2003).

A desnaturagdo geralmente ocorre quando observamos mudangas no
ambiente natural das proteinas, tais como; pH, forca ibnica, temperatura,
composicdo do solvente. Ao eliminarmos esse agente desnaturante ou a forca que
estd favorecendo a desnaturacdo, a proteina assume a sua conformacgao
termodinamicamente mais favoravel, podendo inclusive retornar a sua forma original,
0 que caracteriza uma desnaturacao reversivel.

Em alimentos podemos observar que apds a desnaturacdo das proteinas,
estas perdem a sua solubilidade e suas propriedades funcionais, porém nem sempre
esse processo € indesejavel, como por exemplo, no melhoramento das propriedades
emulsificantes e de formacgéo de espuma na interface 6leo-agua utilizando proteinas
parcialmente desnaturadas, outro exemplo € a desnaturacdo térmica das proteinas
de leguminosas melhorando assim sua digestibilidade, sendo que a grande maioria
das proteinas sdo melhores digeridas quando estdo parcialmente desnaturadas,
porém a desnaturacdo proteica deve ser bem avaliada de acordo com a finalidade
do produto a ser processado (FENNEMA, 2010; HOSENEY, 1991).

O aquecimento € um dos principais procedimentos tecnolégicos que afetam a
estrutura das proteinas e as suas propriedades funcionais na maioria das
formulacdes de alimentos (RELKIN & LAUNAY, 1990), visto que o calor tem efeitos
complexos nas fracas ligagcbes da proteina, principalmente nas ligacdes de
hidrogénio. Quando ocorre um aumento gradual da temperatura, a conformacéao
proteica em geral permanece intacta, até que em uma determinada temperatura
ocorre a perda abrupta da estrutura e funcdo da proteina. Este comportamento
sugere que o desdobramento proteico € um processo cooperativo, ou seja, a perda
da estrutura em uma parte da proteina desestabiliza as outras partes (NELSON &
COX, 2002).
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3.2.3. Dicroismo Circular

Para a avaliacdo da conformacdo e estabilidade térmica de proteinas
(desnaturacédo) podemos utilizar a espectroscopia de Dicroismo Circular (CD, de
circular dichroism). Trata-se de uma técnica relativamente simples, que utiliza
pequena quantidade de amostra e de facil obtencdo na coleta de dados. O CD
refere-se a absorcédo diferencial da luz circularmente polarizada. Os espectros para
proteinas sdo obtidos nos comprimentos de onda na regido ultravioleta do espectro
eletromagnético. Esses espectros fornecem informagBes sobre a estrutura
secundéria da proteina, estimando a fracdo da molécula que se apresenta como o-
hélice, conformac&o B, ou conformacgdo randdmica (CORREA & RAMOS; 2009).

O grafico apresentado na Figura 5 representa o espectro para as estruturas
de a-hélice e B-folha, e conformacdo randémica. Para as estruturas de a-hélice
observamos duas bandas negativas de similar magnitude em 222 nm e 208 nm e a
banda positiva em aproximadamente 190nm. Para a conformacdo B é observada
uma banda negativa entre 210 nm e 220 nm e uma banda positiva entre 200-195
nm. Para conformacéo randémica observa-se uma banda em 200 nm (CORREA &
RAMOS; 2009).
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a-Hélice

—— B-Folha
Formacao Randomizada

Elipsidade Molar (deg.cm2.dmol-1)

A

w A 2

190 200 2710 220 230 240 250

Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 5 — ESPECTRO DE DICROISMO CIRCULAR PARA ESTRUTURA DE a-HELICE, B-FOLHA
E CONFORMACAO RANDOMICA.
FONTE: adaptado de NELSON (2011).

Nesse trabalho avaliaremos se houve ou ndo desnaturacdo das proteinas

utilizando a técnica de Dicroismo Circular.

3.2.4. Quantificacdo das proteinas

A quantificac@o de proteina pode ser determinada pelo método oficial utilizado
em andlises de alimentos, método de Kjeldahl (VERBRUGGEN, 1998). O método
consiste em aquecer a amostra em acido sulfarico (H,SO,4) concentrado para que
ocorra a eliminacédo do carbono e do hidrogénio da amostra devido a sua oxidacao.
Para a aceleracdo dessa reacdo utilizamos catalisadores como mercurio, cobre,
selénio e sulfato de potassio (K,SO,4) aumentando o ponto de ebulicdo na digestdao O
nitrogénio da amostra € reduzido e transformado em sulfato de amonia ((NH4)2SOy,).

Logo ap6s a primeira etapa (digestao), adiciona-se hidréxido de sédio (NaOH)
concentrado e aquece-se novamente a solucdo para promover a liberacdo da

s

amonia. Posteriormente é adicionado, ao conteudo evaporado, um volume
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conhecido de uma solugdo de &cido bdrico (HsBOj3), formando borato de aménia
((NH4)3BO3). Em seguida é realizada uma titulacéo utilizando acido cloridrico padréao
(HCI) afim de quantificar o borato de aménia (CECCHI, 2003; OTLES, 2005).

Outro método para a quantificacdo de proteinas, porém pouco utilizado em

7

andlises de alimentos € um método colorimétrico, ou também conhecido como
Método de Bradford. E um método no qual o contetido proteico € mensurado a partir
da quantificacdo das ligacBes peptidicas das proteinas. Por meio da ligacdo da
proteina com o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 (FIGURA 6). A interacao
entre a proteina de alta massa molar e o corante Coomassie Brilliant Blue G-250
provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica, que absorve
fortemente a luz na faixa de 595 nm, a qual é monitorado no espectrofotbmetro.
Embora este corante possa existir na forma catidénica, neutra ou aniénica, € somente
na sua forma anidnica que este se complexa com as macromoléculas das proteinas
(BRADFORD, 1976; COMPTON & JONES, 1985).

Esse método é de facil reproducdo e de rapido resultado, sendo que o
processo de ligacdo da proteina com o corante é concluido em cerca de 2 minutos,

com uma boa estabilidade de cor durante 1 hora (BRADFORD, 1976).
CH3 H,y Csz
Q—cm NCHZ—Q

0C,Hy

FIGURA 6 — ESTRUTURA QUIMICA DO CORANTE COMASSIE AZUL BRILHANTE
FONTE: Compton & Jones (1985).

Como vimos até o momento todas as proteinas possuem caracteristicas
particulares, as quais conferem a individualidade a cada uma delas. As proteinas do
trigo (glaten), por exemplo, possuem propriedades especificas de grande

importancia para a indastria de alimentos. A secdo seguinte aborda as principais
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caracteristicas e funcionalidades das proteinas que comp&em o glaten da farinha de
trigo.

3.3.Gluten do trigo

O gluten é composto pelas principais proteinas do trigo, e estas sao unicas
por possuirem capacidade de formar uma massa viscoelastica responsavel por
aprisionar o gas (CO,) durante a fermentagéo. Para que haja a formacao do glaten
faz-se necessario adicionar a farinha, 4gua e energia mecanica suficiente para a
interacdo das proteinas do trigo. Possuem também propriedades funcionais
especificas, que podem alterar as caracteristicas do alimento durante seu preparo,
processamento e armazenamento e ndo possuem atividade enzimética (FENNEMA,
2010; HOSENEY, 1991; WONG, 1995).

A “rede de gluten” é formada devido a presencga das proteinas gliadina e
glutenina, que perfazem 80% do total das proteinas da farinha.

Ao promovermos a mistura da massa, as proteinas desdobram-se, expondo
suas cadeias e facilitando as interagbes (WONG, 1995; FENNEMA, 2010). A
albumina e a globulina ndo possuem tal capacidade e por isso ndo sao consideradas
formadoras da rede de gluten. A FIGURA 7 apresenta um esquema ilustrativo da

estrutura do gluten (rede de gluten) a partir da gliadina e da glutenina.
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& 58

Gliadina Glutenina

g

Gluten (gliadina + gluetnina)

FIGURA 7 — ESTRUTURAS DO GLUTEN, GLIADINA E GLUTENINA.
FONTE: adaptado de FASANO (2011).

As interacdes que ocorrem entre proteinas do gluten, podem ser atribuidas a
sua composicdo de aminodacidos, apresentada na Tabela 2 onde observamos que
mais de 40% de seus residuos é de Acido Glutamico (Glu), em sua maioria sob a
forma de sua amida, a Glutamina (GIn) e de Prolina (Pro). A baixa solubilidade do
glaten em &gua é atribuida a pequena quantidade de Lisina (Lys) no seu residuo de
aminoacidos. Os aminoacidos que compreendem as proteinas do gluten apresentam
cerca de 30% de residuos hidrofébicos (FENNEMA, 2010; HOSENEY, 1991;
WONG, 1989).



30

TABELA 2 — COMPOSICAO DE AMINOACIDOS DAS PROTEINAS DO GLUTEN: GLUTENINA E
GLIADINA.

HOSENEY, 1991 e WONG, 1995.
Aminoacido Glutenina (mol/10°g | Gliadina (mol/10°g de
de proteinas) proteinas)

Cisteina (Cys) 10 10
Metionina (Met) 12 12
Ac. Aspartico (Asp) 23 20
Treonina (Thr) 26 18
Serina (Ser) 50 38
Ac. Glutamico (Glu) 278 317
GlIx* - -

Prolina (Pro) 114 148
Glicina (Gly) 78 25
Alanina (Ala) 34 25
Valina (Val) 41 43
Isoleucina (lle) 28 37
Leucina (Leu) 57 62
Tirosina (Tyr) 25 16
Fenilalanina (Phe) 27 38
Lisina (Lys) 13 5

Histidina (His) 13 15
Arginina (Arg) 20 15
Triptofano (Trp) 8 5

Onde: 2Glx corresponde & mistura de Glu (ac. glutdmico) e GIn (glutamina). A
maior parte da Glx das proteinas do trigo é encontrada sob a forma de GIn
(glutamina).

As proteinas do glaten possuem um baixo nivel de cargas, o que nos leva
observar que as forcas de repulsdes internas sdo pequenas, porém as cadeias de
proteinas podem interagir entre si mais facilmente, sendo este aspecto favoravel na
formacao da massa (HOSENEY, 1991).

Os residuos dos aminoacidos contribuem muito para sua capacidade em
formar agregados proteicos por meio de interacées hidrofébicas, como por exemplo

ligagBes com lipideos e outras substancias ndo polares (FENNEMA, 2010).



31

3.4.Gliadina e Glutenina

De todos os cereais apenas o trigo possui habilidade de formar “massa forte”
e coesa, na qual suas moléculas estdo unidas apresentando maior dificuldade para
0 seu rompimento. Esta caracteristica € a responsavel pela capacidade da massa de
trigo de reter gas (CO,) durante a fermentacdo (HOSENEY, 1991). A propriedade de
coesdo do glaten confere as suas proteinas, a gliadina e glutenina, se unirem
fortemente ndo havendo o rompimento da rede de glaten formada. Para uma
adequada formacdo da rede de gluten deve-se haver um equilibro entre a
viscosidade e elasticidade da massa, pois essas caracteristicas dependem da
proporcao entre as proteinas gliadina e glutenina (KHATKAR et al., 2012; BARAK et
al., 2012).

A elasticidade é a propriedade que a massa possui quando, aplicando sobre
ela uma forca, a qual a distende, e ao retirarmos essa forca, a massa retorna a sua
forma original. Quando aplicamos a mesma forca na massa para distendé-la e ao
retirarmos essa forca, esta ndo retorna a sua forma original, essa propriedade é
chamada de extensibilidade (MANDARINO, 1994).

As gliadinas, s@o proteinas solUveis em alcoois, conferem extensibilidade a
massa e quando hidratadas tendem a se comportar como um liquido viscoso
(KHATKAR et al, 2012). A massa molar média das gliadinas é de 40.000Da,
podendo variar entre 32.000 a 42.000Da e em alguns casos chegando a 47.000 Da
(HOSENEY, 1991; WONG, 1995). Segundo WONG (1995) os residuos de
aminoéacidos da gliadina sdo compostos principalmente por acido glutamico na forma
de glutamina (38% a 56%) e prolina (15% a 30%). Ainda segundo WONG (1995), os
residuos de aminodcidos bésicos lisina, arginina e histidina sdo encontrados em
pequena quantidade na gliadina. As gliadinas apresentam estrutura secundaria e a
maioria das ligacbes encontradas sdo pontes dissulfeto intramoleculares
(HOSENEY, 1991; WONG, 1995).

As gluteninas confere ao gluten alta elasticidade, porém baixa extensibilidade.
Esta classe € composta por um grupo heterogéneo de proteinas (gluteninas de alta
massa molar e gluteninas de baixa massa molar) que apresentam pontes dissulfeto

intramoleculares e intermoleculares, com massas molares que variam entre 12.000 a
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130.000 Da, chegando a milhdes. De acordo com a sua massa molar podemos
dividi-las em gluteninas de alta massa molar (HMW) com valores acima de 95.000Da
e gluteninas de baixa massa molar (LMW) com valores abaixo de 95.000 Da. As
gluteninas estdo unidas entre si por pontes dissulfeto intermoleculares (HOSENEY,
1991; WONG, 1995; FENNEMA, 2010).

3.5.Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As andlises térmicas reinem o conjunto de técnicas capazes de avaliar o
comportamento térmico dos sistemas em condi¢cbes programadas de temperatura
(MOTHE, 2002). Nesta secdo abordaremos a técnica, de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), técnica muito util no estudo do comportamento térmico de
sistemas proteicos.

Alguns exemplos de eventos térmicos que sdo desencadeados pela variacédo
da temperatura sdo a decomposicdo, a cristalizacdo, a transi¢cao vitrea, mudancas
de pesos, entre outros (MATOS, 2012).

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) é definida como uma analise na
qgual é medida a variacdo de entalpia de uma amostra e sua referéncia ao sofrer
aguecimento ou resfriamento. A variacdo da entalpia € detectada pela variacdo da
temperatura associada com as alteracfes fisicas ou quimicas que possam ocorrer
na amostra, mudanca de fase ou também reacdes de desidratacdo, de dissociacao,
de decomposicdo, entre outras capazes de causar variagcdes de temperatura entre a
amostra e a referéncia (HATAKEYAMA & QUINN, 1994; TAN e CHE MAN, 2002).

O DSC permite determinacdes quantitativas, pois a area dos picos esta
relacionada com a energia envolvida no processo. Na FIGURA 8 é possivel observar
uma curva tipica das analises de DSC (BERNAL et al., 2002).
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FIGURA 8 — CURVA TIPICA DE DSC, | — MUDANCA DA LINHA DE BASE SEM PICO; Il E lll —
PICOS ENDOTERMICOS; IV — PICO EXOTERMICO.
FONTE: adaptado de Bernal (2002).

Na andlise dos dados apresentados graficamente no DSC, quando é
observado algum evento térmico, este apresenta um desvio na linha de base. Os
dados obtidos na analise do DSC podem ser: capacidade calorifica de materiais,
variagdo da entalpia (AH) e temperatura dos eventos térmicos (BROWN, 2004). As
analises de DSC séo utilizadas para o estudo da transi¢ao vitrea, envelhecimento de
materiais termoplasticos, grau e qualidade da cristalizacdo, fenémenos
calorimétricos em alimentos assim como desnaturacdo proteica (MATOS, 2012;
BILIADERIS, 1983).

3.5.1. Estudo das proteinas do glaten de trigo, glutenina, por

Calorimetria Exploratéria Diferencial.

As proteinas formadoras do gluten sdo muito estudadas com o intuito de
auxiliar na melhor da qualidade dos produtos a base de farinha de trigo. Sabe-se
gue durante o processo de assamento do pao, para manter a estrutura da massa, é

importante estudarmos a desnaturacdo das proteinas do trigo (WANG, et al., 2014).
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Durante o assamento da massa, as altas temperaturas desnaturam as proteinas do
trigo, evitando a interacdo entre elas e também com outros compostos, melhorando
a formacéo da rede de gluten (WONG; 1989).

Alguns estudos foram realizados para a avaliacdo das temperaturas de
desnaturacdo das proteinas da farinha de trigo e seus compostos. Para a glutenina
as temperaturas obtidas nos estudos foram dois picos de 64,3°C e 84,2°C. Ledn, et
al. (2003) estudaram os perfis térmicos das proteinas da farinha de trigo e dos
demais componentes da farinha, observando que os eventos térmicos das proteinas
do trigo sdo todas endotérmicos. Avaliaram também a influéncia do contetdo de
agua nas amostras, observando que houve uma diminuicdo nas temperaturas onde
ocorrem 0s eventos térmicos.

Estudos realizados por Rodrigues et al. (2005) em diferentes cultivares de
trigo, verificaram a variacdo das temperaturas de desnaturacdo, das proteinas que
formam o gldten, por analises de DSC, neste mesmo estudo as temperaturas de
desnaturacdo para a glutenina foram de 53,1°C e 38,8°C para os diferentes
cultivares.

Nos estudos de Wang et al. (2014) foi correlacionada as temperaturas de
desnaturacdo das proteinas do trigo com o periodo de armazenamento dessas
proteinas congeladas, sendo que ndo foram observadas grandes variacbes nas
temperaturas dos eventos térmicos. Para as fracdes de gluteninas foram obtidos
valores de temperaturas de 53,12°C e ap0s o armazenamento a temperatura de
desnaturacao variou para 54,7°C.

Sendo assim serdo avaliados os eventos térmicos de desnaturacdo das
Fracbes Ricas em Glutenina extraidas pelos diferentes métodos utilizados nesse

trabalho.
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4. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados quatro diferentes métodos de extracdo das
fracOes ricas em glutenina da farinha de trigo. Neste capitulo sdo apresentadas as

metodologias de extracdo, quantificacao e identificacdo destas fracdes proteicas.

4.1. Material

Para esse trabalho foi utilizada farinha de trigo cedida pela EMBRAPA,
Cultivar BRS-PARRUDO. Amostras de aproximadamente 400g da farinha foram
armazenadas a vacuo em temperatura ambiente local de aproximadamente 24°C.
Os reagentes utilizados foram: agua tipo 1 (Elga, Modelo Purelab Ultra, Inglaterra),
agua tipo 2 (Vexer, Modelo Smart N°161/12 VOS, Curitiba, Brasil), solucdo de Tris
(GE Healthcare) HCI (5T Baker) pH 8, solugcdo de KCI (Vetec), solucdo de EDTA
(Sigma Aldrich), &lcool 1-propanol (Sigma Aldrich e Synti), solucdo de SDS
(dodecilsulfato de sédio) (GE Healthcare), solucdo de DTT (ditiotreitol) (Sigma
Aldrich), Albumina de Soro Bovino (Invitrogen), Comassie Brilhante Blue G-250
(Sigma Aldrich), Etanol (5T Baker), Glicina (GE Healthcare), B-Mercapto (Sigma
Aldrich).

4.2.Métodos de extracdo de proteinas

Nesse trabalho foram utilizados 4 métodos de extragdo sendo assim
identificados: Extracdo Padrdo, Extracdo com adicdo de DTT, Extracdo por

Decantacgao e Extracao Direta.
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4.2.1. Extragdo Padréo

O primeiro procedimento de extracdo utilizado nesse trabalho foi desenvolvido
a partir da metodologia descrita por Leon et al., (2003). Este procedimento consistiu
na extracdo das proteinas da farinha de trigo por meio da solubilizacdo 20 g da
farinha em 100 mL do solvente especifico para cada proteina a ser extraida
(TABELA 3). A solucdo de farinha com solvente foi agitada por 30 minutos em
agitador magnético com rotacdo de aproximadamente 50 rpm e posteriormente
centrifugada a 3493.g (5000 rpm) durante 10 min. Os sobrenadantes da
centrifugacéo foram armazenados e os precipitados solubilizados novamente com o
solvente especifico da proxima etapa de extracdo. Apds todas as etapas de extracao
o precipitado final (precipitado 4) foi descartado. A Figura 9 apresenta as etapas da

Extracdo Padrao:

TABELA 3 — SOLVENTES UTILIZADOS NA EXTRACAO PADRAO PARA CADA UMA DAS
PROTEINAS EXPECIFICAS DA FARINHA DE TRIGO.

ETAPA DE SOLVENTE (100mL) PROTEINA

EXTRACAO EXTRAIDA
12 Agua osmolizada Albumina
Solucéo de 50mM Tris HCI,
22 pH 8 + 100mM KCI + 5mM Globulina
EDTA
3a Solucéo aquosa de 1-propanol Gliadina

50% (Vv/v)

Solugéo aquosa de 1-propanol
4a 50% (v/v) contendo 1% de Glutenina
SDS (v/v)
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FIGURA 9 — FLUXOGRAMA DA EXTRACAO PADRAO DAS PROTEINAS DO TRIGO

Apos o procedimento de extracdo a fragdo rica em Glutenina foi congelada

por 24h & aproximadamente -20°C, sendo na sequéncia liofilizada e armazenada em

dessecador.

4.2.2. Extracdo com adicdo de DTT

A Extracdo com adicdo de DTT (ditiotreitol) seguiu a mesma metodologia

descrita no item 4.2.1, porém em cada uma das solucbes dos solventes foi

adicionado 1 mM de DTT conforme a TABELA 4.
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TABELA 4 — SOLVENTES UTILIZADOS NA EXTRAGCAO COM ADICAO DE DTT PARA CADA UMA
DAS PROTEINAS EXPECIFICAS DA FARINHA DE TRIGO.

ETAPA DE PROTEINA
EXTRACAO SOLVENTE (100mL) EXTRAIDA

Agua osmolizada + 1mM de

a
1 DTT

Albumina

Solucéo de 50mM Tris HCI,
22 pH 8 + 100mM KCI + 5mM Globulina
EDTA + 1mM de DTT

3a Solugéo aquosa de 1-propanol

50% (v/v) + 1mM de DTT Gliadina

Solugéo aquosa de 1-propanol
4a 50% (v/v) contendo 1% de Glutenina
SDS (v/v) + ImM de DTT

O DTT é um agente redutor o qual impede as liga¢gdes dissulfeto que ocorrem
entre proteinas, sendo neste trabalho utilizado a fim de evitar a formagéo da “rede
de gluten” melhorando a extragao das fracdes de proteinas em foco.

No trabalho de DUPONT et al. (2005) o DTT foi adicionado ao solvente que
seria utilizado nas extracfes das fracdes de glutenina da farinha. J& na metodologia
de VERBRUGGEN et al. (1998) o DTT foi utilizado em todas as etapas de extracao,
da mesma forma que realizamos a extracdo com adicdo de DTT. Foi observado que
a solubilizacdo dos precipitados nos solventes de etapas posteriores foi facilitada
devido a presenca do agente redutor DTT.

Apés cada extracdo, o precipitado foi ressuspendido com o solvente utilizado
na etapa seguinte da extracao, e o sobrenadante resultante foi armazenado (Ledn et
al., 2003).

A Figura 10 apresenta as etapas da Extracdo com adicao de DTT:
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FIGURA 10 — FLUXOGRAMA DA EXTRAGCAO COM ADICAO DE DTT NOS SOLVENTES DE CADA
ETAPA DAS EXTRAGOES DAS PROTEINAS DO TRIGO.

4.2.3. Extracéo por Decantacgéo

A extracdo por decantacdo foi realizada utilizando os mesmos solventes
propostos por Leon, et al. (2003) sendo que as duas primeiras etapas, extracdo das
fracbes de albumina e das fragbes de globulina, foram realizadas por decantacéo.
As etapas subsequentes para a extracao das fracdes de gliadina e das fracbes ricas
em gluteninas seguiram a metodologia ja descrita.

Na extracdo da Albumina foram utilizados 40g de farinha de trigo e 600 mL de
agua destilada. A suspensao foi agitada lentamente com o auxilio de um bastéo de
vidro e posteriormente aguardou-se a decantacéo da fase sélida. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido no mesmo solvente (agua destilada).
Este procedimento foi realizado até o sobrenadante apresentar-se mais limpido. O
objetivo foi evitar a formacdo da rede de gluten, evitando a complexacdo da
glutenina e da gliadina, por meio de uma agitacdo mais branda. O aumento no
volume de solvente foi necessario para compensar o efeito da baixa agitacdo na
transferéncia de massa dos compostos hidrofilicos. Na segunda etapa para a
extracdo da Globulina foi utilizado 600 mL da solucdo de 50mM de Tris HCI pH 8,

100mM de KCIl e 5mM de EDTA, sendo entéo agitada lentamente com um bastéao de
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vidro e aguardado a decantagdao durante 1h. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi utilizado na terceira etapa do processo, para a extracdo da Gliadina,
onde o mesmo foi solubilizado em 200 mL da solucéo de 1-propanol 50%. A solucdo
foi agitada lentamente com bastéo de vidro e centrifugada a 3493.g (5000rpm) por
10 min. O sobrenadante foi armazenado liofilizado e o precipitado utilizado na Gltima
etapa do processo.

Na extracdo da Glutenina foi solubilizado em 200 mL da solucdo de 1-
propanol 50% e SDS 1%, a solucao foi agitada em agitador mecéanico 40 rpm por 5
min e centrifugado a 3493.g (5000 rpm) por 10 min. O sobrenadante foi armazenado
liofilizado e o precipitado foi descartado. O fluxograma da Extracdo por Decantagao

€ apresentado na Figura 11:

40g de farinha + Precipitade Precipitado 2 Precipitado 3
&00mL solverte (sal. 1+200mL solvente +200mLsolvente +200mL sohiente
agua osmolizada) {sal. tris-HCI, KCI, {sol. 1-propanol {sol. 1-propanol
1 EDTAI I EH] S0%. S0
Agitagio lema/ h - P
decantag 3o/ troca Agitag Fo lermta feit oS o lent feitacs
do solverte K Agltaganienta por REgfean
decanta; 3o S min. 40mpm/Smin
L # Precipitade 2
Precipitado 1 P
L ¥ h
Y h 4 Centrifugag 3o Centrifugag 30
—i| Precipitade 3 PPTfdescarte
A L 4

(o

FIGURA 11 — FLUXOGRAMA DA EXTRAGCAO POR DECANTACAO DAS PROTEINAS DO TRIGO.

4.2.4. Extragao Direta

Na Extragcédo Direta o objetivo foi extrair primeiro a glutenina a fim de avaliar
se tal alteracdo na ordem de extracdo evitaria a formacdo da rede de glaten,

permitindo assim a maior eficiéncia na separacdo da gliadina e da glutenina.
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Portanto, neste método a primeira e Unica etapa do processo consistiu na
solubilizacéo de 20g de farinha de trigo em 100mL da solugcé&o de 1-propanol 50% e
SDS 1%. A solucédo foi agitada a 50 rpm em agitador magnético por 30min, sendo
em seguida centrifugada a 3493.g (5000 rpm) por 15min. O sobrenadante foi
armazenado e o precipitado foi descartado. O fluxograma dessa extracdo é

apresentado na Figura 12.

20g de farinha + 100mL
solvente (sol. 1-propanol
S0%, S06)

|
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150mpmy 3 0min

l

Cantrifugag 30
3493.g/10min

PPT/descarte

L J
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FIGURA 12 — FLUXOGRAMA DA EXTRACAO DIRETA DAS PROTEINAS DO TRIGO.

4.3.Quantificacdo das proteinas

A quantificacdo das proteinas nas amostras foi determinada pelo método
colorimétrico de Bradford, no qual ocorre a ligagdo do corante Comassie Brilliant
Blue G-250 com as proteinas (BRADFORD, 1976), como descrito na secéo 3.2.4.

Primeiramente a curva padréo foi plotada utilizando albumina de soro bovino
(BSA), para que posteriormente as concentracdes das proteinas fossem calculadas.

Na Tabela 5 é apresentado o preparo da curva para a analise de Bradford.
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TABELA 5 — PREPARO DA PLACA ELISA PARA A ANALISE DE QUANTIFICACAO DAS
PROTEINAS PELO METODO DE BRADFORD.

Mg de osrﬁgllijfada Solucéo de BSA Reagente de Bradford
proteina (L) (ML) (mL)
branco 30 0 170
0,6 27 3 170
1 25 5 170
2 20 10 170
3 15 15 170
4 10 20 170
6 0 30 170

O sistema de reacéo continha 170uL da solucdo do Reagente de Bradford e
2uL da amostra, completando-se com agua osmolizada o volume para 200uL. A
mistura foi homogeneizada e a medida da absorbancia realizada em
espectrofotometro ELX-800 da Biotek Instruments.

ApoGs a realizacdo da andlise foi obtido o resultado da concentracdo das
proteinas. Quando a concentracdo da amostra ficava abaixo da concentracao
minima de proteina da curva, havia a necessidade de variar a aliquota da amostra,
para que a sua concentracdo ficasse dentro dos limites de sensibilidade da curva
(0,6pg a 6ug de proteina).

O reagente de Bradford, foi preparado utilizando 50mg de Comassie Brilliant
Blue G-250, dissolvido em 50mL de etanol 85% e adicionado 100mL de &cido
fosférico 95% e 500mL de agua tipo 1. A solucdo foi entdo homogeneizada em
agitador magnético por 20min, sendo na sequéncia filtrada e completado o volume

para 1L de solucéo final.
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4.4.Avaliagdo das massas molares das proteinas

A fim de avaliar a distribuicdo de massa molar das fracdes ricas em gluteninas
extraidas da farinha de trigo (glaten), foi empregada a técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) conforme protocolo descrito por
LAEMMLI (1970). Hoseney (1991), Verbruggen (1998), Dupont (2005), Lew (1992) e
Xu (2007) também utilizaram a técnica de eletroforese para avaliar 0s processos de
extracao das proteinas do trigo.

O gel separador utilizado nas analises realizadas para as proteinas foi de
12% (m/v) de acrilamida e o gel de empilhamento foi de 4% (m/v) de acrilamida. As
analises de eletroforeses foram realizadas em sistema vertical seguindo as
orientacdes do fabricante (Bio-Rad). As amostras foram misturadas com tampéo de
amostra (2% de SDS, 10% de glicerol, 0,01% de azul de bromofenol, 0,0625 mol/L
de Tris-HCI pH 6.8, 5% de B-mercaptoetanol) e aquecidas a 80°C por 5 min, antes
da aplicacdo. Este procedimento é realizado para que houvesse a desnaturacao da
amostra. O SDS confere carga negativa as moléculas proteicas, permitindo que as
mesmas migrem no gel quando submetidas a uma diferenca de potencial. A
voltagem da corrida foi de 200 V com variacdo da amperagem. Na cuba foi utilizado
o tampéo Laemmli (3 g/L de Tris-base, 14 g/L de Glicina e 1 g/L de SDS). Apés a
eletroforese, as amostras das proteinas do gel foram coradas com corante
Coomassie Blue R-250 e em seguida descoradas em uma solugéo com 50% (v/v) de
metanol e 10% (v/v) de &cido acético.

4.5 . Anélise de Dicroismo Circular

Este trabalho teve como objetivo foi avaliar a temperatura de desnaturagao
das fracOes ricas em glutenina. Para tanto a técnica de Dicroismo Circular (Circular
Dichroism - CD) foi utilizada para avaliar o grau de desnaturacdo das fracoes

extraidas da farinha de trigo durante o processo de extracao.
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O espectrobmetro de dicroismo circular (CD) modelo J-815 da Jasco
International CO (Toquio, Japdo) empregado era equipado com uma unidade de
controle de temperatura. A eletroforese SDS-PAGE das fracfes ricas em glutenina
apresentaram boa separacdo das bandas somente para as amostras provenientes
dos métodos de extracdo padrdo e extragdo com adicdo de DTT. Por esta razédo a
andlise de CD foi realizada somente para essas fracdes proteicas.

Para a obtencdo dos espectros foram utilizadas cubetas de quartzo com
caminho optico de 0,01 cm e 1 cm de largura. Como gas de purga foi utilizado o
nitrogénio, com fluxo de 10 mL min™. As concentracdes das amostras das fracées
ricas em glutenina utilizada nos experimentos foi de 0,73 mg/mL para as fracoes
ricas em glutenina extraida pela extracdo padrdo e de 2,35 mg/mL para as fracbes
ricas em glutenina extraida pela extracdo com adicdo de DTT. Ambas as amostras
foram dialisadas para a eliminacdo de possiveis impurezas carreadas durante 0s
processos de extragdes. As concentracfes obtidas a partir das amostras dialisadas,
da extracdo padréo e extracdo com adicdo de DTT, foram respectivamente 0,13

mg/mL e 1,45 mg/mL.

4.6.Andlise Térmica das proteinas por DSC

Com a andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foi avaliado as
temperaturas de desnaturacdo das fragBes ricas em glutenina, extraidas pelos
diferentes métodos apresentados.

Nessa analise foi empregada uma variacdo do método descrito por Leodn et al.
(2003). Foram realizados alguns testes preliminares para definirmos os parametros
adequados para as fracdes ricas em glutenina extraidas da farinha. As andlises
foram realizadas no equipamento modelo DSC 8500 da Perkin Elmer (Shelton,

Estados Unidos) apresentado na Figura 13.
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FIGURA 13 - EQUIPAMENTO DE DSC DA PERKIN ELMER 8500.

O DSC foi calibrado com o elemento indio a fim de aferir as medidas de
temperatura e fluxo de calor registradas pelo equipamento. Utilizou-se uma taxa de
aquecimento de 2°C min’ na faixa de temperatura entre 20°C e 80°C. Foram
realizados testes preliminares, onde observamos que acima da temperatura de 80°C
a amostra iniciava a sua degradacao, interferindo assim nos resultados finais
observados nos graficos. Foi empregada panelas de aluminio Padrdo Perkin Elmer
com menor espessura e nao lacrada, para aumentar a sensibilidade de resposta a
troca térmica. O fluxo do gas de purga foi mantido em 50 mL.min™* a fim de evitar a
condensacao de gases, que poderiam influenciar nos resultados obtido. Para a
referéncia foi utilizada a panela de aluminio padréo, hermeticamente lacrada e vazia.

Na tabela 6 sdo apresentados os parametros utilizados na analise de

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC).
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TABELA 6 — PARAMETROS UTILIZADOS NAS ANALISES DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA

DIFERENCIAL.

Equipamento

Temperatura Inicial

Temperatura final

Taxa de aquecimento

Acondicionamento da
amostra

Panela da Referéncia

Calibracao

Fluxo de N3 (gas de
purga)

DSC 8500 Perkin Elmer
20°C
80°C
2°C/min
Panela de aluminio,

padrao Perkin Elmer,
aberta.

Vazia

indio

50mL/min

Nas metodologias de andlise as amostras foram pesadas em balanca

analitica com precisdo de 0,0001. O software para o tratamento dos resultados foi o

Pyris Manager, versédo 2009 da Perkin Elmer.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A glutenina, uma das proteinas formadoras da rede de gluten na farinha de

trigo, possui fragdes de alta massa molar e fracbes de baixa massa molar, que neste

trabalho foram extraidas, sendo denominadas de Fracfes Ricas em Glutenina.

Foram utilizados quatro extracdes, com base na metodologia de Leon et al. (2003).

Primeiramente serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos pelas

quatro diferentes extracdes das fracdes ricas em glutenina e em seguida seréo

avaliados os precipitados de cada etapa das extracoes.
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Serdo apresentados e discutidos a quantificacdo das fracbes (Bradford),
avaliacdo das massas molares (Eletroforese), anélise de dicroismo circular (CD) e as

analises de DSC.

5.1. Avaliacao dos precipitados obtidos nas etapas das extragcdes

Os métodos de extracdo consistem em solubilizar a farinha de trigo passando
por quatro etapas, utilizando diferentes solventes para cada fracao de proteina a ser
extraida. Ao final de cada etapa, o sobrenadante foi armazenado e o precipitado foi
solubilizado novamente de forma a permitir a extracdo das proteinas remanescentes
no precipitado. Na etapa final de extracéo o precipitado foi descartado.

Uma das caracteristicas que foram observadas nos precipitados foi a
formacdo da rede de gluten, que se d& pelas ligagbes dissulfeto intra e
intermoleculares entre as proteinas da farinha de trigo, gliadina e glutenina, na
presenca de agua e agitacdo mecanica (MANDARINO, 1994; HOSENEY, 1991;
KHATKAR, 2012). A formacdo da rede de gluten nos precipitados foi detectada a
partir da observacao que o precipitado formava uma massa coesa e viscoelastica de
dificil solubilizacdo em qualquer tipo de solvente.

Na extracdo padrdo foi observada a formacdo da rede de gluten nos
precipitados desde as primeiras etapas das extracdes, sendo que para a extracao
das fracdes de gliadina e das fragdes de glutenina foi observada maior dificuldade
na solubilizacdo do precipitado. Houve a formacdo da rede de glaten, que se
caracteriza em uma massa viscoelastica, a qual é formada pelas interacdes entre as
proteinas do trigo a gliadina e glutenina, como ja citado anteriormente. Na etapa de
extracdo das fracdes de glutenina o precipitado final apresentou-se mais consistente
e com aspecto sensorial semelhante a da farinha de trigo in natura.

Na avaliacdo dos precipitados da extragcdo por decantacdo e da extragao

direta também foram observadas as mesmas caracteristicas descritas anteriormente
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na extracdo padrdo. Durante as etapas de extracdo da albumina e globulina na
extracado por decantacdo, a formacéo da rede de gluten ndo foi observada devido a
metodologia de extracdo por decantacdo utilizada. Ja na etapa de extracdo das
fracbes de gliadina ap6s a centrifugacdo, a formacdo da rede de glaten foi
observada no precipitado e a solubilizagdo deste no solvente foi realizada com maior
dificuldade. O ultimo precipitado, apds a extracdo das fragdes ricas em glutenina, se
apresentou com consisténcia de massa viscoelastica e com aspecto sensorial
semelhante a da farinha de trigo in natura.

A extracdo direta € caracterizada por uma Unica etapa para a obtencdo das
fracOes ricas em gluteninas. Ao final desta etapa a amostra é centrifugada sendo o
precipitado descartado.

Devido a formacédo da rede de gluten (massa viscoelastica) em todos os
precipitados, pudemos supor que as fragdes de glutenina estavam presentes nestes,
assim como no precipitado final, o qual foi descartado.

Sabendo que para a formacéo da rede de gluten ha a necessidade de agua e
agitacdo mecanica, podemos entdo dizer que durante as etapas das extracdes
padrao, por decantacdo e extracao direta, as fragdes ricas em glutenina nao foram
extraidas em sua totalidade, permanecendo nos precipitados formados.

Na extracdo com adicdo de DTT, onde foi adicionado 1mM de DTT
(ditiotreitol) nos solventes de cada etapa de extracdo, ndo foram observadas as
mesmas caracteristicas descritas nas extracdes padrdo e extracdo por decantacao,
para o0s precipitados. Esses se apresentaram com formacdo de massa nao
consistente e coesa, porém com maior viscosidade. I1sso ocorre porque o DTT é um
agente redutor que evita a formacdo de pontes dissulfeto intermoleculares e
intramoleculares entre a gliadina e glutenina, sendo as pontes dissulfeto uma das
principais responsaveis pela formacdo da rede de gluten. Devido a presenca do
DTT, que foi adicionado aos solventes em cada uma das etapas da extracdo, e a
partir das analises realizadas neste trabalho observamos uma maior extracdo das

fracOes ricas em glutenina na extragao com adi¢gao de DTT.
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5.2.Analises de Bradford, Eletroforese e Dicroismo Circular das fracfes

ricas em glutenina.

5.2.1 Anédlises de Bradford e Eletroforese das fragdes ricas em gluteninas

A quantificacdo de proteina das fracdes ricas em gluteninas das quatro
extracoes foi realizada utilizando o método colorimétrico de Bradford (1976). Por sua
vez a avaliagdo das massas molares das fragdes ricas em gluteninas foi realizada
por eletroforese em gel desnaturante SDS-PAGE.

As fracOes ricas em gluteninas que foram provenientes das quatro extracdes
ja descritas no item 4.2. A extracdo padrdo da fracdo de glutenina liofilizada foi
resolubilizada em solu¢cdo aquosa e a concentragdo determinada na andlise
colorimétrica pelo método de Bradford foi de 0,20 mg/mL de proteinas.

Para a extracdo com adicdo de DTT, a fracdo rica em glutenina foi
rotaevaporada e pela analise de Bradford a concentracdo determinada foi de 0,30
mg/mL de proteinas. Na extracdo por decantacao a fracdo de glutenina liofilizada foi
resolubilizada em solucdo aquosa e obtemos 0,16 mg/mL em concentragdo da
fracdo proteica, e por fim na extracdo direta da fracdo rica em glutenina, foi
rotaevaporada e o resultado da concentracdo para essa fracdo proteica foi de 8,78
mg/mL.

A seguir, na Figura 14 é apresentado o gel de eletroforese o qual podemos
identificar as fraces ricas em glutenina definidas por sua massa molar, as fraces
de alta massa molar e as fracdes de baixa massa molar, caracteristicas desta

proteina.
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FIGURA 14 - SDS-PAGE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 12% CORADO COM COMASSIE BLUE
DAS FRACOES DA EXTRACAO A FARINHA DE TRIGO. A COLUNA MM APRESENTA O
MARCADOR DE MASSA MOLAR LOW MOLECULAR WEIGHT (GE LIFESCIENCIES) COM AS
RESPECTIVAS MASSAS EM KDA. CINCO MICROGRAMAS DE PROTEINA TOTAL DE CADA
FRAGCAO FORAM APLICADOS NO GEL. AS AMOSTRAS DA COLUNA 1 - E1 — FRAGAO RICA EM
GLUTENINAS DA EXTRACAO PADRAO, NA COLUNA 2 — E2 — FRACAO RICA EM GLUTENINAS
DA EXTRACAO COM ADICAO DE DTT, NA COLUNA 3 — E3 -FRACAO RICA EM GLUTENINA DA
EXTRACAO POR DECANTAGCAO, NA COLUNA 4 — E4 -FRACAO RICA EM GLUTENINAS DA
EXTRAGAO DIRETA. O QUADRADO TRACEJADO DESTACA AS FRAGOES RICAS EM
GLUTENINA DE ALTA MASSA MOLAR E O QUADRADO CONTINUO DESTACA AS FRAGCOES
RICAS EM GLUTENINAS DE BAIXA MASSA MOLAR.

A quantificacdo de proteinas da fragdo rica em glutenina pela extracédo direta
mostrou que a metodologia utilizada nessa extracdo foi a que resultou na maior
concentragcdo proteica (8,78mg/mL) comparando com a extracdo com adicdo de
DTT. De fato, o protocolo para a extragdo direta foi o que utilizou menor volume de
solvente, devido ao niumero menor de etapas de extracdo, diminuindo a dispersdo
das fracdes proteicas ao longo do processo de extracao.

Verbruggen e colaboradores (1998) e Larré e colaboradores (1997)

mostraram que as gluteninas séo divididas em dois grupos distintos de proteinas
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gue podem ser visualizados em gel de eletroforese. O primeiro grupo apresenta-se
massa molar entre 90 e 140 KDa (gluteninas de alta massa molar) e o segundo
grupo entre 30 e 50 KDa (gluteninas de baixa massa molar). A massa molar
aparente das bandas encontradas no gel mostrado na Figura 14 foi estimada
utilizando a migracdo do marcador de massa molar como padréo e foram de 86,7 +
2,9 KDa para as fragbes de glutenina de alta massa molar e para as fracoes de
gluteninas de baixa massa molar os valores ficaram entre 48,25 + 0,49 KDa e 39,1 *
0,45 KDa. Dessa forma, baseando-se nas informacdes descritas por Verbruggen e
colaboradores (1998) e Larré e colaboradores (1997), foi possivel delimitar as
regides do gel que contém as bandas correspondentes aos dois grupos de
gluteninas. Na Figura 14 as fracdes de gluteninas de baixa massa molar estdo
marcadas pelo retangulo continuo e as fracdes de alta massa molar estdo marcadas
pelo retangulo tracejado.

E possivel observarmos no gel de eletroforese dessa fragdo (Figura 14) que
as extracOes realizadas neste trabalho, além da fracdo rica em glutenina extraiu
também as proteinas com massa molar menor que 30KDa, as quais podem
corresponder a fragado de gliadinas, globulinas ou albuminas.

A Extracdo por Decantacdo foi a que apresentou a menor quantificacdo de
proteinas pelo Método de Bradford, com 0,16mg/mL, comparando com a Extracéo
Padrédo realizada. Como consequéncia da baixa concentracdo, o volume maximo
possivel de proteina que pdde ser aplicada no gel ndo foi suficiente, ocasionando o
aparecimento de bandas mais fracas, quando essa coluna é comparada com as
outras colunas do gel. No entanto, aparentemente as bandas presentes na fracéo
rica em glutenina dessa extracdo sao as mesmas presentes na Extracdo Padréao e
Extracdo com adicdo de DTT.

Além das bandas que parecem corresponder as gluteninas de alta e baixa
massa molar, foram visualizadas bandas correspondentes a proteinas menores, com
massas molares entre 21 e 14 KDa. Essas bandas provavelmente correspondem a
proteinas contaminantes nao formadoras do glaten, que ndo fazem parte da familia

das gluteninas.
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5.2.2Dicroismo Circular (CD) das fragdes ricas em glutenina.

O dicroismo circular (Circular Dichroism, CD), técnica espectroscopica, foi
utilizado com o objetivo de fornecer informacdes referentes a conformacdo das
proteinas presentes na fragdo rica em glutenina na extracdo padrdo e na extracao
com adicéo de DTT.

A analise de CD foi realizada para a extracdo padrdo, por ser a extracao
utilizada como base de todas as outras extracbes realizadas. A andlise realizada
para a extracdo com adicdo de DTT foi utilizada, pois nessa extracdo o agente
redutor DTT, como ja foi dito, atua nas ligacdes dissulfeto podendo assim vir a
desnaturar as proteinas de interesse.

Os espectros obtidos apods a varredura (190 — 250 nm) das amostras das
fracOes ricas em glutenina sdo apresentados na Figura 15. A andlise das curvas
permite concluir que durante os processos de extracdo das fracdes ricas em
glutenina, os solventes e tratamentos utilizados ndo foram drasticos o suficiente a
ponto de causar a desnaturacdo das proteinas.

De acordo com Correa & Ramos (2009), o espectro obtido neste experimento
(Figura 16) apresenta caracteristicas de proteinas em conformacgéo B-folha e a-
hélice. A conformacao a-hélice € identificada a partir das bandas negativas obtidas
na faixa entre 210 e 220 nm e uma banda positiva na faixa em 195 nm. A estrutura
B-folha é confirmada pela presenca de uma banda negativa em 208 nm e outra
banda positiva na faixa de 190 nm.

Pela avaliacdo do espectro podemos admitir que a amostra possui fracdes de
proteinas tanto na conformacdo de B-folha quanto de a-hélice, ndo havendo
apresentacao de conformacédo desnaturada. Dessa forma pode-se concluir que o
processo de extracao foi eficiente para as proteinas em estudo, ndo causando a

desnaturacao da fracéo rica em glutenina.
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FIGURA 15 — ESPECTRO DA ANALISE DE DICROISMO CIRCULAR DAS FRACOES RICAS EM
GLUTENINA EXTRAIDAS PELA EXTRACAO PADRAO, COM CONCENTRACAO 0,002 mg/mL,
ESTA APRESENTADA EM VERMELHO, E PELA EXTRACAO COM ADICAO DE DTT, COM
CONCENTRA(;AO DE 0,003 mg/mL, ESTA EM AZUL. TODAS AS AMOSTRAS ESTAVAM EM
TEMPERATURA DE 20°C. A ELIPSIDADE MOLAR/ MG DE PROTEINA SAO DADOS EM
deg.cmz.dmol'l.(mg de proteina)* E O COMPRIMENTO DE ONDA EM nm.

5.3.Analise Calorimétrica por DSC das fracdes rica em glutenina

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi empregada na caracterizacao
das fracdes ricas em glutenina obtidas em cada uma das extracdes, avaliando a
temperatura de desnaturacéo da glutenina.

Na sequéncia serdo apresentadas as analise de DSC para as amostras
extraidas pelas quatro diferentes extragfes utilizando panela Padrdo Perkin Elmer
nao lacrada, temperatura da analise foi até 80°C, e os demais parametros foram

descritos no item 4.6.



54

5.3.1Anélises de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) das fracfes ricas

em glutenina

Na Figura 16 sédo apresentadas as curvas de DSC das fracOes ricas em
glutenina extraidas pela extracédo padrédo. E possivel observar que a temperatura de
desnaturacao da triplicata variou entre 63,72°C e 65,15°C, caracterizada em todas

as analises por eventos endotérmicos.
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FIGURA 16 — CURVA DE DSC DA FRACAO RICA EM GLUTENINA OBTIDA PELA EXTRACAO
PADRAO, COM TEMPERATURA ENTRE 20°C E 80°C, PANELA PADRAO PERKIN ELMER, COM
TAXA DE AQUECIMENTO DE 2°C/min E VAZAO DO GAS DE PURGA (N,) DE 50mL/min. AS
TEMPERATURAS DE DESNATURACAO DA AMOSTRA DE CADA UMA DAS REPETICOES.
ANALISE 1: 64,78°C; ANALISE 2: 65,15°C E ANALISE 3: 63,72°C.

Estes resultados foram condizentes com os estudos realizados por Leon et al.
(2003), Rodrigues et al. (2005) e Wang et al. (2014), onde os picos de desnaturacao
encontrados para gluteninas foram eventos endotérmicos. Ledén et al. (2003), que
estudaram as proteinas extraidas da farinha de trigo por DSC, mostrou dois eventos
para a glutenina o primeiro em 64,3°C e 0 segundo em 84,2°C.
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Rodrigues et al. (2005) em estudos realizados com dois diferentes cultivares
de trigo, “Amazonas” e “Sorraia”, pela analise de DSC obteve eventos térmico de
desnaturacao para a glutenina de 53,1+1,1°C e 38,8+1,3°C respectivamente. Essas
variacbes de temperatura dos eventos térmicos foram atribuidas aos diferentes
cultivares avaliados. Avaliando o efeito do congelamento e armazenamento nas
propriedades do gluten, Wang et al. (2014) obteve temperatura de desnaturacdo da
glutenina entre 53,12+0,32°C e 54,70%0,2°C. Para essas variacdes de temperaturas
podemos dizer que se da devido aos diferentes cultivares e outros fatores como
armazenamento.

A Figura 17 mostra a andlise de DSC do produto obtido pela extracdo com
adicao de DTT.
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FIGURA 17 — CURVA DE DSC REALIZADO COM A AMOSTRA OBTIDA PELA EXTRAGAO COM
ADICAO DE DTT. SAO MOSTRADAS AS TEMPERATURAS DE DESNATURACAO DAS FRACOES
RICAS EM GLUTENINA DE CADA UMA DAS REPETICOES. ANALISE 1: 67,94°C; ANALISE 2:
64,78°C; ANALISE 3: 64,41°C; ANALISE 4: 63,25°C.

Podemos observar na Figura 17 que a formacédo e a amplitude dos picos
foram semelhantes. Foi observada uma pequena variacdo da temperatura dos
eventos térmicos, tendo como média 65,15°C + 1,74. A média da variacdo de

entalpia observada nestes experimentos foi de 12,68 + 0,44 J/g.
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Na Figura 18 sao apresentadas as curvas de DSC realizadas com as fragoes
ricas em glutenina obtidas pela extracdo por decantacéo.
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FIGURA 18 — CURVA DE DSC DAS ANALISESNREALIZADAS COM A AMOSTRA DAS FRACOES
RICAS EM GLUTENINA OBTIDA PELA EXTRACAO POR DECANTACAO.

Nao foi possivel observar nenhum evento térmico nessas. Isso pode ter
ocorrido devido a baixa concentracdo da fracdo rica em glutenina extraida pelo
método de extracdo por decantacéo, que foi de 0,16mg/mL, para a qual também néo
foi observada nenhuma banda no gel de eletroforese SDS-PAGE que evidenciasse a
presenca da glutenina.

Na Figura 19 sdo apresentas as curvas de DSC da amostra obtida pela
extracdo direta. Embora neste caso tenha-se realizado somente duas analises, é
possivel observar comportamento semelhante aos encontrados nas outras fracdes.
Na analise 1 obtivemos um pico exotérmico em aproximadamente 58,7°C,
possivelmente por alguma contaminacdo durante o processo de extracdo, e um
segundo pico endotérmico em 67,74°C. Na analise 2 foi observado apenas um pico
endotérmico em 66,74°C. E a média da variagdo de entalpia observada nestes
experimentos foi cerca de AH = 10,8 + 3,11 J/g. Os valores de temperatura e
variacdo de entalpia sdo apresentados na TABELA 7.
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FIGURA 19 — CURVA DE DSC DAS ANALISES REALIZADAS COM A AMOSTRA DAS FRACOES
RICAS EM GLUTENINA OBTIDA PELA EXTRACAO DIRETA. ONDE AS TEMPERATURAS
APRESENTADAS NA FIGURA SAO OS EVENTOS TERMICOS DA AMOSTRA. ANALISE 1:
67,74°C; ANALISE 2: 66,74°C.

Nota-se na andlise das curvas de DSC que comportamento térmico das

fracOes obtidas nao foi afetado de forma significativa pelo método de extracao.

TABELA 7 — DADOS OBTIDOS PELO DSC PARA AS AMOSTRAS DA EXTRAGCAO DIRETA,
TEMPERATURA DE DESNATURACAO, AH, MEDIAS E DESVIO PADRAO.

EXTRACAO DIRETA

peanatracio ¢y | AH W)

67,74 -13,91
66,70 -7,68

Média 67,22 -10,80
Desvio Padrao 0,52 3,11
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5.3.2Avaliacdo do processo de dialise nas fracdes ricas em glutenina pela
andlise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Os resultados das analises de DSC de todas as extracfes realizadas foram
comparados, onde pode-se verificar que a extracdo com adicdo de DTT apresentou
caracteristicas mais semelhantes para todas as amostras analisadas (analise 1,
andlise 2, andlise 3 e andlise 4), tanto para a variacdo de temperatura, quanto para a
caracteristica de formacdo e amplitude dos picos. Isso foi atribuido a melhor
extracdo das fracdes ricas em glutenina da farinha de trigo ao ser adicionado o
agente redutor (DTT) nos solventes de cada uma das etapas de extracdo. Com isso
as interacdes entre as fracdes de gliadina e as fracdes de glutenina foram evitadas,
melhorando os resultados das analises.

O AH calculado foi de 12,68 * 0,44 J/g, comparando com as demais
extracOes, obtiveram os menores valores de desvio padrao entre as amostras.

Sendo assim as fracdes ricas em gluteninas que foram obtidas a partir da
extracdo com adicdo de DTT passaram por um processo de dialise, para verificar o

comportamento térmico, como apresentado na Figura 20.
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FIGURA 20 — CURVA DE DSC DAS ANALISES REALIZADAS COM A AMOSTRA DA FRACAO
RICA EM GLUTENINA, APOS O PROCESSO DE DIALISE, OBTIDA PELA EXTRACAO COM
ADICAO DE DTT, ONDE AS TEMPERATURAS APRESENTADAS NA FIGURA SAO OS EVENTOS
TERMICOS DA AMOSTRA. ANALISE 1: 67,53°C; ANALISE 2: 67,99°C, ANALISE 3: 65,89°C,
ANALISE 4: 63,88°C.

Comparando a amostra da fracdo rica em glutenina extraida pelo método de
Extracdo com adicdo de DTT, antes e apds ser realizado o processo de didlise,
verifica-se que 0s picos apresentaram-se mais alongados e com menor amplitude
(Figura 20). Os valores médios de AH foram de 12,68 + 0,44 J/g para a amostra
antes da dialise e AH de 17,82 £ 1,04 J/g. Observa-se ainda um menor desvio nas
amostras submetidas a dialise.

Segundo Mothé e Azevedo (2002) isso ocorre devido ao fato de que quanto
mais pura e homogénea as amostras se apresentarem, mais definidos serdo os

picos e menor sera sua amplitude.
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FIGURA 21 — CURVAS DE DSC REALIZADO COM AS AMOSTRAS OBTIDAS PELA EXTRACAO
COM ADIGAO DE DTT, ANTES E APOS O PROCESSO DE DIALISE. A EXTRACAO COM ADICAO
DE DTT ANTES DO PROCESSO DE DIALISE TEVE COMO TEMPERATURA DE DESNATURAGAO
67,94°C E AH DE 12,68+0,44 J/G E A EXTRAGCAO COM ADICAO DE DTT APOS O PROCESSO DE
DIALISE TEVE COMO TEMPERATURA DE DESNATURAGAO 67,99°C E AH DE 17,82+1,04 J/G.



61

6. CONCLUSAO

A farinha de trigo € uma matéria-prima de grande consumo no Brasil e de
grande relevancia para a industria de panificacdo, entre outras. As caracteristicas
sensoriais dos produtos esta intimamente relacionada com as propriedade da farinha
de trigo utilizada. Especificamente, as proteinas que compdem o glutén, gliadina e
glutenina, s@o responsaveis pelas aspectos texturais das massas obtidas, como
elasticidade e coesdo. Conhecer as propriedades fisico-quimicas destas proteinas é
portanto relevante para o desenvolvimento de produtos e processos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar as propriedades da glutenina extraida
da farinha de trigo do cultivar BRS-Parrudo da Embrapa. Foram empregados quatro
métodos de extracdo da glutenina assim denominados: extracdo padrdo, extracdo
com adicdo de DTT (ditiotreitol), extracdo por decantacédo e a extracao direta. As
fracbes rica em glutenina obtidas foram avaliada quanto ao teor de proteinas
(método de Bradford), massa molar (eletroforese SDS-PAGE), grau de desnaturacéo
(dicroismo circular) e temperatura de desnaturagdo (DSC).

Por meio da analise de Bradford verificou-se que a amostra extraida pela
extracao por decantacdo a concentracao de proteinas foi de 0,16 mg/mL. Na andlise
de eletroforese em gel desnaturante SDS-PAGE, foi observada para essa mesma
amostra bandas imperceptiveis no gel devido a baixa concentracdo das proteinas,
dificultando a confirmacdo das fracdes ricas em glutenina. Ainda na andlise de
eletroforese SDS-PAGE, na amostra extraida pela extragdo direta foram
observadas, além das bandas caracteristicas das fracdes ricas em glutenina, bandas
com massa molar préoximas de 30 KDa, indicando a presenca de outras proteinas.
Segundo esta mesma andlise, as extracdes com melhores resultados foram a
extracdo padrdo e a extracdo com adicdo de DTT, apresentando as bandas
caracteristicas das fracdes ricas em glutenina, ou seja, bandas de alta massa molar
de 86,7 £+ 2,9KDa e as bandas de baixa massa molar de 48,3 + 0,5KDa e 39,1+
0,45KDa.

Sendo assim, as frages ricas em glutenina extraidas pela extracdo padréo e
pela extracdo com adicdo de DTT, foram avaliadas por dicroismo circular a fim de

avaliar o grau de desnaturagdo das proteinas extraidas. Pela a analise de CD
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verificou-se que o0s processos extracdo ndo foram drasticos o suficiente para
promover a desnaturacao das fracdes ricas em glutenina.

Com a anadlise de dicroismo circular confirmando que as fracGes proteicas
encontravam-se de forma ndo desnaturada, foram realizadas analises de DSC para
avaliar o perfil térmico das fragdes ricas em glutenina.

Avaliando as extragOes que foram realizadas por DSC as temperaturas de
desnaturacdo para a extracdo padrédo e extracdo direta foram de 64,29 £ 0,62°C e
67,22 + 0,52°C, respectivamente, e a variagcdo de entalpia de -3,95 + 1,02 J/g e -
10,80 = 3,11 J/g, respectivamente. Observou-se que a extracdo com adicdo de DTT
apresentou melhores resultados quanto a definicdo dos picos. Suas temperaturas de
desnaturacdo foram em meédia de 65,15 + 1,74°C, e os valores de variacdo de
entalpia foram em média de 12,68 *+ 0,44J/g. Com o intuito de avaliar a variacdo de
temperatura de desnaturacdo das fracdes ricas em gluteninas apds o processo de
dialise, processo este responsavel por eliminar os diversos interferentes que
poderiam estar presentes na amostra, foram realizadas andlises de DSC das
amostras dialisadas provenientes da extracdo com adicdo de DTT. As curvas de
DSC realizadas nao apresentaram grandes variagdes, permanecendo com
temperatura do evento térmico em torno de 66,32 + 1,63°C e valores de AH de 17,82
+ 1,04mJ. Entretanto, foi possivel observar uma melhor definicdo dos picos, o que
confirmou a eliminacdo de possiveis contaminantes. Independente do método de
extracdo utilizado observamos que as temperaturas de desnaturacao obtidas tiveram
pouca variacdo entre si e o perfil térmico das amostras analisadas nédo alterou
significativamente.

Portanto apds as analises realizadas neste trabalho, foi possivel concluir que
as fracGes ricas em glutenina, extraidas pela extragdo com adicdo de DTT,
apresentaram melhores resultados. Quanto a avaliacao por calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) a temperatura de desnaturacdo dessa fracdo proteica, para o
cultivar BRS-Parrudo da Embrapa, foi de aproximadamente 65°C. Isto demonstra
gue a farinha obtida a partir desta espécie apresenta uma maior resisténcia térmica,

guando comparado com estudos encontrados na literatura.



63

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANTONIO, C. B. Estudo termodinamico de associacao de surfactantes
zwitteribnicos e sua interagcdo com polimeros através de titulacéo
calorimétrica. Campinas, 127 p. Tese (Mestrado em Quimica) — Instituto de
Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Sédo Paulo, 2011.

ARNTFIELD, S. D.; MURRAY, E. D. The influence of processing parameters on food
protein functionally: I. Differencial scanning calorimetry as an indicator of protein
denaturation. Canada Institute of Food Science Technology Journal, v. 14, n. 4,
p. 289-294, 1981.

BARAK, S.; MUDGIL, D.; KHATKAR, B. S. Relationship of gliadin and glutenin
proteins with dough rheology, flour pasting and bread making performance of wheat
varieties. Food Science and Technology, 2012; p. 1 -7.

BERNAL, C.; COUTO, A. B.; BREVIGLIERI, S. T.; CAVALHEIRO, E. T. G. Influéncia
de alguns parametros experimentais nos resultados de Analises Calorimétricas
Diferenciais — DSC. Quimica Nova, v. 25, n. 5, p. 849-855, 2002.

BILIADERIS, C. G. Differential Scanning Calorimetry in Food Research - A Review.
Food Chemistry, v.10, p. 239-265, 1983.

BRADFORD, M. M.A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
qguantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v. 72, p. 248 — 254, 1976

BROWN, M. E. Handbook of thermal analysis and calorimetry; Editora Elsevier
Science, Amsterdan, 1998.

CECCHI, H. M. Fundamentos teodricos e praticos em andlise de alimentos.
Editora da Unicamp, 22 Edi¢do, Rev. Campinas, SP, 2003.

CORREA, M. J.; FERRER, E.; ANON, M. C.; FERRERO, C. Interaction of modified
celuloses and pectins with gluten proteins. Food Hydrocolloids, p. 1 — 9, 2013.



64

CORREA, D. H. A.; RAMOS, C. H. I. The use of circular dichroism spectroscopy to
study protein folding, form and function. African Journal of Biochemistry
Research, v. 3; p. 164 — 173, 20009.

DUPONT, F. M.; CHAN, R.; LOPEZ, R.; VENSEL, W. H. Sequential extraction and
quantitative recovery of gliadins, glutenins, and other proteins from small samples of
wheat flour. Journal Agricultural and Food Chemistry,v. 53, p. 1575-1584, 2005.

EMBRAPA TRIGO. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria. Disponivel em:
http://www.cnpt.embrapa.br/culturas/trigo/index.html. Acesso em: 27/02/2013.

BIOTEK. Disponivel em:
http://www.biotek.pt/pt/products/microplate detection/elx800 absorbance microplate
reader.html. Acesso em: 19/03/2014.

CALUCCI, L.; et al.; Structure and Dynamics of High Molecular Weight Glutenin
Subunits of Durum Wheat (Triticum durum) in Water and Alcohol Solutions Studied
by Electron Paramagnetic Resonance and Circular Dichroism Spectroscopies.
Journal Agriculture Food Chemistry, 2001; v. 49; p. 359-365.

FASANO, A.; Zonulin and Its Regulation of Intestinal Barrier Function: The Biological
Door to Inflammation, Autoimmunity, and Cancer. Physiological Reviews, v. 91, p.
151-175, 2011.

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations. Disponivel em:
<http://www.fao.org>. Acesso em 25/06/2013.

FENNEMA, O. R.; PARKIN, K. L.; DAMODARAN, S. Quimica de Alimentos de
Fennema. Traducdo Adriano Brandelli, 42 Ed., Porto Alegre: Artmed, 2010.

FREYER, M. W. & LEWIS, E. A. Isothermal titration calorimetry: experimental design,
data analysis, and probing macromolecule/ligand binding and kinetic interaction.
Methods in cell biology, v. 84, p. 79-113, 2008.


http://www.cnpt.embrapa.br/culturas/trigo/index.html
http://www.biotek.pt/pt/products/microplate_detection/elx800_absorbance_microplate_reader.html
http://www.biotek.pt/pt/products/microplate_detection/elx800_absorbance_microplate_reader.html
http://www.fao.org/

65

FISICHELLA, S.; SAVARINO, A.; Conformational studies of glutenin polymers from
different wheat cultivars by Circular Dichroism Spectroscopy. Protein & Peptide
Letters, 2007; v.14; p. 784-787.

FISICHELLA, S.; et al.; Conformational studies of wheat flour high relative molecular
mass glutenin subunits by Circular Dichroism Spectroscopy. Biopolymers
(Biospectroscopy), 2002; v. 65; p. 142-147.

GOMEZ, A. V.; FERRER, E.; ANON, M. C.; PUPPO, M. C.; Analysis of soluble
proteins/aggregates derived from gluten-emulsifiers systems. Food Research
International, v. 46, p. 62—68, 2012.

HATAKEYAMA T.; QUINN F.X. Thermal analysis: fundamentals and applications
to polymer Science. New York: John Wiley & Chichester; p.11-12, 1994.

HAY, J. N. Thermal analysis — Techniques & Applications. Bodmin: Royal Society
of Chemistry, p. 158-161, 1992.

HEERKLOTZ, H. & SEELIG, J. Titration calorimetry of surfactant-membrane
partitioning and membrane solubilization. Biochimica et Biophysica Acta, v.1508,
p.69-85, 2000.

HOSENEY, R.C. Principios de ciéncia y tecnologia de los cereales. Zaragoza,
Editora Acribia, 1991.

KHATKAR, B. S.; BARAK, S.; MUDGIL, D.; Effects of gliadin addition on the
rheological, microscopic and thermal characteristics of wheat gluten. International
Journal of Biological Macromolecules, 2012; v. 53, p. 38 — 41.

LARRE, C.; et al.; Preparative separation of high and low molecular Weight Subunits of
glutenin from wheat. Journal of Cereal Science, 1997; p. 143-150.

LAEMMLI, U.K. Cleavage of structural proteins during the assembling of the head of
the bacteriophage T7. Nature, v. 277; p. 680 — 685, 1970.

LEON, A.; ROSSEL, C. M.;: BARBER, C. B.; A differential scanning calorimetry study
of wheat proteins. Original Paper, 2003; v. 217, p. 13 - 16.



66

LEW, E. J. L.; KUZMICKYI, D. D.; KASARDA, D. D. Characterization of low
molecular weight glutenin subunits by reversed-phase high-performance liquid
chromatography, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, and N-
terminal amino acid sequencing. Cereal Chemistry, v. 69; p. 508 — 515, 1992.

McCANN, T. H.; SMALL, D. M.; BATEY, I. L.; WRIGLEY, C. W.; DAY, L. Protein-lipid
interactions in gluten elucidated using acetic-acid fractionation. Food Chemistry, v.
115; p. 105 - 112, 2009.

MANDARINO, J. M. G. Componentes do trigo: Caracteristicas fisico-quimicas,
funcionais e tecnolégicas. Londrina, 40 p. EMBRAPA-CNPSo, 1994.

MATOS, F.C. Estudos da decomposicédo térmica de acidos graxos através da
Calorimetria Exploratéria Diferencial. Campinas, 107 p. Tese (Mestrado em
Engenharia Quimica) — Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual
de Campinas, Séao Paulo, 2012.

MICARD, V.; GUILBERT, S.; Thermal behavior of native and hydrophobized weat
gluten, gliadina and glutenina-rich fractions by MDSC. International Journal of
Biological Macromolecules Structure Function Interactions, v. 27, p. 229 — 236,
2000.

MOTHE, C. G. AZEVEDO, A. D. Anélise Térmica de Materiais. Editoral editora;
Sao Paulo, 2002.

NELSON, D. L.; COX, M. M. Lehninger: Principles of Biochemistry. W. H.
Freeman and Company, New York and Basingstone, 3° edition, p. 115, 2002.

OTLES, S.; Methods of analysis of food components and additives. Editora
CRC/Taylor & Francis, 2005.

PIERCE, M.M.; RAMAN, C.S; NALL, B.T.; Isotermal Titration Calorimetry of Protein-
Protein Interactions. Methods, v. 19, p. 213-221, 1999.



67

RELKIN, P.; LAUNAY, B. Concentration effects on the kinetics of B-lactoglobulin heat
denaturation: a differential scanning calorimetric study. Food Hydrocolloids, v.4, n.1, p.19-
32, 1990.

RODRIGUES, O.; TEIXEIRA, M. C. C.; DIDONET, A. D.; Bases Ecofisiolégicas
para Manutencéo da Qualidade do Trigo. Embrapa; Passo Fundo, 2009.

ROSELIN, L. S.; LIN, M.; LIN, P.; CHANG, Y.; CHEN, W.; Recent trends and some
applications of istothermal titration calorimetry in biotechnology. Biotechnol, v. 5, p.
85-98, 2010.

SARAIVA, A. L. G.; SILVA, C. E. M.; CLEMENTE, E. Efeito do acido ascorbico em
massa de pao na presenca de 4cido tanico. Acta Scientiarum Technology, v. 32,
p. 207 — 211, 2010.

WALSTRA, P. Physical Chemistry of Foods. United States of America, Editora
Marcel Dekker, 2003.

WANG, P.; et al.; Effect of frozen storage on the conformational, thermal and
microscopic properties of gluten: Comparative studies on gluten-, glutenin- and
gliadin-rich fractions. Food Hydrocolloids, 2014; p. 238 — 246.

WONG, D. W. S.Quimica de los alimentos: mecanismos y teoria. Zaragoza,
Editora Acribia, 1995.

TAN, C. P.,, CHE MAN, Y. B. Recent developments in differential scanning
calorimetry for assessing oxidative deterioration of vegetable oils. Trends in Food
Science & Technology, v.13, p. 312 — 318, 2002.

VERBRUGGEN, I. M.; VERAVERBEKE, W. S.; VANDAMME, A.; DELCOUR, J. A,
Simultaneous Isolation of Wheat High Molecular Weight and Low Molecular Weight
Glutenin Subunits; Journal of Cereal Science; v. 28, p. 25 — 32, 1998.



68

XU, J.; BIETZ, J. A.; CARRIERE, C. J. Viscoelastic properties of wheat gliadin and
glutenin suspensions. Food Chemistry, v. 101; p. 1025 — 1030, 2007.



