UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

JUAN CARLOS LETELIER CARVAJAL

CARACTERIZACAO E MODIFICACOES QUIMICAS DA
PROTEINA DA MICROALGA SPIRULINA
(Spirulina maximg)

JOAO PESSOA / PB
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



JUAN CARLOS LETELIER CARVAJAL

CARACTERIZACAO E MODIFICACOES QUIMICAS DA
PROTEINA DA MICROALGA SPIRULINA
(Spirulina maximag)

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de Pés-Graduagédo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal da Paraiba,
em cumprimento as exigéncias para obtencao
do grau de Doutor em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Pushkar Singh Bora

JOAO PESSOA /PB
2009



C331c Carvajal, Juan Carlos Letelier.
Caracterizacao e modificacbes quimicas da
proteina da microalga spirulina (Spirulina méaxima) /
Juan Carlos Letelier Carvajal. — Jodo Pessoa, 2009.
1209f. :il.
Orientador: Pushkar Singh Bora
Tese (Doutorado) — UFPB/CT
1. Tecnologia de Alimentos. 2. Microalga. 3.
Proteinas. 4. Propriedades funcionais. 5.
ModificagBes quimicas.

UFPB/BC CDU: 664(043)




JUAN CARLOS LETELIER CARVAJAL

CARACTERIZACAO E MODIFICACOES QUIMICAS DA
PROTEINA DA MICROALGA SPIRULINA
(Spirulina maximg)

Tese aprovada em: 14 de Agosto de 2009

BANCA EXAMINADORA

5D ovs

Prof. Dr. Pushkar Smgh Bora

Orientador

bt

Prof. Dr. Pedro\(”ferezai Mezquita
Examinador Externo (Universidad de Antofagasta — Chile)

= = &
Prof. Dr. Vicente Queiroga Neto
Examinador Interno (UFPB)

i flu LS

Prof. Dr. Hémz Johann Holschuh
Examinador Interno gj FPB)

/ 7

f\/-ﬁ/u@ /\/\/—-Q

f'ﬁ f Dr. Jose Marcelino Oliveira Cavalheiro
Examinador Interno (UFPB)




OFERECIMENTO

Aos meus pais Carlos Letelier Lobos e Rina
Carvajal Mundaca (in memoriam), por me
guiarem e servirem de exemplo de vida.

Aos meus filhos Juan Andrés e Francisco
Javier pela amizade, apoio, carinho e
compreensao.



DEDICATORIA

Ao meu Orientador e “amigo” Prof. Dr.

Pushkar Singh Bora por ter contribuido de
forma significativa na formagdo deste
doutorando, com toda sua experiéncia e
conhecimento.



AGRADECIMENTOS

A Deus que me guia pelo caminho adequado e quejumd@ a seguir superando
obstaculos na vida.

Ao Prof. Dr. Pushkar Singh Bora, pela orientac@mpmreensao, amizade e por ter me
orientado nesta etapa importante da mia vida, cditif@ado suas idéias e conhecimentos,

possibilitando assim 0 meu aperfeicoamento téccieuntifico.

As Universidades Federais da Paraiba de Brasilieetsidad de Antofagasta de Chile

pela oportunidade concedida para o meu crescinpeafissional.

Aos Professores Doutores Sr. Pedro Cerezal Mezg{Mambro Externo —
Universidad de Antofagasta - Chile), Sr. Jacobe&S8outo (Membro Externo — Universidade
Federal de Campina Grande), Sr. Vicente Queiroga,N8&¥. Heinz Johann Holschuh e Sr.
Marcelino Oliveira Cavalheiro, pela anuéncia e lolisposicdo em participar da Banca

examinadora e pelas valiosas sugestdes para @igparhento deste trabalho.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal del Niuperior (CAPES) e
Direccion de Investigacion (DIRINV) de la Univera@tlde Antofagasta — Chile, pelo apoio e

cooperacao no desenvolvimento deste trabalho.

Aos meus colegas do Departamento de Alimentos dénigersidad de Antofagasta
Chile, pela compreensdo e apoio quando do meudmede afastamento, em especial ao

Diretor Sr. Pedro Cerezal pelo apoio incondicional.

Ao Prof. Dr. Antonio Gouveia de Souza por ter digpizado toda estrutura do
Laboratério de Combustiveis e Materiais/CCEN/UFRBassaria as analises térmicas deste

trabalho e em especial a técnica Maria Lucia Bpagas analises realizadas.

Ao Prof. Dr. Vicente Queiroga Neto pela amizadestante apoio, sugestdes feitas no
aperfeicoamento deste trabalho e por ter viabitizadnalise de eletroforese.

Ao Laboratorio de Fontes Protéicas da Universidestadual de Campinas- Sao Paulo

em nome do Prof. Jaime Amaya Farfan, pelo apormakses de aminoacidos realizadas.



Ao Departamento de Biologia Molecular da Univerdigld=ederal da Paraiba, em
nome da Professora Dra. Tatiane Santi, pelo fonmatio de hemacias destinadas aos ensaios

de hemoglutinacao deste trabalho.

Ao meus amigos e colegas Biano Neto e Sra, Elckeeila, Mike, Harley e Edivaldo
Vasconcelos pela convivéncia alegre, amizade eoapoe me entregaram desde o inicio e

durante este doutorado.

Ao meu amigo e colega de trabalho Sergio Marquetp @poio, amizade e

compartilhar momentos bons e ndo tdo bom no |latrovat

Aos meus amigos e colegas doutorandos Jodo Paatio Br sua Senhora esposa
Vanessa, Robson pela amizade, carinho, apoio éeagomadémico deste trabalho.

A meus colegas de Pés Graduacédo Olivaldo, Margdféatema, André, Monica Tejo,

e June, pelo apoio e amizade.

A minha amiga e colega Ana Paula, por toda a sspodibilidade e apoio no

desenvolvimento deste estudo.

Ao Secretario do Programa de Pés-graduacédo emi@sémd ecnologia de Alimentos,

Humberto Bandeira pelo seu apoio e atencdo natagardo Programa de Pos-Graduacao.

Ao meu amigo e companheiro de laboratério Gilvandow estar sempre disposto nos

momentos adequados.

Aos todos os professores do Programa de Pés Gémleag Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos, que contribuiram na formacéo deste danttio.

Enfim, a todos aqueles que de forma direta oueatalicontribuiram com este trabalho



LETELIER CARVAJAL, J. C.Caracterizacdo e Modificagcbes Quimicas da Proteinda
microalga spirulina (Spirulina maxima).

RESUMO

A Spirulina maxima uma microalga unicelular, que tem forma de filaroédnelicoidal e que
se desenvolve em aguas fortemente alcalinas; pertengrupo de cianobactérias, cianoficeas
ou algas verde-azulada e tém sido utilizados désehpos muitos antigos. A microalga
apresentou um crescimento de biomassa durante & e 1,07 g/L e um 23,63% de
rendimento. Apresenta um elevado teor de protgd93%) e baixo conteudo de lipideos
(6,84%) e cinzas (13,05 %). Este conteudo de pragetlevou-se na farinha desengordurada
para 61,14%. Fracionando-se as proteinas obtevensimentos majoritarios de albuminas
(36,61%), glutelina basica (31,29%) e globulina,@3%), e minoritario de prolaminas
(3,95%) e glutelina acida (0,29%). Na obtencaosatado protéico, o indice em proteina total
extraida nas trés extracbes foi 54,36%, o indicprdeipitacdo isoelétrica no extrato de pH
10,0 foi 46,81% e o indice de proteina total ndaido protéico foi de 95,44% em pH 10,0. A
analise do peso molecular das proteinas da faenm@AGE-SDI3Me revelou de 8 a 13
bandas. As subunidades de 16,21 e 15,74 kDa apamepeoeminentes na amostra. A termo-
estabilidade Td, °C) e a variacdo entélpicaAH, Kcal por g), examinadas por DSC,
respectivas a farinha desengordurada e isoladéipootoram de 104,58°C e 102,47°C, 0,65
Kcal.g' e 0,59 Kcal.g, respectivamente. A caracterizagdo nutricional piateina da
Spirulina maxima demonstrou um contetido de taninos de 17,5 neg.gauséncia dos
inibidores de lectina e tripsina. A composicao nen@acidos revelou a presencia de todos 0s
aminoacidos essenciais em quantidades superiorepadcdo FAO/WHO/UNU, com
predominancia da leucina (3,969 por 100g proteiieajjalanina (2,92 g por 100g proteinas)
e valina (2,71 g por 100 g proteinas). Os resuftaths modificacdes quimicas revelaram que
a acetilacdo se mostrou mais efetiva que a suacéol nos diferentes graus de modificacédo
(1; 2.5; 5; 10 e 15 %). A solubilidade do isoladmmodificado indicou um ponto isoelétrico
(minima solubilidade) em pH 5,0, para os isoladazdifitados o ponto isoelétrico se
observou no pH 4,0. A solubilidade aumentou comodifitacdo quimica, detectando-se um
maior aumento na succinilagdo. A capacidade de rgdsode agua foi influenciada
positivamente com a modificagdo quimica, observaedam maior aumento na acetilagéo
em relacdo a succinilacdo. Da mesma forma a cagmeide absorcéo de 6leo aumentou com
a modificacdo, observando-se um maior aumento pactade na acetilagdo. A capacidade
de emulsdo aumentou com a modificacdo quimica etostms graus de modificacéo,
detectando-se um leve aumento na succinilacdovilate de emulsdo foi aumentada com a
modificacdo quimica, observando-se um leve aumaeatsuccinilacdo. A estabilidade da
emulsdo aumentou com a modificacdo quimica, deteéotae um maior aumento na
succinilacdo. A viscosidade relativa dos isoladostgicos modificados aumentou com a
concentracdo da solucdo de proteina, com a terop@rambiente e com o aquecimento
(90°C), na medida que aumenta o grau de modificaeitbém aumenta a viscosidade. A
capacidade de espumacdo aumentou com a modificagéoca, observando-se um maior
indice na succinilacdo, na estabilidade de espumaegficebe-se que o decréscimo na
estabilidade foi menos acentuado na acetilacdoudong succinilagdo, em todos os tempos
analisados e todos os graus de modificacdo testalgsroteina daSpirulina maxima
apresentou uma caracteristica quimica e nutricisatisfatoria em relacdo a exigéncias
minimas estabelecidas pelos organismos internasiona

Palavras Chave:microalga,proteinas, propriedades funcionais, modificacoésupas.



LETELIER CARVAJAL, J. C. Characterization and Chemical Modifications of the
Protein of the microalga Spirulina (Spirulina maxima)

ABSTRACT

Maximum Spirulina is an unicellular microalga, tishie has form of helical filament and that
she grows in waters strongly alkaline; she beldogke cianobacterial group, cianoficeas or
algae green-blued and they have been used sines timany old. The microalgae presented a
biomass growth in summer of 1,07 g/L and a 23,63%ental. Present a high contend of
proteins (54.93%) and low oils content (6,84%) astes (13,05%), this content of proteins
rises in the flour degreased for 61,14%. being titaed the proteins was obtained majority
incomes of albumins (36,61%), basic glutelina (9%2 and globulin (21,03%), and minority
of prolaminas (3,95%) and acid glutelina (0,29%)tHe obtaining of the isolated proteic, the
index in extracted total protein in the three ecticms was 54,36%, the index of precipitation
isoelectric in the extract of pH 10,0 was 46,81% #re index of total protein in the isolated
proteic was of 95,44% in pH 10,0. the analysishef inolecular weight of the proteins of the
flour in PAGE-SDS - she revealed from 8 to 13 bafde subunidades of 16,21 and 15,74
kDa appeared prominent in the sample. The termilisgali d, °C) and the variation entalpica
(H, KCal/g), examined by DSC, respective the deggddlour and isolated proteic were of
104,58°C and 102,47°C and 0,65 Kcal.g-1 and 0,58l.5€l, respectively. The nutritional
characterization of the protein of maximum Spiralithey demonstrated a content of tannins
of 17,5 mg.g-1 and absence of the lectina inhibitmd tripsina. The composition of amino
acids revealed her witnesses of all of the esdestiéno acids in superior amounts to the
pattern FAO/WHO/UNU, with predominance of the len&c(3,969/100g protein), fenilalanina
(2,92 g/100g proteins) and valina (2,71 ¢/100 gtens). The results of the chemical
modifications revealed that the acetilation wasnghmore it executes than the succinylation
in the different modification degrees (1; 2.5; 5;dnd 15%). the solubility of the isolated not
modified indicated a point isoelectric (low soluty) in pH 5,0, for the isolated ones modified
the point isoelectric was observed in the pH 4@. $olubility increased with the chemical
modification, being observed a larger increas&ésuccinylation. The capacity of absorption
of water was influenced positively with the chenhigeodification, being observed a larger
increase in the acetilation in relation to sucatigin. In the same way the capacity of oil
absorption increases with the modification, beibgesved a larger increase of the capacity in
the acetilation. The emulsion capacity increaseith Wie chemical modification in all of the
modification degrees, being observed a light ineeem the succinylation. The emulsion
activity was increased with the chemical modifioatibeing observed a light increase in the
succinylation. The stability of the emulsion inged with the chemical modification, being
observed a larger increase in the succinylatior. fEhative viscosity of the isolated modified
proteic increased with the concentration of theaginosolution, with to room temperature and
with the heating (90°C), in the measure that irseeathe modification degree, it also
increases the viscosity. The floaming capacity eased with the chemical modification,
being observed a larger index in the succinylatiorthe espumacéo stability is noticed that
the decrease in the stability was less accentuaténd acetilation than in the succinylation, in
all of the analyzed times and all of the modifioatdegrees tested. The protein of maximum
Spirulina presented a chemical and nutritional abi@ristic satisfactory in relation to
minimum demands established by the internatiorgdmsms.

Key Words: microalgaeproteins, functional properties, chemical modificas
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1 INTRODUCAO

O aumento da populagcdo mundial provocou uma tHtalimentos adequados para
satisfazer as necessidades de alimentacdo. Esserifat a necessidade de se encontrarem
novas fontes alimentares, o que ocasionou um impaet industria de suplementos
nutricionais, que excedeu bilhdes de dolares delasemnuais. Mas o mercado ainda nao
alcancou seu nivel maximo de comercializacdo. Gsjpsadores dizem que a demanda
continuard aumentando. Como exemplo dessa tendéceierada, esta o fato de que trés de
cada quatro consumidores tém idade acima de 35 araesse seguimento demografico da
populacdo, que tem maiores niveis de consumo, gespera alcancar uma cifra proxima de
150 milhdes de pessoas para 2005 em todo o muridBEOWALE, LAWAL, 2003).

Muitas investigacdes indicam que a insuficiéncietgica na nutricdo humana é um
dos problemas dos paises subdesenvolvidos, pgréssecessario aumentar e diversificar as
fontes de proteinas e desenvolver novas fontexodeencionais (CHEL-GUERRER@ al,
2002). Nesse sentido, as microalgas se apresentaram uma alternativa no aporte desses

nutrientes.

As proteinas, que podem ser consideradas como urmamativa no deéficit de
alimentos, estas sdo classificadas como macroentgs e, além de representarem um
importante papel nutricional nos alimentos, quegpoder apresentados em forma de farinha,
como isolados em diversos produtos alimenticiosestudo da funcionalidade desses
concentrados e isolados proteicos € sobremanepariamte para sua efetiva utilizacdo como
ingredientes alimentares (KINSELLA, 1976).

As organizacgfes internacionais recomendam que tigemes procedam de fontes
naturais e que o0 organismo esteja capacitado s@na-los facilmente. E preciso, ainda,
assumir que algumas fontes naturais sdo defigtamm alguns nutrientes essenciais. Para
balancear a dieta, procuram-se suplementos nutaigp e nisso, a spirulina ndo tem
competidores, principalmente referentes a seu @datdntegral e origem inteiramente

natural.

Pesquisadores relataram que, nos ultimos 30 anasp ale isolados proteicos em
alimentos como ingrediente aumentou consideravakmesobretudo, devido a grande

quantidade de informacao e de conhecimento dasipdages funcionais e do valor nutritivo,
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gue deveriam contribuir para 0 melhoramento dobuts sensoriais e de qualidade dos
alimentos (SANCHEZ-VIOQUEt al, 1999; RANGELet al, 2004; HORAXet al, 2004).

Nesse sentido, as algas e microalgas podem serdemdas como uma fonte
interessante no fornecimento de nutrientes nadatéio de alimentos. Muitas das espécies de
algas e microalgas vém sendo empregadas como fatealimentos, em produtos
farmacoldgicos, bioquimicos e fertilizantes. Endoaralimento humano, as algas
microscopicas tém sido utilizadas no mundo de fammderada, como exemplo, a microalga

spirulina.

A spirulina € uma microalga unicelular, que tenmfarde filamento helicoidal e que se
desenvolve em aguas fortemente alcalinas; pertancgrupo de cianobactérias, também
denominadas cianoficeas ou algas verde-azuladas.uGocomprimento de meio milimetro
de comprimento, encontra-se entre 0s seres maigoantonhecidos, que além da sua
natureza elementar, sdo capazes de realizar fotess) anadloga a que ocorre nas plantas
superiores (HABIBet al, 2008).

Essas algas captam a energia luminosa por meicatoplexos proteicos exclusivos
das células procaridticas e das algas vermelhaguais se ordenam sobre a membrana
tilacoidal. Nos ficobilisomas, ha um complexo Undm pigmentos formado pela ficocianina
(azulada) que, junto com a clorofila (a esverdeatia)fere as cianobactérias sua coloracao
verde—azulada caracteristica (STALEtval, 1987).

A andlise bioquimica das células secas da Spirdémaonstrou que, em meédia, 60%
do seu peso sao constituidos por proteina. As ipestepresentes na spirulina séao,
principalmente, ficobiliproteinas, que contém bomiveis dos aminoacidos essenciais,
excetuando-se a cisteina e a metionina (WEBB, CHI82; TOKUSOGLU, UNAL, 2003).
Pela sua composicédo, as proteinas dessa microsiga aptas para o consumo animal e
humano, podendo ser comercializadas na forma desulgape de comprimidos
(BOROWISTZKA, 1999).

Ao analisar as estatisticas disponiveis, podebserear que, entre 1990 e 2000, a
producdo mundial dérthrospira sp triplicou, subindo de 710 toneladas produzidasano
1990 para mais de 3.300, no ano 1999 (FAO, 200&hildEt al, (2008) referem que as
estatisticas industriais da Food Agriculture Orgatidon (FAO) descrevem que, no ano de
2003, a China produziu 19.080 toneladas de Spauanmentando para 41.570 toneladas em
2004.
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O presente trabalho justifica-se pelo fato de gereham estudo tenha sido realizado
sobre importantes aspectos das proteinas da ngerdgpirulina maxima, tanto seja em
relacéo & caracterizacao das propriedades fisicoicps e nutricionais das proteinas contidas
na microalga e comparacao das propriedades funsidoa isolados protéicos da microalga
nao-modificado e modificado quimicamente por sutagdo e acetilacdo. Podendo-se
estabelecer a qualidade nutricional da proteinandaoalga e sua provavel utilizacdo na
elaboracdo de produtos alimenticios, além de gef@mmacao cientifica que complemente a

ja existente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a proteina da microalga spirul@giulina maximg nédo modificada
e modificada quimicamente em relacdo a propriedfisies-quimicas, funcionais

modificados e ndo modificados quimicamente e aepeuitricionais.

2.2.-Objetivos especificos

Cultivar e obter a biomassa liofilizada da micreedgirulina maxima
Obter a farinha integral da microal§airulina maxima

Determinar a composi¢cédo centesimal da farinha rateda microalgaSpirulina

maxima

Quantificar e classificar as diferentes fracoestgicas na microalg&pirulina

maxima
Obter isolado protéico da farinha da microdbgarulina maxima

Determinar o peso molecular das subunidades qusitteem a proteina na farinha

da microalgeBpirulina maximaatravés de eletroforese (SDS PAGE);

Caracterizar a farinha e o isolado proteico da malga Spirulina maximaem
relacdo as propriedades de estabilidade térmicapéetura de desnaturacéo

térmica -Td e entalpia de transicaf);

Determinar a composi¢cdo dos aminoacidos da peotda microalgaSpirulina

maxima;

Determinar a presenca ou auséncia de componeriestacionais como: taninos,

inibidor de tripsina e de lectina, na proteingSgérulina maxima;

Modificar quimicamente o isolado proteico da midgaaSpirulina maxima

através de succinilacéo e acetilagao;
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Determinar e comparar as propriedades funcionaisilidade, capacidade de
absorcdo de agua e Oleo, capacidade de emulsahilidate de emulséo
capacidade de espumacéo, estabilidade de espuindggwpteina no isolado n&o

modificado e modificado da microal@pirulina maxima.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historia e importancia das microalgas

Segundo Habilet al; (2008), no planeta terra, as algas formam unesm$a populacao
de individuos de estrutura celular simples, dassgg&conhecem, aproximadamente, 110 mil
espécies, reunidas em quatro grandes grupos, que sa

As cianofitas Cyanophycegeou algas verde-azuladas;

As clorofitas Chlorophyceagou algas verdes;

As fedfitas Phaephycegeou algas pardas;

As rodofitas Rhodophycegeou algas vermelhas.

As algas verde-azuladas e verdes encontram-se ¢éant@gua marinha quanto doce,
porém as algas dos outros grupos sdo exclusivaamibientes marinhos. Seu tamanho é
variavel: algumas, como a alga verde-azulada dargéspirulina, sdo microscopicas e
formam filamentos que medem amstromg (milésimomiienetros). Porém existem outras,

gigantes, que chegam a medir até 60 metros, catgagarda, chamada sargaco gigante.

As microalgas, em especial, a spirulina, tém fpéde da alimentagéo de civilizagbes
antigas, como os Maias, os Astecas e algumas tiiniganas e asiaticas. O povo asteca tinha
a spirulina como base de sua alimentacéo, a qaaligsecada ao sol e transformada em uma
espécie de bolo. Usada como parte da sua alimentaséa tradicdo da spirulina tinha-se
perdido, mas, nos ultimos tempos, até nossos d&s, aumentando. Também tem se
observado que, para muitas aves africanas, essaahgtitui a Unica fonte alimenticia. Os
flamingos, por exemplo, na zona do Chade, na Afséase alimentam da Spirulina que

encontram na superficie das lagoas.

Segundo Vonshaét al., (1996), o efeito positivo das microalgas devesssaguintes

razoes:

* A vitamina E e o caroteno determinam uma maior cddpde de resisténcia ao
ataque de radicais livres; as vitaminas Bl, B2, B1€ cobrem a necessidade

corporea de principios ativos fundamentais



26

« O alto conteddo de albumina e a variedade de agiohm® esenciais sdo
fundamentais para um desenvolvimento corpdreo sadiona Otima condi¢ao

fisica.

Existe um projeto europeu para a "Producgéo e cepsaenento de algas para aplicacéo
industrial”, j& que as mesmas estdo sendo cadaaezcotizadas na obtencédo de produtos,
tais como alimentos, téxteis e na industria denpaids; Oleos essenciais acidos (para
aplicacdo alimenticia); antioxidantes e vitaminggarg cosmetologia e industrias
farmacéuticas e da alimentacdo). No entanto, augémdem grande escala de algas de alta
qualidade (e de seus derivados) encontra-se emoedéasubdesenvolvimento nas zonas de
microclima moderado na Europa. A limitacdo climatimpede um sistema de cultura com
um mesmo método. Por essa razao, a alternativaeddsver outras tecnologias de culturas,
como poderiam ser as estufas. A producéo poteesialcentrada na Spirulina, considerando-

se também outros derivados que sejam de alta qdaligHABIBet al, 2008).

3.2 Classificacao e descri¢ao celular das algas #gerazuladas

As algas verde-azuladas ocupam uma posicdo int@reedentre as bactérias
fotossintetizantes e as algas eucaritticas. Nad#aaterioclorofila, porém contém clorofila e
outros pigmentos. Com sua estrutura celular proteai (parede celular, ribossomos e acido
nucléico), classificam-se, taxonomicamente, dentto grupo das bactérias (Reino
Procaryota@, com a denominacao de cianobactérias (STAEEal, 1989).

Nesse contexto, as cianobactérias ou procaridtitle sido consideradas
tradicionalmente dentro das microalgas. De fatgurabs dessas cianobactérias, como é o
caso da Spirulina, que fornece uma das principaigtribuicbes da biotecnologia das
microalgas (RODRIGUEZ, GUERRERO, 1992). Assim seratermo microalga ndo tem
sentido taxondmico algum e, dentro do mesmo, imeise organismos com dois tipos de
células diferentes: as cianobactérias, que ténutesr celular procaribtica, e as outras
microalgas, com estrutura celular eucaridtica.

As cianobactérias sdo muito mais simples, podemeapacomo ceélulas individuais,
mas também sdo frequentes nas formas filamentdgesar da sua organizacao celular
procariotica, estruturalmente sdo muito mais corgdejue a maioria das bactérias. Elas tém
uma secdo central, onde fica o &cido nucléico @pema molécula de DNA). Além das
grandes diferencas estruturais, fisiologicamensedas tipos de microalgas sao similares,
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com um metabolismo fotossintético semelhante agtiagas superiores. Sua reproducao é,
geralmente, por divisdo binaria, com tempos de icagho de 1h ou menos para as
procariéticas (cianobactérias), porém de 8 a 241hmais para as eucaritticas. Muitas se
dividem no momento particular do ciclo dia — noies. espécies que se dividem durante o
periodo de obscuridade sintetizam o material cetidaante o periodo de luz, bem como, na
fase de obscuridade, realizam diferentes reacOkexiaeadas com a divisao celular
(TAYLOR, 1980).

Habib et al. (2008) indicaram que a diversidade ou classificagds espécies de
Spirulina € limitada a 15, que sdo as seguir@érulina platensigGomont) Arthrospira
fusiformig (Voronichin); S. platensidNIES-39;S. platensisGeitler; S. platensigNordstedt)
Geitler; S. subsalsa fo. Versicolgcohn) Koster;S. subsalsa Oersteds.maxima(ou S.
geitleri) (Setch. et Gardnerg. subsalsa Oersted ex Gomddtmajor KutzingArthrospira
fusiformis (Voronichin); A. maxima A jenneri (Kutzing) Stitz; S. labyrinthiformis S.
laxissima S. lonar S. nodosaS. princeps West & Wes®S. laxa G.M. Smith.

3.3 A Spirulina

A Spirulina é uma alga verde-azulada, que se debsmem aguas fortemente
alcalinas, seu tamanho € microscépico, e sua fditamentosa. Esta constituida por células
de 2 a 8 um de comprimento, que formam um esiiglifa 1), o que origina seu nome. E
unicelular e descendente das primeiras formas dtidgticas surgidas a aproximadamente 3
bilhdes de anos, sem mudancas evolutivas (SHIMAMATZ04).

FONTE: (SHIMAMATSU, 2004)

Figura 1- Fotografia microscépica da microalga @pia
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A microalga spirulina foi encontrada fossilizadéem-se comprovado que, gragas a
sua adaptacdo ao habitat, tem permanecido pratitarsem evoluir até nossos dias. Trata-se
de um organismo fotossintético, isto €, que utibzgas carbonico da atmosfera, produzindo
oxigénio e alimento. Por isso as algas verde-aaslaem geral, colaboraram com a atmosfera
da terra dsede seus primordios tal como existe boja alta porcentagem de oxigénio. Dessa
forma, surgiram novos tipos de seres vivos, osrgakzavam uma respiracdo aerobia, nos

quais se incluem os seres humanos (STAEE#L, 1989).

Hoje em dia, nos paises mais avancados, esse ¢ipmictoalga, € um poderoso
micronutriente biolégico, em virtude das substémcigue tem: proteinas (60-70%),
carboidratos (20%), lipidios (8%), minerais e odilgmnentos (13%). Por essa razédo, é
considerada como a maior fonte natural de protesr@sa do ovo e da soja, com multiplas
aplicacdes no campo da saude, da dietética e éicagRODRIGUEZ, GUERRERO, 1992;
TOKUSOGLU, UNAL, 2003).

3.3.1 Composicéo e caracteristicas nutricionais dapirulina

3.3.1.1 Caracteristicas nutritivas da Spirulina

O valor da spirulina € determinado pela variedaake riitrientes que contém, alguns
dos quais ndo sdo sintetizados pelo organismo hmmBem muitos macronutrientes e
micronutrientes e, devido a sua variedade, tornass@limento completo, qualitativamente e
se consumida em doses elevadas também guantitatitanode-se dizer que a Spirulina é o
alimento com maior nimero de elementos nutritiviserentes por unidade de peso, e o
organismo sO necessita de 20 gramas diarios ddgaapara satisfazer todas as suas
necessidades nutritivas. (PHANSGal.,2000).

As proteinas da Spirulina contém todos os amimlo&cessenciais, a partir dos quais o
organismo constroi a sua arquitetura. Porém seusoanidos ndo sao tdo completos como o
da carne animal, especialmente no que se referetiamma, a cisteina e a lisina, mas séo
muito mais completos que os de origem vegetaluindb-se as dos legumes. Além disso, a
Spirulina ndo apresenta os inconvenientes das<ammais no que se refere a seu conteudo
em colesterol, pois sua elevada concentracdo peaotaiiva o metabolismo. A energia
necessaria para a combustdao de um grama de prétaimgior do que para um grama de
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glicidios ou de gorduras. Logo, uma dieta normaaao hiperproteica tem um gasto
energético muito superior ao da equilibrada, vigie o balanco energético € muito inferior,
obrigando a utilizacdo das reservas organicas.ep upido a presenca de fibras alimentares,
que dao a sensacdo de saciedade, devido a reteilg@a, faz da Spirulina um alimento
indispensavel nas dietas de emagrecimento. Tamb@gmiar o funcionamento intestinal, a

reproducdao celular, a fluidez do sangue e a formdaéghemoglobina (HABI®t al, 2008).

Por todas as razGes aqui expressas, a spirulic@nserteu em uma alternativa natural
ao consumo de proteina animal e se faz muito remda, junto com a soja, como fonte
proteica das dietas vegetarianas. Os desportistigstarianos podem fazer uso dela para
cobrir parte da suas necessidades.

A Spirulina tem vitaminas, especialmente a vitami na forma de betacaroteno,
vitamina C e vitaminas do grupo B. E sabido da ir§mzia da vitamina A e da vitamina C
como antioxidantes na prevencao de numerosas dodegenerativas. A Spirulina destaca-
se, sobretudo, pelo seu conteddo em cobalaminatamina B12, dificil de encontrar em
dietas vegetarianas, e em acido folico ou vitanB8aque € necessario para a formacéo das
células e o bom funcionamento do coracéo e donsssteervoso. Outros autores indicam que
a Spirulina também contém uma elevada quantidadetal®inas do complexo B (B1, B2,
B6), B-caroteno e vitamina E, além de minerais como oazio magnésio, 0 cromo, o selénio
e o ferro, necesséarios para a manutencdo do mistabolpara a conservacao da pele e das
mucosas e para o desenvolvimento normal dos osslus @lentes, além de aminoacidos
essenciais, que sdo necessarios em nossa diem @muibuem para uma melhor nutricdo
humana (BROWNMt al, 1989; BECKER, 1994).

Para uma microalga ser consumida e digerida, a valtsicional dependera da sua
composicao bioquimica. Nesse contexto, ndo sO gasigio de macro nutrientes como
também a composicdo e a concentracdo de aminoaeiléns da composicao dos lipideos,
sdo de primeira importancia no valor nutriciona ddcroalgas. Essa composi¢ado bioquimica
muda com as condi¢gbes do cultivo (temperatura, ilagiio, composicdo do médio etc)
(WEBB, CHU, 1982).
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3.3.1.2 Composicéo quimica da Spirulina

Segundo Habibet al, (2008), a Spirulina € uma microalga que tem guisgée
composicao quimica: proteinas (50 - 70%); carbtadrgl5 - 25%); lipideos (6 - 8%);
minerais (7 - 13%); umidade (3 - 7%) e fibra (80%). Essa composicao faz que seja
considerado um micronutriente biolégico, que apartea abundante quantidade de proteina
natural, depois do ovo e da soja. A figura 2, daszvalores médios da composicdo quimica

encontrada na microalga Spirulina.

COMPOSICION DE LA SPIRULINA

B HDRATOS DE
CARBONO
20%

O PROTEINASY
AMINOACIDOS

OHUM EDAD 65%

3%
OM INERALES
7%

WLIPIDOS
5%

FONTE:Pesquisa propria

Figura 2 — Gréfico da composicdo quimica média gacalga Spirulina.

No quadro 1, descrevem-se os dados da composigdia uhds diferentes compostos
(componentes nutricionais, aminoacidos essen@aifoacidos ndo essenciais, pigmentos,

acidos graxos, minerais e vitaminas) encontradaesia@alga Spirulina.
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Quadro 1 — Composicao quimica da micro&gaulina

Composicao (%oMatéria Seca) Acidos grassos média mg/Kg

Carboidratos 13-16 % | cidd gamma-linolénico (AGL)10.000

Gorduras 6-7 % |Acido linoleico essencial 11.000

Minerais 6-15 % | Acido dihomogamma-linoléico 530

Umidade 3-7% cido alfa-linoléico 14,5

Proteinas média 50-70 % Adidcosahexanoico (ADH) 14,5
Acido arcaquico 48

Aminoacidos essenciais (% Matéria seca) Acido behénico 48

Isoleucina 6 Agidriicico 24

Leucina 8 Aailignoceronico 24

Lisina 4,6

Metionina 1,4 Minerais Media mg/Kg

Fenilalanina 4,9 GalgCa) 4.000

Treonina 4,6 feeie) 1.060

Triptéfano 1,4 Psxip(K) 15.200

Valina 6,5 alyhésio (Mg) 4.800
Manganeso(Mn) 26

Aminoacidos no essenciais Molibdénio(Mb) 1,50

Alanina 6,8

Arginina 6,5 Vitaminas mg/Kg (Matéria seca)

Tirosina 3,9 Wit225

Alanina 6,8 Vit03

Arginina 6,5 VitlBL4

Ac. Aspatrtico 8,6 Vit. 28,5

Ac.Glutamico 12,6 Vit. B631,

Cistina 0,4 Mitl2 0,3

Glicina 4,8

Histidina 1,8

Prolina 3,9

Serina 4,2

FONTE: (BROWNEet al, 1989; BECKER, 1994)

3.3.2 Localizacao e producéo da Spirulina

Originariamente, trata-se de um organismo procedelet lagoas da Africa e da
América tropical, que tem se estendido em outrasmza@uentes do mundo, aproveitando a
sua capacidade de adaptacado em lugares onde né&m goglscer outros organismos (HABIB
et al.,2008).

A Spirulina cresce de forma natural em lagoas ialagalque contém carbonato sodico

(N&CQ;3), o bicarbonato sodico (NaHGOe outros minerais, assim como compostos
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fixadores do Nitrogénio. Essas lagoas se encon@amtodos os continentes, incluindo a
Antartida, algumas vezes perto de lagoas muitadaky vulcées e desertos. A Spirulina tem
crescido na Africa (Argélia, Chade, Bodou, Sudgdyddti, Etidpia, Zaire, Quénia, Tanzania,
Tunisia, Zambia, Madagascar, Botswana, Namibiaicd\fdo Sul, Mauritania); na Asia
(india, Myanmar, Sri Lanka, Paquistdo, Tailandiag#aijdo); na América do Sul (Uruguai:
Montevidéu; Chile: zona desértica da | e |l regid@sru: Lago Huacachina, perto do Ica,
Lagoa Orovilca: lagoa agora seca, Lagoa Ventanifla,costa perto de Lima, no Reservatorio
de agua, perto de Paracas, Lagoa Titicaca); nariéando Norte (México: Lago Texcoco
Crater; Califérnia, Haiti, Republica Dominicanaj &uropa (Hungria, Franca). (KEBEDE,
AHLGREN, 1996; SAZON, 1997)

3.3.2.1. Sistemas de cultivo da Spirulina

O sistema de cultura da microalga Spirulina podefaito em lugares abertos ou
fechados. Esses dois sistemas tém vantagems entlggyas. O sistema aberto (Figura 3),
tipo piscina (race-way), € o mais utilizado nagsieliegares onde as condi¢cdes de luz,
temperatura e espaco sao favoraveis. Ao aumentinaidade microalgal, requer-se da
transferéncia de cultura a volumes maiores, semdq pratico manter esse sistema em
condi¢des do laboratorio com luz artificial. Essatedologia necessita de luz solar como a
fonte principal de energia necessaria para o mkgatm microalgal. (RICHMOND, 1990;
LOURENCO, 2006)

O esquema de producéo inicia-se inoculando micasalgie se encontram em fase de
crescimento exponencial (5 a 7 dias). O tempo dscanento depende, principalmente, do
tamanho do in6culo médio e das condicdes de cultenaperatura, iluminacao), assim como
da taxa de crescimento da espécie. Obtida a faggedeimento exponencial, coleta-se a
cultura e se utiliza como inéculo para os canaialtievelocidade (race-way). Esse sistema é
0 mais empregado em nivel industrial, e as pargessas piscinas geralmente sdo construidas
de cimento, concreto ou simplesmente pilha de ,terohertas de PVC de 1-2 mm de
espessura ou outro material plastico; podem squencompletos de fibra de vidro, com uma

profundidade média de 20 a 30 cm.

Nesse sistema de cultura, a mistura e a turbulés@ia necessarias para evitar
limitagcbes no crescimento por causa da foto-intyigiie depende da intensidade da luz e da

concentracdo de oxigénio. A aeracdo e a agitagéwefleem a oxigenacdo das culturas e a
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homogeneizacdo de nutrientes, movimento constaatalghs para a superficie luminosa,
obtendo-se uma melhor fotossintese e aporte dg@@ o crescimento celular (0,03% do ar)
(HERRERA, 2002; HABIBet al,2008).

Habibet al., (2008) indicaram que @pirulinaé produzida em forma artificial (Figura
3) em, no minimo, 22 paises, a saber: Benin, Bidsikina Faso, Chade, Chile, China, Costa
Rica, Costa do Marfim, Cuba, Equador, Franca, ndiadagascar, México, Myanmar, Peru,

Israel, Espanha, Tailandia, Togo, Estados Uniddema.

Os principais produtores de Spirulina, em nivel diain localizam-se nos Estados
Unidos, no Japdao, em Israel e na Australia, abastieca seus proprios mercados e a outros,
como a Comunidade Europeia e o Canada. Por outta, pahina e india constituem

importantes produtores de biomassa de culturasedagma a média escala, que realizam

agrupacdes comunitarias para consumo interno,ipaineente.

e
%

NNSS—=—

FONTE: (BOROWISTZKA, 1999)

Figura 3 - Fotografia de cultivos artificiais alosrda microalg&pirulina

Shimamatsu (2004) informa que a producao indugttal deSpirulinaé de cerca de
3.000 toneladas ao ano. A FAO (2006) afirma queChaa, no ano 2003, houve uma
producdo de 19.080 toneladas e mostrou um aumentideravel de 41.570 toneladas no
ano de 2004, com um valor aproximado de US$ 7,thded e US$ 16,6 milhdes
respectivamente.
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3.3.3 Aplicacbes da Spirulina

Tradicionalmentetem-se utilizado a Spirulina de uma forma muitgomExistem
referéncias escritas de seu uso na Ameérica préabdt@, por parte dos astecas, que a
extraiam da lagoa Texcoco (México) (KEBEDE, AHLGRHENG6).

Essa alga foi usada amplamente na China, sobretuddiins medicinais, ja que era
utilizada para aumentar o desejo sexual e paraepiea queda de cabelo. Além disso,
formava parte dos alimentos que eram consumidasamegente por muitos povos do mundo,
0S quais, além de té-la como um alimento muitogirtot pensavam que 0s protegia de
numerosas doencgas, algumas tao fatais como oseatdqucoracao ou o cancer. Hoje em dia,
€ muito consumida no Japéo e nos Estados Unidgards onde muita gente a considera
como o melhor medicamento para perder peso. (BECKE&6; BOROWITZKA, 1999)

Essa microalga pode ser utilizada com diversadidimdes, entre elas, destacam-se:
para se emagrecer e reduzir o apetite naturaimeletddo a sua alta porcentagem de
fenilalanina; regular os niveis de glicose, porgoltém cromo; como energético natural para
criangas, adultos, convalescentes e desportistagapsa do seu alto valor nutricional, baixo
valor energético e baixo nivel calérico (4 calfgpara corrigir os desequilibrios metabdlicos
e funcionais dos sistemas nervoso, cardiovascutermonal. Inclui cofatores da sintese de
prostaglandinas. Em Biomedicina e Farmacologiamatia sua utilizacdo em dietética,
apresentam efeitos hipocolesterolémicos, atividade®ibacterianas, antifungica e
antitumorais (COHEN, 1986; BOROWITZKA, BOROWITZKA88 a, b; PESANDO,
1990; GUVENZet al, 1990); na alimentagéo, é usado para espécigdanmponicas, como
Artemig que é utilizada na alimentacao de larvas de Gan@TROMGREN, CARY, 1984;
ENRIGHT et al, 1986; ALBERTOSAet al, 1993); como estabilizador de piscinas, para
melhorar o crescimento e a subrevivéncia das latsss se deve a manutencéo da qualidade
da agua pela agdo das microalgas — producdo dcéroaige utilizagdo do amobnio
(SEYMOUR, 1980), bem como a excregdo dos fatoresrdecimento (BROWNet al,
1989). Sob certas condi¢cbes, muitas espécies dmalgas podem acumular, em altas
concentracdes, compostos de interesse comercrah pooteinas, lipideos, amidos, glicerol,
pigmentos naturais ou biopolimeros (RICHMOND, 1988HEN, 1986). Na agricultura, a
biomassa da microalga é utilizada como biofertilama(BECKER, VENKATARAMAN,
1982).
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A Spirulina pode ser consumida em comprimidos, wagsou em p6. Porém, esta ultima
apresentacdo € a ideal para ser usada como condjnaelereco de saladas, sucos, crepes,

abacate ou outras receitas de muito interesseion e culinario.

3.3.4 Propriedades medicinais da Spirulina

Liu et al., (2000) asseveram que o papel dessas microalgasediina tem sido
considerados devido aos numerosos estudos que é#nondtrado, principalmente em

animais, suas possiveis propriedades curativasuemarios, como por exemplo:

* Perda da visao: A Spirulina tem sido usada paratarhento das deficiéncias de
vitamina A, responsaveis pela perda da visdo ersopsscuja dieta é deficiente
nessa vitamina. A Organizacdo Mundial de Saude (OMBnonstrou que, na
india, a decisdo de adicionar um grama diario deulSga na dieta dos meninos
tinha um efeito muito positivo. A estatistica postea esse fato tem demonstrado
gue a porcentagem de cegueira tem diminuido dasslsejadotou essa iniciativa.
Entdo, a inclusdo de suplementos de Spirulina passoas que apresentam
problemas de visdo, como degeneracdo macular eicagoturna, poderia trazer

resultados muito positivos.

* Artrite: a Spirulina apresenta um elevado conteleilm &acidos graxos
poliinsaturados, especialmente o acidbnolénico, um dos acidos graxos que
toma parte do grupo Omega-6. A capacidade desspoc@nte para diminuir 0s
processos inflamatorios faz da Spirulina um impagasuprimento no combate a

doencas como a artrite reumatoide.

» Problemas do aparelho circulatorio: numerosos estuidalizados em ratos tém
demonstrado que os niveis elevados de acidos gessEnciais, especialmente
Omega-6, da Spirulina exerciam um efeito positiwbre o aparelho circulatorio.
A ingestdo de alimentos ricos em Aacidos graxos @mbegu complementos que
contenham esse principio rebaixa as trigliceriddimsinui o colesterol, previne a
formacdo de coagulos nas artérias ao impedir agagée plaquetaria e diminui
levemente a pressado arterial. Em geral, fluidiicaangue e protege contra os
ataques cardiacos, as apoplexias, os derramesaisyeds anginas de peito, a
doenca de Reynaud etc.
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Remédio para aumentar as defesas: outro estudal@éeronstrado a capacidade
dessa microalga para estimular a imunidade, de imagee seu uso poderia ser
adequado para prevenir certas doencgas, devidoas gg defesas se encontram
comprometidas. Numerosas investigagdes estdo seatlipadas para comprovar
se a Spirulina resulta em beneficios no combatéDESAHIV), a certos tipos de

cancer, intoxicacdes causadas por metais pesados, e

Uso externo

Mau halito: O conteddo em clorofila dessa microadgéaz muito adequada no
tratamento das halitoses ou mau cheiro da bocalowfita refresca a boca e
proporciona um bom halito. E por esse motivo quéasiprodutos para enxagues

bucais industriais a incluem na sua composicao.

Feridas na boca: O conteudo em vitamina C deterfquieaos enxagues realizados
com esse tipo de produto que contém Spirulina ajudalesinfetar as Ulceras da
boca e facilitam a sua cicatrizacdo. A clorofilankbeém tem propriedades

antiulcéricas e vulnerarias.

Cancer da boca: O tratamento mostra-se adequaddrptar as placas brancas da
boca (leucoplaquia oral) que poderiam produzir edoair a um cancer. A
clorofila tem propriedades preventivas ndo somelttecancer de boca como
também de figado e de colo. Portanto, os remédiogpastos com Spirulina ndo
somente beneficiam a prevencdo externa dessa dammmga também as que se

desenvolvem no interior do organismo.

Um estudo reportado em dezembro de 2008, na Réwiedécina Natural (Tékio), foi

realizado para por a prova a capacidade da Smrpkna modular o sistema imunolégico. Os

investigadores encontraram que essa alga inibnifisigtivamente a resposta imune humoral,

mediada pelas células de reacédo, e o fator de seetumnoral alfa, nos ratos, em forma de

dose-dependente. Os cientistas concluiram que acidaple da Spirulina para suprir a

resposta imunitaria foi notavel (HABI& al, 2008).
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3.4 Proteinas

As proteinas sdo as moléculas organicas mais abtesdalas células vivas, que
contém entre 30% e 70% do peso seco total da cd&ata componentes celulares muito
importantes, que se formam a partir da informacé@oética da célula e, posteriormente,
dirigem a sua maquinaria metabdlica. Podem-seifitasscomo fibrosas ou globulares. As
fiborosas séo insoliveis na &agua, fisicamente ssgEs$, construidas pelas estruturas
repetitivas e tém funcdes estaticas (SCRAGG,19aUSOGLU, UNAL, 2003).

Sze-Tao e Sathe (2000) referem que as proteinax@aponentes essenciais dos
alimentos porque séo fontes de aminoacidos neg@sg@ra o crescimento e a manutencao
do organismo; sdo importantes no processamentdimentos e no desenvolvimento de
produtos alimenticios, porquanto sdo responsavaistpitas propriedades funcionais que
influenciam o consumidor a aceitar esses produgesas propriedades funcionais incluem

tanto as propriedades nutricionais quanto as figigmicas.

Bobbio e Bobbio (2001) afirmam que, com excecaoptatinas de origem animal,
as demais apresentam deficiéncias em alguns andiesaessenciais. No quadro 2 se indica o
teor de proteinas de alguns alimentos e a suaifdagdo como fonte de proteinas para a

nutricdo humana.

Quadro 2 - Teor de proteinas de alimentos e sssifittacdo como fonte de proteinas

Alimentos % de Proteina Classificacao
Soja 30-44 Incompleta
Feijao 20-25 Incompleta
Arroz 6-10 Incompleta
Milho 8-11 Incompleta
Trigo 8-15 Incompleta
Amendoim 20-35 Incompleta
Crustaceos e peixes 20-24 Completa
Leite de vaca 3,5 Completa
Ovos de galinha 12 Completa
Carne de mamifero 15-25 Completa
Carne de galinha 18-20 Completa

Fonte: (BOBBIO, BOBIO, 2001)
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As proteinas tem fungdes estruturais e formam pagemembranas celulares e dos
tecidos do organismo. Além disso, tem outras fus@g@portantissimas para o funcionamento
do organismo, atuando diretamente nas reacdes @dofismo, do sistema imunologico e do
hormonal. Do ponto de vista da alimentacédo da hidade, as proteinas sdo o componente

mais critico, escasso e caro da dieta (SGARBIE®A6L

3.4.1 Classificacéo das proteinas

Geralmente, as proteinas sdo divididas em quatasses: globulinas, albuminas,
prolaminas e glutelinas. Essa classificacdo é f@ta base na metodologia operacional e
relacionada as respectivas solubilidades em sa@dugdienas, agua, alcool e solucbes acidas e
basicas diluidas, respectivamente (OSBORNE, 1924.globulinas sdo coagulaveis pelo
calor e apresentam insolubilidade em agua e smlabé# em solu¢des salinas. Ao serem
extraidas de tecidos animais e vegetais em solsgiesms, sdo precipitadas da solucao por
diluicdo ou dialise (SANCHEZ-VIOQUEt al, 1999).

As albuminas sédo solliveis em agua, coagulaveis alar e se apresentam na
albumina do ovo, do leite e do soro sanguineo. @oeficiente de sedimentagdo de
aproximadamente 2S e ricas em cisteina, glutamiaegiaina, as albuminas constituem o
mais diverso grupo de proteinas (BARTOLOMIE al, 1997). Normalmente, elas s&o
representadas pelos duzentos diferentes tiposzikma&s necessarias ao metabolismo celular
(DURANTI, GIUS, 1997).

As prolaminas encontram-se, normalmente, em cersas insolUveis em agua e
solugdes salinas, e soluveis, em solu¢des alceditaa 90%). Exemplos de prolaminas sao
a zeina do milho e a gliadina do trigo. Tém altateddo de prolina e nitrogénio amidico
(derivado da glutamina) (SHEWRY, TATHAM, 1990).

As glutelinas sdo soluveis em solucdes acidasatirds diluidas. Elas se encontram
no trigo e no arroz. As glutelinas séo insoluvemségua, solugcbes salinas e alcodlicas, sendo,
porém, soluveis em solucdes acidas (glutelina a@dalcalinas diluidas (glutelina basica).
Convém ressaltar que, embora as glutelinas e dsnpr@as constituam diferentes grupos de
proteinas, elas tém estruturas semelhantes. Natentas glutelinas ndo sao solaveis em
alcool, pelo fato de formarem polimeros estavetsjdb as ligagdes dissulfidicas entre as
cadeias proteicas (SHEWRY, TATHAM, 1990).
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Segundo Farfan (1994), as proteinas podem serifidadas com base em trés

critérios diferentes: bioquimicamente, em proteifuaionais ou especificas e em proteinas

estruturais. Outra classificacdo é pela sua corgade, que depende do tipo de grupo

prostético (aproteico) que elas possuem. E, finalejeuma classificacdo atil para o

pesquisador é baseada na solubilidade, que é a@rs®g da composicdo quimica e da

estrutura da proteina. Essa classificacdo € aplical proteinas simples, ndo existindo

justificativa para excluir algumas proteinas compe Em relacdo a solubilidade, a

classificacédo é a seguinte:

Albuminas: proteinas solUveis em agua e em solugdlesas diluidas. Desnaturam

e precipitam facilmente com o calor. Exemplo: alnmina.

Globulinas: proteinas simples, insolUveis em agua,pmas soluveis em solucdes
diluidas de sais neutros, como por exemplo: sobodjlva, miosina muscular e

outras provenientes das sementes.

Glutelinas: proteinas simples, insoliveis em sdkemeutros, mas sollveis em
solugdes acidas ou alcalinas muito diluidas. Exemph glutelina do trigo e a

orizenina do arroz.

Prolaminas: proteinas simples, geralmente de origegetal, soliveis em alcool
(70-80%), mas insoluveis em agua ou alcool pur@nipto: a zeina do milho e a

gliadina do trigo.

Albuminoides: proteinas simples, insoliveis em eptes classicos neutros,
solucdes diluidas de acidos, alcalis ou sais. Elamp queratina do cabelo e das

unhas, o colageno do tendéo e a elastina dos ligame

Histonas: proteinas de carater basico, soluveisigna e acidos diluidos, porém
insoliveis em solucdes ligeiramente amoniacais. mpkas: a globina da

hemoglobina e as proteinas cromossomais.

3.4.2 Peso molecular das proteinas

A bibliografia descreve que o peso molecular dasepras € uma caracteristica muito

importante, visto que muitas das propriedadesafisitependem dessa caracteristica. Pode ser

determinado tomando-se como base algumas propegsdanimo por exemplo, a viscosidade,
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a pressdo osmotica, o desvio da luz e a mobiligadeum campo elétrico em meio de
porosidade controlada. A mobilidade em um campwiabése refere a técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida, em que a amostra pode@®tuzida com a proteina em sua forma

nativa (eletroforese simples) ou desnaturada péla de dodecil sulfato de sodio (SDS).

A eletroforese em gel de policramida atua sob pioripios: por exclusdo molecular,
devido a porosidade do gel, e por migracdo no caedgtico, por causa da diferenca na
densidade de cargas de cada proteina. A eletreferaspresenca de SDS causa desnaturacao
e dissociacdo das proteinas poliméricas e apresamtagrande excesso de cargas negativas
devido ao SDS que se liga as moléculas de protdifmsessa razao, o fator de mobilidade
das proteinas desnaturadas sera somente o tamasiboutar. As amostras submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida com tratamedé SDS tém uma mobilidade
inversamente proporcional aos pesos molecularesy Gauso da curva padrédo, pode-se

determinar o peso molecular de qualquer outra pRD{IEGARBIERI, 1996).

Machuka (2000) relatou que as leguminas apresep&mbs moleculares de 320,0 a
400,0 kDa. A estrutura global é composta de sdisrgdades idénticas de 52,0 a 65,0 kDa
sendo cada uma delas composta por um polipeptalim §33,0 — 42,0 kDa) unida um
bésico (19,0 — 23,0 kDa) por ligacéo dissulfidieas vicilinas apresentam pesos moleculares
de 145,0 a 190,0 kDa.

Jacob-Lope®t al., (2006) relataram, para a cianobactéhanothecenicroscopica
N&ageli, uma distribuicio em uma faixa de peso nubdecentre 15 kDa e 62,5 kDa.
Venkataramaret al., (1992) descreverarpara a cianobactéri@pirulina pesos moleculares

entre 14,3 kDa e 66,0 kDa respectivamente.

3.4.3 Estabilidade térmica das proteinas

A bibliografia indica que, na preparacao de alimmengs proteinas sdo submetidas a
diferentes tratamentos térmicos e, em alguns csbamentos excessivos que podem causar
mudancas indesejaveis, como a reducdo da digekide e a biodisponibilidade de
aminoacidos. Além disso, algumas propriedades dmags sdo relacionadas a elevada
estabilidade térmicalf) de sua estrutura molecular. Um exemplo dissofdtam de que a
gelatinizagdo induzida pelo calor é afetada peltabéslade térmica das proteinas
(DESHPANDE, DAMODARAN, 1990; MENG, MA, 2001).
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Pesquisadores indicam que a estrutura nativa ddeiqas € estabilizada por forcas
moleculares internas, que sao reduzidas com o d@antentemperatura. Ao atingir certa
temperatura, ocorre uma transicdo ou desdobramgutaolding”), conhecido como
desnaturacdo. Esse fendbmeno € uma transicdo ddefgsemeira ordem, que é caracterizado
pela temperaturaT(l) e pela entalpia de desnaturac@dtl), Essa desnaturagdo, induzida
termicamente, pode ser causada pelo rompimentoadasvforcas quimicas. Mudancas
endotérmicas estdo associadas ao rompimento despadet hidrogénio e de interacdes
polares, entretanto as mudancas exotérmicas pnovasa fortalecimento de interacdes
hidrofébicas e agregacdo de proteinas. Todas essdancas podem ser descritas em um
termograma DSC (ARNTFIELD, MURRAY, 1981; PARK, LAER, 1990; BERTOLA,
BEVILACQUA, ZARITKI, 1994).

A estabilidade térmica de uma proteina pode setra@ada através da temperatura de
desnaturacao ou pico de temperatura de transi@pro entanto, a proporcao de proteinas
desnaturadas pode ser observada pela area abaipa@ndotérmico, representando as
mudancas entélpicas. O valor da temperatura dsi¢éan{Td) permite que se estabeleca a
temperatura final do processo térmico (cozimeritmjavia as mudancas entalpicdsl) sao
conhecidas e utilizadas nos calculos de transfexr@tec calor do produto durante o processo
térmico (ARNTFIELD, MURRAY, 1981; GARCIA, GAGLEAZZlI SOBRAL, 2000;
CARCIOFl et al, 2002).

Koshiyama, Hemano e Fukushima (1981) descrevemaqiid € uma medida da
estabilidade térmica, enquamiél se correlaciona com a extensao da estrutura décarde
uma proteina. Ismond e Welsh (1992) indicam du¢ representa o fluxo de calor na
proteina no processo de desnaturacdo térmica, observanelouufluxo de calor mais

elevado indica um estado de natividade mais aceotda proteina.

Entdo, de acordo com a bibliografia consultada,eps®l indicar que os métodos
termoanaliticos, como é a calorimetria exploratdiferencial (DSC), pode ser utilizada
como uma técnica valiosa na avaliagdo e no estag@f@itos do tratamento térmico sobre a
qualidade das proteinas e dos sistemas alimen{KW®©N, PARK, RHEE, 1996).

O tratamento térmico usualmente empregado em equobteicos de vegetais tem os

seguintes objetivos:

a) Melhorar a qualidade nutricional, por destratofes antinutricionais e de flavor;

b) Facilitar a mobilidade do 6leo para extracao;
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¢) Reduzir a flora bacteriana,;
d) Remover solventes e

e) Inativar enzimas.

Normalmente, o calor aplicado as proteinas dimauoapacidade de cristalizacéo e a
solubilidade (SIQUEIRAet al, 1990), eleva a absorcdo de agua e de 6leo endepdo do
tipo de proteina, pode aumentar oo reduzir as foades superficiais.

Guil-Guerreroet al, (2004) estudaram as propriedades funcionaisataassa de trés
espécies de microalgas e concluiram que é possfiliga-las, como ingredientes, em

alimentos funcionais.

3.4.4 Propriedades nutricionais das proteinas

As proteinas sdo moléculas organicas essenciagotesso de nutricdo humana e
animal e, além do aspecto quantitativo, tambémese donsiderar o aspecto qualitativo ou
valor nutritivo. As propriedades nutritivas dastpnoas podem ser avaliadas em trés grupos:
quimicos ou bioquimicos, biolégicos e microbiol@afc(SGARBIERI, 1996). Os métodos
quimicos ou bioquimicos medem indices tais comanpusicdo de aminoacidos ou
aminograma e escore quimico, poder de protedlisgigrstibilidade da proteina e auséncia
de toxicidade e/ou propriedades antinutricionais.

3.4.4.1 Composicao dos aminoacidos

Em relagcdo a composicdo, a literatura indica querei®inas simples sdo compostas
por cerca de 20 aminoacidos. Desses, nove (higtitgoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptofano e valina) s&ongiderados essenciais e devem ser
encontradas na dieta em quantidades e proporceglds, visto que o organismo ndo tem a
capacidade de sintetizad-los. Em Ciéncia de Alimeneo Nutricdo, é importante a
quantificacdo de aminoacidos (aminograma) pararmdaetiar a presenca ou auséncia deles e
compararmos com a quantidade de aminoacidos de proteina padrdo teorica
(FAO/WHO/UNU, 1991). Além disso, € preciso calcular valor quimico para cada
aminoacido essencial, descrevendo uma primeiratifidagdo do valor nutritivo e dos

aminoacidos limitantes. Os métodos para determaneomposicdo de aminoacidos podem
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ser. a cromatografia de troca idnica, com deriaghp poOs-coluna com ninidrina; a
cromatografia de fase reversa em cromatografo diqude alta pressdo (HPLC), com
derivatizacado pré-coluna, com fenilisotiocianatoja ecromatografia liquido-gasosa, apos
derivatizagdo dos aminoacidos com n-butanol e utificetato. (FARFAN, 1994:

SGARBIERI, 1996)

3.4.4.1.1 Cromatografia de fase reversa em HPLC coderivatizacéo pré-coluna

A bibliografia indica que o método se baseia nacdeado aminoacido livre
(hidrolizado) com fenilisotiocianato (PITC), forndm derivados estaveis, como o
Feniltiocarbonil-Aminoacido (PTC-AA), que séo seqios por cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC), em coluna de fase reversa. A didedQs derivados obtidos é feita por

absorbancia em UV a 254 nm. Esse método esta diividis seguintes etapas:

a) Hidrolise, podendo ser por via secam vapor aquoso de HCI (proteinas puras)

solucdo 6N de HCI (alimentos solidos ou complexos)

b) Preparacdo do hidrolisado para cromatografiasanetapa, provoca-se a eliminacédo do
acido e a derivatizacdo. Essa derivatizacdo do ac@mwido € feita com o reagente de
derivatizacdo que € constituido por etanol 95%:addetilamina:fenilisoticianato nas
seguintes proporcdes: 7:1:1:1. A reacdo produziddermivatizacdo estd descrita na figura 4.
Terminada a reacéo, o solvente e os subprodutceagao deverao ser totalmente eliminados
por evaporacdo a vacuo, antes da analise cromftagrpara evitar a aparicdo de picos
interferentes. Posteriormente secas, as amostdispeer estocadas por varias semanas no

congelador.

Aminoéacido AT pTC - Aminoéacido

FONTE: (FARFAN, 1994)

Figura 4 - Reacéao de derivatizacao
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c) Analise cromatografica: nessa etapa, utilizassesistema PICO-TAG, com coluna
selecionada e testada para separacdo de PTC-aidmadtdizando-se um gradiente que vai
de 10% do eluente B (acetonitrila e agua) a 51%]@minutos, ao fluxo de 1mL/min. Numa
segunda etapa, o gradiente vai a 100%. A deteagid®@iC-aminoacidos é feita a UV 254
nm. Todos os aminoacidos comuns sao eluidos emaono, 12 minutos. Para equilibrar a
coluna, sdo necessarios oito minutos. Entdo, emamadcessita-se de 20 minutos para a
passagem de cada amostra (FARFAN, 1994).

3.4.5 Propriedades antinutricionais

Além de toxinas produzidas pelos microorganismagjem ser encontradas, nos
alimentos, algumas proteinas que apresentam pdaplés toxicas e antinutricionais. As
propriedades antinutricionais sdo aquelas que, embao causem alteracOes teciduais e
fisiologicas evidentes, atuam no sentido de dimiawgficiéncia do metabolismo, interferindo
com a eficiéencia da utilizacdo dos nutrientes. $Altemperaturas (domeéstica e industrial)
destroem essas propriedades, melhorando o valotivautdo alimento que as contém.
(SGARBIERI, 1996)

3.4.5.1 Lectinas

Nesse grupo, temos a lectina, que é uma proteirgli@aproteina ndo imune, que se
liga reversivel e especificamente a carboidratose earacteriza pela capacidade de reagir,
seletivamente, com um ou mais tipo de carboidrata® glicopeptideo, através de, pelo
menos, dois sitios de ligacdo, provocando agludinague é utilizada como teste para
detectar e avaliar a atividade das lectinas. E agréncia muito generalizada, tendo sido
encontrada em inimeros tecidos animais e vegetaisementes de leguminosas (feijao, soja,
amendoim) e em microorganismos. Em tomates, daadsabdo séo toxicas, e as de cereais ou
nao sao toxicas ou apresentam baixa toxicidaden@éculas das lectinas sao oligoméricas,
apresentando massa molecular entre 25.000 e 10D80De acordo com a bibliografia, o
reconhecimento entre lectinas e moléculas recepfmryele ocorrer em trés niveis: dentro da
célula, entre células do mesmo organismo ou eriteeedtes organismos. A toxidade das
lectinas de plantas para animais superiores estaelelarecida. Por exemplo, a ingestao de

pectina de feijdo comum causa nauseas, seguidandieog e diarreia. Esses efeitos severos
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ilustram o potencial da lectina na protecdo da s&neontra seus predadores, para a
sobrevivéncia das espécies. O mecanismo pelo qagéi@ toéxica das lectinas se manifesta
ainda nédo foi totalmente esclarecido e, ao cootrdd muitas proteinas, as lectinas séo
parcialmente resistentes a degradacdo pelas enznoéeoliticas presentes no intestino
delgado, sobrevivendo a passagem ao longo dogasatantestinal. Embora os efeitos toxicos
da lectina de leguminosas possam geralmente sernatdos por tratamento térmico
apropriado, algumas condi¢cdes, como o calor semogepemplo, é pouco efetivas para a
inativacdo de lectinas (LIENER, 1986; SGARBIERI96&9 PEUMANS, VAN DAMME,
1996; ARGOLO, 2003).

3.4.5.2 Inibidores de tripsina

Outros compostos antinutricionais sao os inibidatesproteases, que sao proteinas
capazes de inibir as atividades da tripsina e daiqtripsina. Sao encontrados tanto em
alimentos de origem vegetal (sementes de legunsneseereais) quanto animal (clara de
ovos). Em muitos casos, esses inibidores sdo pamkiz permanecem nos tecidos de forma
inativa (proinibidores), que somente séo ativados [p controle de determinados processos
metabdlicos. Os inibidores de tripsina presentesafe foram classificados em dois grupos:
os de alto peso molecular (20 kDa), que apresedtas pontes de dissulfeto, 181 residuos de
aminoacidos e especificidade primaria para tripgnas de peso molecular entre 6 e 10 kDa,
com alta proporcdo de ligacdes dissulfeto, 71 wvesidde aminoacidos e capacidade para
inibir tripsina e quimiotripsina. Os inibidores geoteases sdo proteinas reguladoras que
controlam eventos proteoliticos em todos os orgawssvivos (SGARBIERI, 1996; SILVA,
SILVA, 2000; DATTAet al, 2001).

3.4.5.3 Taninos

Os taninos sdo compostos fendlicos pertencentesna classe de metabolitos
secundarios, que se encontram distribuidos gerénan plantas. Podem ser classificados
como hidrolisaveis e ndo hidrolisaveis, e apresemesos moleculares entre 500 e 3000 Da e
entre 500 a 20.000 Da, respectivamente.

Os taninos sao considerados potentes inibidoresemdamas, devido a sua

complexacdo com proteinas enzimaticas. Essa terad@adormar complexos pode explicar a
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baixa digestibilidade da proteina das leguminoBases taninos reagem com as proteinas na
sua forma ndo oxidada, através de pontes de hiiaggéu ligacbes hidrofobicas. Quando
oxidados, os taninos se transformam em quinonas, foumam ligagcbes covalentes com
grupos funcionais das proteinas. A formacédo desseplexo depende ndo somente do
tamanho, da conformacdo e da carga elétrica dacoialémas também, do tamanho, do
comprimento e da flexibilidade do tanino envolvidas tipos de ligacées envolvidas no
complexo tanino-proteina sdo: pontes de hidrogéninteracdes hidrofébicas, atracbes
eletrostéticas e ligacdes covalentes (H@FRI.,1980; SGARBIERI, 1996; SILVA, SILVA,
1999; NACZKet al, 2001;).

3.5 Propriedades funcionais

Segundo a bibliografia consultada, os pesquisadmdisam que as propriedades
funcionais das proteinas sdo caracteristicas ftgiémicas, que lhes permitem contribuir para
as caracteristicas desejadas de um alimento. rRikeeiSaravalli (2007) definem as
propriedades funcionais como as propriedades fgidmicas que afetam seu comportamento
em sistemas alimentares durante a preparagdo,ce§sm@m O armazenamento € 0 consumo,
contribuindo para a qualidade e os atributos s@isatlos alimentos. O somatorio dessas
propriedades é referido como “funcionalidade”. Amgpais propriedades funcionais das
proteinas sdo aquelas que as tornam capazes dibgomtara as caracteristicas desejaveis de
um alimento. (FARFAN, 1994)

Normalmente, usa-se, nos alimentos, proteina iaplddvido as suas propriedades
funcionais Unicas, quer dizer, sua habilidade pavduzir uma aparéncia desejavel, textura e
estabilidade. O mais tipico € usar proteinas cogentas gelatinizantes, emulsificadores,
espumantes e emagrecedores. Muitas proteinasngdenatis sdo enzimas (globulinas) capazes
de promover certas reacfes quimicas. Essas reagades ter um efeito favoravel ou ndo nas
propriedades dos alimentos. Os analistas de alos@stdo muito interessados em conhecer a
concentracdo total, o tipo, a estrutura moleculas @ropriedades funcionais das proteinas
presentes nos alimentos (FARFAN, 1994).

As propriedades funcionais das proteinas alimexgigpodem ser classificadas
segundo Ribeiro e Saravalli (2007), em trés grupos:
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1. As propriedades de hidratagcdo, que dependenmtgaacdes entre 4gua e proteinas,
entre as quais, temos a absor¢cdo e a retencdoude @glhabilidade, formacdo de gel,

adesividade, dispersibilidade, solubilidade e \sgtade;

2. As propriedades relacionadas com interacOeseipesproteina: nesse grupo,
encontram-se a formacéo de gel, a coagulagcédo,n@afdio e as estruturas como fibras e

gluten;

3. As propriedades de superficie, onde se encorasaemulsificacdes, a formacao de

espuma e a formacéo de peliculas.

A composi¢do quimica, as propriedades fisico-quemie as propriedades funcionais
de um alimento definem a sua qualidade. A composogdacteriza-se pela quantidade de
seus componentes; as propriedades nutricionas ppesenca de nutrientes essenciais, e a sua
biodisponibilidade e as propriedades funcionais adoque determinam a sua utilizacédo
(RIBEIRO, SERAVALLI, 2007).

Farfanet al. (1994) afirmam que as propriedades fisico-quiméasganolépticas de
uma suspensao coloidal de proteinas mudam a texducar, o flavor e a estrutura dos
produtos alimenticios que contém proteinas. As nedpdes funcionais das proteinas
refletem os atributos fisicos que lhes sdo intdosecomo é a estrutura, a sequéncia de
aminoacidos, a conformacao e a composi¢éo, quafefarlas pelos outros componentes dos
alimentos (agua, lipideos, carboidratos etc.), alermeio imediato, pH, temperatura, pressao
e, ainda, pelo método de isolamento, precipitagg&eagem e modificagcbes quimicas e

enzimaticas.

Kinsella (1981) relata que as propriedades estigtute algumas proteinas sédo as
responsaveis pela proliferacdo de diversos alinsenton caracteristicas flavorizantes, de
estabilidade e textura elevada. Alimentos em fodma&spuma e emulsédo sdo dependentes de

componentes proteicos presentes em niveis relativianivaixos.

Das propriedades funcionais que contribuem paraasacteristicas tecnoldgicas e
organolépticas dos alimentos, destaca-se 0 mod® @proteina interage com a agua, a
capacidade de formar espuma, a capacidade de Boanlgiordura e agua, a viscosidade em
suspensao aquosa, a capacidade de formar um gelpisatc. (JOHNSON, 1982). No quadro

3, apresentam-se algumas propriedades relacionadams respectivas aplicagdes.

Para prever as propriedades funcionais das pretefmanecessaria uma avaliacao

experimental, considerando-se 0s seguintes aspectos



48

a) Medidas concretas, como sao a viscosidade, a tenp&oficial e a solubilidade;

b) Medidas simples, como sdo os aumentos do voluneaEmgao;

c) Medidas tedricas, propriedades emulsificantes ereaptes.

Para a obtenc&o de previsbes e de uma avaliacamtidafsobre a funcionalidade das

proteinas ingredientes, o conhecimento dos méta®i@s,ordem de execucdo, as condi¢cdes

ambientais e a combinacdo de um adequado conhdoirdencomposicdo quimica e de

propriedades fisicas sobre varias condicfes anaiidesfio necessarios (CHEFTEL al.,

1989).

Quadro 3 — Classificacéo das propriedades fungarsadas nos alimentos

Propriedade funcional

Modo de acao

Uso em alimentos

Solubilidade

Solvatacdo de proteinas
funcéo do pH

eBebidas

Absorcdo de agua

Pontes de Hidrogénio cgrPdutos de carne, paes, bolos,

agua, retencao de agua

macarrao

Viscosidade

Espessamento, retencédo
agua

Slepas, molhos, chili

Coesdao-adesao

Proteina atua como matekialguicas,

adesivo.

carnes desidratadas, carr
simuladas, produtos g
padaria, macarrao

patés de carne,

1es
e

Elasticidade

Ligacdo dissulfeto nos g
formados

simuladas

eRrodutos de padaria, carnes

Emulsificacédo Formacéao e estabilizacdg &alsichas, mortadela, linguica,
emulsdes de lipidios maionese, paes, bolos, sopas,
chantilly simulado, sobremesas
congeladas
Absorcéao de gordura Retencao de lipideos livresalsidas, mortadela, linguicas,
patés de carne.
Retencao de flavor Adsorcao, retengaBGarnes simuladas, produtos |da
liberacéo. padaria
Controle de cor Branqueamento, Paes, panquecas, waffles
escurecimento
Espumabilidade Formacdo de filmes estay€lsberturas para sobremesas,

para reter gases (ar)

bolos, chantilly simulado

Fontes: (CABRAL, MODESTA, 1982; CHEFTEL, 1989).

Segundo Sgarbieri (1996), as propriedades fun@gguaierdo determinar o campo de

aplicacdo de um novo ingrediente proteico, assimoceua competitividade de mercado. O
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autor, quando se refere a escolha da proteina atdieada na elaboracdo de alimentos,
afirma que as propriedades funcionais se equipardmmpressodes digitais”, que podem ser
usadas na orientacdo do desenvolvimento de proéutestringem a quantidade de teste em

larga escala.

3.5.1 Solubilidade

Desde o ponto termodinamico, a solubilizacdo cpmede a uma dissociacéo
simultdnea das moléculas do dissolvente e das olatde proteinas, com uma superficie
interfacial de maximo contato entre a proteina @issolvente. Entdo, para que a proteina

possa se solubilizar, € necessario que reaja, ommgossivel, com o solvente.

A solubilidade € determinada como a primeira pegade funcional que a proteina
tem, em cada etapa de preparacdo ou de transfayrdagdm ingrediente proteico, uma vez
que o grau de insolubilidade €, provavelmente, digaemais pratica da desnaturacao —
agregacdo proteica (CHEFTEL, 1989). As proteinas, quoicialmente, estdo no estado
desnaturado ou parcialmente agregado, mostramuenégmente, um decréscimo da
capacidade de gelificacdo, emulsdo ou formacgéospengas. Do ponto de vista pratico, os
valores de solubilidade estabelecem:

* As condi¢cfes otimas de extracao;

* As informacOes gerais sobre aplicacbes potenciaisprbteinas em sistemas
liguidos e em relagdo as demais propriedades foaisiodependentes de suas

interacdes com a agua,
» As condig8es uteis sobre a otimizagdo de procesgame

* As condi¢cbes de determinacao dos efeitos do trat@mérmico, que pode afetar

suas aplicacdes potenciais.

O fenbmeno da solubilidade de uma proteina deveisealizado como a capacidade
gue um nuamero substancial de grupos polares lackigzna superficie da mesma tem para se
solvatar na agua através de pontes de hidrogéRBRKAN, 1994). O namero de grupos

polares dependera, inevitavelmente, das estrupunasirias, secundarias etc. que, em ultima
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instancia, determinardo também a densidade e aafadm macromolécula. Porém a

capacidade de solvatacdo dependera do pH e dadoicap do solvente.

Outras propriedades funcionais (emulsificacdo eumsgdo) sdo afetadas pela
solubilidade. Quando essas propriedades funcig@isrequeridas, uma proteina altamente
sollvel é necessaria. Proteinas com baixa soladiéidém propriedades funcionais limitadas
(WILDING et al, 1984).

A solubilidade de uma molécula proteica € um prezesmultaneo, que envolve
umidificacdo, solvatacéo, dissolucdo e tumefacéas, l@acdes responsaveis pela solubilidade
das proteinas em agua sdo pontes de hidrogéndma¢dio dipolo-dipolo, iébnica (CHEFTEL
et al, 1989).

3.5.2 Capacidade de absorcéo de agua

Os teores de capacidade de ligacdo com agua, detelecagua e hidratacdo tém sido
relacionados pela literatura para descrever a mlzale maxima de agua que uma proteina
pode absorver, e que essa capacidade de liga@god® ds pontes de hidrogénio que existem

entre as moléculas de agua e os grupos polareadems proteicas (PATEL, FRY, 1987).

A interacdo de proteinas com a agua, por detern@anaonformacdo da proteina, é
fundamental na qualidade da textura de varios aliose como 0s processados, produtos

derivados da carne, paes, bolos, massas e sop&$[E&Het al, 1989).

A capacidade de absorcdo de agua é uma indicac@patdidade de agua retida
dentro de uma matriz proteica sobre certas consligéénidas De acordo com Lin e Zayas
(1987), a capacidade de retencdo de agua, quandproésinas sdo utilizadas como
componentes de produtos alimenticios, determina gualidade (aparéncia, textura,
suculéncia, etc.). Essas propriedades tém sidoasise@mo um critério para a selecédo de

proteinas a serem adicionadas a alimentos formsja$pecialmente derivados de carne.

Anusuya Devi e Venkataraman (1984) conceberam gterigha e o concentrado
proteico da microalg&pirulina platensisem uma capacidade de absorcdo de agua e de dOleo
de 2209/100g de amostra e 109g/100g de amoste4d@ g/100g de proteina e 145g/100g

de proteina respectivamente.
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3.5.3 Capacidade de absorcéo de éleo

O mecanismo de retencdo do 0Oleo é atribuido agamlaks protéicas, e sua capacidade
de ligacédo € muito importante quando for utilizadano substituta de carne, principalmente

porque aumenta a retencéo do flavor e melhorajdemaselmente, a sensacao na boca.

Embora nédo tenha sido esclarecido, 0 mecanismu\ed® na interagdo proteina-oleo
parece ser puramente fisico, relacionado com agiasadde aminoacidos hidrofobicos
existentes na molécula proteica (LIN, ZAYAS, 19BZJZALDE et al, 1988).

Pesquisas realizadas sobre a capacidade de @téagdeo pelas proteinas indicam,
por exemplo, que a proteina da farinha desengadduded germe de milho sofre com o
aumento da temperatura (5-70° C), uma diminuicacapacidade de retencéo de Oleo. A alta
viscosidade do sistema, a baixa temperatura, bontpara maior retencdo. No feijdo
(Phaseolus acutifoliys o volume de o6leo absorvido - 2,97 ml/g. — sup@@m muita
diferenca, o volume de 6leo absorvido pelo isolpdieico de sojaGlycine max.(L.)Mery).
(0,96 ml/g.) (LIN, ZAYAS, 1987; IDOURAINEet al, 1991).

Segundo Idourainest al, (1991), a alta capacidade de absorcdo de Odlela, p
globulina, esta relacionada ao grande namero deiamdhterais dessa proteina (residuos de
aminoacidos “apolares”, sem carga), as quais seerpodigar as cadeias laterais
hidrocarbénicas do dleo.

3.5.4 Propriedades emulsificantes

As emulsbes sdo sistemas coloidais que contéroutgiimisciveis dispersadas em

uma fase liquidas e estabilizadas por um compesgbativo.

Segundo Cheftekt al, 198 e Yaoet al, 1990, a propriedade emulsificante das
proteinas tem muitas aplicacdes na industria deealios, assim como em produtos derivados
da carne, maionese, leite, pasta de panificagao etc

Os fatores relacionados com a estabilidade des@émsilsdo os seguintes:

a) Reducéo de tenséo interfacial entre os liquidos;
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b) Formacdo de uma barreira resistente na interfaee jrgerfere mecanicamente a
coalescéncia das goticulas de 6leo;

c) Presenca de cargas elétricas de mesmo sinal ndisigpgas goticulas dispersas.

Outros fatores, como: diametro uniforme das gawmulsionadas, conseguidas
custas de agitacao intensa; concentracdo do agemiksificante e forte viscosidade da fase

dispersante sdo também relacionados a estabilitadmulsées (ELIZALDIet al, 1988).

Koyoro (1985), Sosulki e Mc Curdy (1987), Sheen9()9e Idouraineet al, (1991)
expressam gque a capacidade emulsificante do isdadmendoimArachis hypogaeaé de
13,0 mL Oleo/100 mg; a do isolado de ervilliisijum sativulp 114 mL Oleo/100mg; a
globulina de ervilha é de 118 a 188 mL Oleo /100 mgsolado de tremocd.gpinus albus
L.), de 100,0 a 210,0 mL 6leo /100mg.; o isoladoalgd fava Aphis fabag de 38,6 mL
6leo/100mg; a globulina de feijoeiro comuRhé&slolus acutifolius de 27,0 mL Oleo /100mg
e a do isolado de soja, de 43,3 mL Oleo/100mg.

Aradjo (1984) entende que se pode comparar cotfierege a capacidade de
emulsificacdo de proteinas somente quando a veldeide agitacdo, a concentracao, a taxa
de adicao de 0leo e o pH para a maxima dissoluegwateinas forem otimizadas para cada
amostra. Descrevam a dificuldade de se comparansddd capacidade emulsificante de
diferentes proteinas, em virtude da ndo padronizadd@s condi¢cdes praticadas na sua

determinacdo.

3.5.5 Propriedades espumantes

As espumas alimenticias sé@o dispersdes de bolhgsgjeem uma fase liquida ou
semi-solida, que contém um surfactante. O agentfatante, tal como a proteina, baixa a
tensao superficial na interface entre o gas euddq proporcionando estabilidade a espuma,
por prevenir a coalescéncia das bolhas de gasrsigspeo liquido (SOSULKI, 1987).

As propriedades das proteinas para formar e eg@mbdspumas, tém vasta aplicacédo
na industria de alimentos, como na fabricacdo @lésswsuspiros, produtos de confeitaria e
panificagdo (TOWNSEND, NAKAI, 1983; CHEFTHdt al, 1989).

Na formacdo de um sistema espumante com prote@sagdos relatam que s&o

observados trés estagios sequenciais:
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a) Difusdo da proteina solUvel para a interfaceeosel concentra. Nesse estégio, a

tensao superficial é reduzida;

b) Desdobramento do polipeptidio na interface cearmientacdes (polar-agua, apolar-

ar) e;

d) Interacdo entre as cadeias polipeptidicas paraafoiiimes continuos.

Um agente espumante efetivo devera apresentagaisites caracteristicas:

a) Ser capaz de se difundir da solucdo para afdanter A cinética desse estagio

depende, essencialmente, da grandeza de hidratagéolécula;
b) Ser capaz de vencer a barreira eletrostatiGagumorver-se;

c) Ter uma proporcdo adequada de residuos polaag®lares ao longo da cadeia

peptidica;

d) Ser pequena e apresentar flexibilidade molec#laflexibilidade resultante do
deslocamento relativo de proteinas complexas osuthenidades é uma das caracteristicas

controladoras mais importantes do poder espumanpeaieinas;
e) Apresentar estrutura terciaria capaz de foritmae$ resistentes na interface;

f) Poder atuar rapidamente com moléculas adjaceaesformar filmes estaveis (LE
MESTE, 1990).

Existem numerosos fatores que influenciam as prdpdes espumantes das proteinas,
a saber: fonte proteica, método de preparacao, asig§m, solubilidade, concentracdo, pH,
temperatura e duracdo do aquecimento, presencaigjeasucar, lipidios e, naturalmente, o
método de medicdo. O efeito desses fatores e seagelacdes tém sido estudados em varios
sistemas, usando-se diferentes proteinas. No entamtresultados variam de acordo com as
circunstancias, e isso dificulta a generalizacdwes@ especialidade desses fatores (DEVI,
VENKATARAMAN, 1984).

Os métodos e os critérios empregados na deternoirdaig propriedades espumantes
sao bastante variados, mas envolvem, essencialn@entedida da capacidade espumante, a
expansdo e a estabilidade da espuma. Essas medidagbtidas do volume da espuma
formada e, por sua vez, originadas de uma prepagacdeica de volume e de concentracao

conhecidos, depois de submetida a um dos diferen&tedos, baseados na agitagdo, no
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burbulhamento ou no batimento. Esses métodos tdorusilizados para determinar os efeitos
das condi¢cdes ambientais, tais como pH e presseniaCl, nas propriedades espumantes das
proteinas (BRITEN, LAVOIE, 1992; PHILLIP&t al, 2006)

3.6 Modificagbes quimicas de proteinas

As proteinas podem ser modificadas intencionalmpata que se identifiguem e se
relacionem sua estrutura e sua funcao, alguns gifuppgionais em sitios ativos de proteinas,
desenvolvimento de novos produtos com propriedadedificadas. Essas modificagcoes
podem ser efetuadas por reagBes quimicas, catmizad ndo por enzimas, podem ser

agrupadas nas seguintes classes:

a) Acilacdo e reacdes relacionadas;

b) Alquilacéo;

c) Reducdes e oxidacgoes;

d) Substituicbes do anel aromatico.

As primeiras pesquisas com proteinas foram reaizaelo inglés, F. Sanger, nos anos
40, que identificou os aminoacidos N-terminais diaags cadeias polipeptidicas da insulina. A
técnica de modificagdo quimica € considerada uroaolegia muito antiga, usada no
tratamento para curtir couros, em que as protdiimssas (colageno e queratina) eram
tratadas com pigmentos fendlicos, criando um grama@i@ero de ligacbes cruzadas que
faziam a proteina indigerivel. Em relacéo aos attog a reacdo de modificacdo quimica tem
sido usada em diferentes casos, como por exemplestudo de novas fontes de enzimas,
reac0es de acetilacdo de algumas proteinas, eaqinge®os de proteinas com certos
aminoacidos limitantes (MET e LYS) e modificacdess propriedades de viscosidade e
aderéncia das proteinas mediante tratamento caiisq8pun Protein). (FARFAN, 1994).

As modificagbes por acilagcdo promovem uma reacagrdpo amino desprotonado,
que da origem a derivados de amidas, com proprsdgde irdo depender do reagente
utilizado, entre estas temos as reacdes de acilagino a succinilacdo e acetilacad.
(SGARBIERI, 1996).

Cheftel et al, (1989) conceberam que as reacdes com agentescgsipodem ser
utilizadas para modificar a carga elétrica das gimas ou para fixar-se, pela ligacao

covalente, aos aminoacidos, lipideos, etc. Os igbgtmais importantes dessas reacdes
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procuram melhorar as propriedades funcionais dateipas. As principais classes de reacoes
utilizadas para a modificacdo quimica das cadei@sdis de aminoécidos sdo a acilacdo, a
alquilacao, a oxidacao e a reducao (Quadro 4). &mal,ca modificacdo dos grupos laterais de
uma proteina motiva uma modificacdo da polaridadene alguns casos, da carga neta.
Quando essas modificacBes sao consideraveis, eirnaqiode enrolar-se, desdobrar-se e/ou
adicionar-se a outras moléculas de proteinas. €amnde modificar-se o comportamento

da proteina em frente a 4gua e outros constityioteso os lipideos.

Quadro 4 - Reatividade de grupos funcionais enepras.

Cadeia lateral e outros terminais
Reagente Estrutura quimica -NH, -SH /Y OH
_/
Acido nitroso HONO + + + +++ +
Acrilonitrila CHx-CH-CN ++ ++ +
@)
CH; - c<
Anidrido acético @) +++ ++® ++ 49
CHs -
%o
O
Anidrido succinico + + + ++® + 40
N 0
e
O
Formaldeido +++ +++ H+
CH,O
Sulfitos ++@
NSG;

Os sinais +, ++ e +++ indicam as reatividadesikgatde cada grupo. Sinais * significa que a reacéore sob
condicdes especiais.

® Reacbes reversiveis espontaneamente ou apésidiluic

© Reacdes reversiveis.

Fonte: FARFANet al, (1994)

A introducdo de grupos carboxilas ionizaveis podalizar-se pela acilagdo com
anidridos internos de acidos bicarboxilicos (sutagdo, maleilacdo) ou pela fosforilacdo. A
presenca de cargas negativas adicionais provogausséo eletrostatica, o desdobramento e a
dissociacao. Essa carga negativa suplementarisomeebolubilidade e/ou a dispersibilidade.

Esse fenbmeno pode facilitar a extracdo de prctaimarobianas ou vegetais assim

como a sua separacao dos acidos nucleicos e @otsstuintes. Também se comprovou que
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a introducdo de grupos ionizaveis melhora a capdeidde absorcdo da agua e a sua
estabilidade ao calor e aumenta a sensibilidadee@pitacdo pelo calcio. Esses efeitos ja
foram observados nas proteinas do pescado, da siojgluten (CHEFTEEt al, 1989).

O grau de reatividade das cadeias laterais depdedearios fatores, como por
exemplo:

* A natureza quimica do grupo funcional,

* O Estado de exposicao estérica ou a acessibilatadadeia lateral;

* O pH do meio.

A importancia do pH na reatividade da proteinaptigea esse ou aquele reagente, fica
evidente, uma vez reconhecido que o principal fd&ierminante da reagédo € o estado de
protonacdo (ou desprotonacdo) dos grupos funciata@ses do polimero. No Quadro 4,
demonstra-se a reatividade dos diversos gruposofgis com 0s reagentes na quimica de
proteinas.

Farfanet al, (1994) indicam que, de todos os reagentes aditiz, poucos tém sido
estudados visando a sua possivel aplicacdo diratgreteinas para consumo, como o
anidrido acético e o anidrido succinico, que predumudancas favoraveis nas propriedades
funcionais de certos concentrados e isolados pasei

A figura 5 descreve as reacoes dos grupos amireadas proteinas com os anidridos
acético e succinico. E importante explicar que, edida que vai sendo substituido o
hidrogénio do grupo amina, a proteina perde capgagiivas, sendo necessario acrescentar,
gradativamente, uma base forte como hidroxido akospara contrabalancar essa perda e
neutralizar o acido formado na reacéo.

As proteinas modificadas com anidrido acético eisimo (isolado proteico de soja,
concentrados proteicos de folhas, gluten de trigmteinas da gema do ovo), de modo geral,
as propriedades de solubilidade, corpo (volume afp®), capacidade emulsificante,
estabilidade da emulsédo, capacidade espumanteabilidside da espuma, cor e sabor

melhoram apos a acilagéo.
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Fonte: LAWAL, ADEBOWALE (2006).

Figura 5 - Esquema da reacao de acetilacdo e #acéimdas proteinas.

El-Adawy (2000), indica que as proteinas aciladagep ser utilizadas na preparacao
de muitos produtos, como branqueadores de cafétesmgélavorizantes para carne assada,
bebidas carbonatadas, maioneses e molhos para,saladyarina e sorvetes. A acetilagao
elevou a solubilidade e a absorcédo de agua e d@asothdo protéico de algaroba (SILVA,
BORA e QUEIROGA NETO, 1997), feijao (LAWAL, ADEBOWZAE, 2006). A succinilagcao
aumentou a capacidade de solubilidade, de emulsBoespumacéo do isolado protéico da
castanha-do-para (RAMOS e BORA, 2005), assim coaval(2005) para o feijao bangald.
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4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi iniciada nos laboratorios #acultad de Recursos del Mada
Universidad de Antofagastajo Chile, e finalizada nos laboratorios do Depadiato de
Tecnologia Quimica e de Alimentos — DTQA - da Unsidade Federal da Paraiba — UFPB.
A matéria-prima foi fornecida pelo Departamento ABmentos da Universidad de

Antofagasta- Chile.

4.1 Materiais
4.1.1 Cultivo e producéo de biomassa da microaldgpirulina maxima

A biomassa da microaldapirulina maximd&oi obtida nos laboratérios dgacultad de
Recursos del Mar da Universidad de Antofagas@hile.

Inicialmente, a cepa da microalga foi acondici@nads laboratorios dgiotecnologia
e Cultivos Microalgaldo Departamento de Aquiculturda Universidad de Antofagast&®
cultivo foi feito mantendo-se a cepa da microalgaezlenmeyer de 250mL de capacidade,
contendo 100mL do cultivo da microalga, o qualgmviamente esterilizado, em condi¢oes
de cultivo controladas a 20°C., iluminagdo congtasem aeragao, com agitacdo manual
periédica. Quando a biomassa alcancou densidaites dos 100 mg-L, os cultivos foram
desdobrados em outros erlenmeyer, logrando-se dib@mente o indculo denso e em

volume suficiente para iniciar o escalamento, dap¢ao.

O escalamento e a estratégia do cultivo foram dedtgartir dos cultivos anteriores,
dessenvolvendo-se cultivos massivos em condicdssotadas, com agitacdo constante, por
meio de borbulho com ar filtrado. A fonte lumindesam lampadas fluorescentes (TDL) de

40 W, dispostos verticalmente sob uma estruturalioat(Figura 6).
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FONTE: Pesquisa propria.

Figura 6 - Sistema de cultivo microalgal $jgirulina maxima

O processo de cultivo se realizou sequencialmamnt@ando-se com volumes de 2 L
até volumes de 20 L. Estes ultimos foram utilizadoso indculo para iniciar o cultivo em
condicdes exteriores. O inéculo obtido no laboratfwi agregado em reatores de 400 L e,
posteriormente, em tanques de producdo massive\frag), visando obter uma concentracéo
inicial em cada race-way de 0,5 g-aproximadamente (Figura 7).

FONTE: Pesquisa propria.

Figura 7 — Sistema de cultivos em race-way da raigesspirulina maxima
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Antes da inoculacédo, o race-way foi enchido cod@I2 de agua potavel e nutrientes
(bicarbonato de sodio, carbonato de sédio). As exutnacdes desses compostos e de seus

outros componentes foram obtidas das culturagadidis na etapa de laboratorio.

Posteriormente, foi determinado o crescimento damassa (gf) e a sua
produtividade durante o verdo e o inverno, atralééseguinte metodologia: tomou-se um
volume conhecido dos cultivos (1L), concentrandaasecélulas por centrifugacdo (5000
rpm), filtrando-se a biomassa resultante da ceg@fdo, medindo-se, finalmente, por

gravimetria.

4.2 Métodos

4.2.1 Processo de secagem da matéria-prima

A biomassa obtida dos race-way foi desidratadaatmsratorios ddepartamento de
Quimica da Universidad de Antofagasta Chile — através do meétodo de liofilizacao,

utilizando-se um aparelho liofilizador de Marca LBBNCO, Modelo Freeze Dryer 5.

A biomassa seca da microalga foi analisada nosrdtéiyins do Departamento de
Tecnologia Quimica e dso Alimentos (DTQA) junto Boograma de Pdés-graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da Universidadéderal da Paraiba.

4.2.2 Obtencéao da farinha desengordurada depirulina maxima

Para obtencédo da farinha desengordurada, a partiarthha integral dé&pirulina
maxima seca, foram seguidas as seguintes etapas: extdmcdipideos em aparelho de
Soxhlet, utilizando-se n-hexano como solventejridisicdo da farinha desengordurada em
bandejas de aluminio para a dessolventizagdo aetataopa ambiente por um periodo de 24h;
tamisacdo da farinha com malha de MBsh acondicionamento em recipiente plastico e

armazenamento sob refrigeracéo até o uso.

O fluxograma (Figura 8) representa as etapas dmgld da farinha integral e farinha

desengordurada, da microalga spiruli8pifulina maxima
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BIOMASSA

SECAGEM

FARINHA INTEGRAL

n-hexano x 12 hrs.

COMPOSICAO CENTESIMAI FARINHA DESENGORDURADA

Figura 8 - Fluxograma das etapas de obtencao ihdadesengordurada da microalga
spirulina Spirulina maxima

4.2.3 Composicao centesimal

A farinha integral da microalga Spirulina foi aeala em relacdo a umidade (perda por
dissecagcdo em estufa a 105°C, até peso consteintzgs (residuo por incineragdo em forno
mufla a 500°C), lipideos (extracdo semicontinua aoimexano em aparelho Soxhlet) e
proteinas (pelo método de Kjeldahl), segundo mé&addicados pelas Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO, 1985).

O conteddo de carboidratos totais foi determinaela diferenca de 100,0 com a soma

dos percentuais dos demais componentes da compasigéesimal.

4.2.4 Preparacéao do isolado protéico

A obtencédo do isolado proteico foi realizado derdaacom o método indicado por
Betschart e Saunders (1978), com 0s seguintes dinoertos: adicionou-se a farinha
desengordurada agua destilada na proporcdo de 4:#spersdo foi agitada durante 60
minutos e, ocasionalmente, ajustada a pH 10,0 ca®HN1N; o extrato foi centrifugado por
20 minutos a 5.000 G, em centrifuga refrigerada\(Wllmod. K 26 D); o residuo foi extraido
por mais duas vezes, nas condi¢des anteriormemteionadas. Em todas as extracdes, foram

determinados os volumes dos sobrenadantes e a&stieap concentracdes proteicas. Os trés
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sobrenadantes foram combinados, medindo-se o volotake a concentragcdo de proteina,
ajustando-se o pH a 5,0 com HCI sob agitacdo, jgeowto a precipitagdo das proteinas. Apos
centrifugacdo em refrigeracdo por 20 minutos a 3800 precipitado foi coletado e lavado

em agua destilada, centriftugado novamente e, emdsegiofilizado.

A figura 9 descreve o fluxograma dos processosréepapacéo do isolado proteico a
partir da farinha desengorduradaSj@rulina maxima

Farinha Desengordurada
H,O dest. pH 10,0 (1:10)
agitagdo 30°
centrif. (30005, 5°0, 207
Feziduo 1 Extrato 1
H,O dest. pH 10,0 (1:10)
agitagdo 30°
centrif. (3000&, 5°C, 207
Fesiduo 2 Extrato 2
H,O dest. pH 10.0 (1:10)
agitagio 30
centrif. (30005, 5%, 207
Residun 3 Extrato 3
Extrato Tatal
HEl 1M faté pH 5.00
agitagdo 30°
cent. (30008, 5°C, 201
+ +
Sobrenadante Izolado Protéico
lnnﬂnzagau
Izolado Protéico
linfili zada

Figura 9 - Fluxograma das etapas de preparacé&ntiwlo proteico da microalga spirulina.
(Spirulina maxima
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4.2.5 Caracterizagéo da fracao proteica da microalgSpirulina maxima

4.2.5.1 Fracionamento de proteinas

Para identificar e quantificar os diferentes tidesproteinas que existem na microalga
Spirulina maximafoi utilizada a metodologia proposta por Osbqd#24) (Figura 10).

Farinha Desengordurada,

- BExtragdio em Macl 05w (4horas), 55C;
- Centrifugagdo P000G (30min.), 5°C;
- Filtragda.

| Residuo II | Extrato I |

- BExtragdo em Macl 0.5 (dhoras), 5°C;
- Centrifugagdo P000G (30min), 5°C;
- Filtragda.
Residuo IT Extrato IT Extrato Total
- Extragfo em Etanol 708 (4horas), 5°C; - Didlise cunTrﬂa H.0. 3°C:
- Centrifugagdo 000G (30min), 5°C; - Centrifugagdo #0006 (30min). 3°C;
- Filtragdo. - Filtragdn.
- Didlise contra H, O, 5°C;

[
: -Liofilizagdo. | |
Residun ITT Precipitado Extrato

Prolamina s
- Redissolugin em Nacl 0,5Mm; -Liofilizagdn.
- Extragdo em HCI 010 (4horas), 5°C; _idlise contra Hy0, 5°C; m
- Centrifugagho 20006 (S0min.). 3°C; - Liofilizagfn.
- Filtragdo.
| | Slobulina |
Extrato Residuo IV
- Didlize contra H,0, 5°C; - Extragdo em MaOH 0,10 (dhoras), 5°C;
-Licfilizagdn. - Centrifugagdo 20005 (30min.), 5°C;
Gluteling Acida - Filtragdo. |
Residuo Final Extrato

- Didlise contra H,0, 5°C;
- Liofilizagdo.

| Slutelina E!ésical

Figura 10 - Fluxograma de fracionamento do isoladdeico da microalga spirulina
(Spirulina maxima

Pesaram-se 15,0 g de farinha desengordurada deligpi(FDDSp) e dispostas em
uma solucao salina (cloreto de sédio 0,5 M), np@mgao 1:10 (p/v) e agitadas durante 4
horas, a temperatura de 5°C. Apés centrifugacaccemtrifuga refrigerada (4°C, 5000G, 30
min.), o residuo 1 foi ressuspenso e reextraidonmemmas condigbes com a finalidade de

melhorar o rendimento de extracdo e minimizar &gmwea das fracbes proteicas soluveis
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nesse solvente e nos demais solventes extratossripoes. Os extratos obtidos, depois de
filtrado em papel de filtro qualitativo, foram redos e submetidos a didlise contra agua
destilada durante 74 horas (5°C) e, logo, foi zadikh uma nova centrifugacdo, nas mesmas
condicbes anteriores. O novo extrato obtido repteseo volume contendo a fracdo de
albumina e o precipitado, depois de ressuspensd=th ml de cloreto de sodio 0,5M e
redialisado, representou a fracdo de globulinaa BRaobtencdo das demais fragbes o processo
inicial anteriormente descrito foi repetido a pado residuo (2), tendo como mudancas o
tempo de agitacdo que passou a ser de 2 horas@ugdes de extracdo. Para a fracao de
prolaminas o elemento extrator foi etanol 70% rsddeo (2), e nos residuos (3) e (4), acido
cloridrico 0,1M para a fracdo de glutelina acidhidréxido de sédio 0,1M para fracdo de
glutelina basica. Cada uma das fracbes foram sudieseto processo de liofilizacdo e

acondicionadas em recipiente de vidro ambar atieposutilizacdo e analises.

4.2.5.2 Anélise eletroforética

A determinacado do perfil eletroforético das praasimotais da farinha desengordurada
da microalgeSpirulina maximéoi realizada de acordo com a metodologia despatalacob-
Lopezet al.,(2006) e proposta por Laemnli (1970).

O perfil foi avaliado em gel de poliacrilamida, r@esenca de SDS -
mercaptoetanol. As amostras (0,4% de proteina)rfatduidas em pH 10,0 em presenca de
SDS, glicerol f-mercaptoetanol e azul de bromofenol, aquecidds’@ Por cinco minutos e
resfriadas. Aliquotas de 4ul de cada amostra foapticadas no gel (separador 15% e
concentrador 4%). Apés a corrida, os géis foramtitias, por 12 horas, em solucdo corante
de Coomasie Blue brilhante e, posteriormente, ena wolucdo descorante e fixadora
(Metanol/Acido Acético/Agua destilada), até queafisem apenas as manchas referente as
proteinas, cujo peso molecular foi determinado &iaso utilizando-se o padrao marcador
proteico da SIGMA MARKER, WIDE . RANGE 6.500 — 200,000, SIGMA S8445-TVL da
Sigma-Aldrich Biotechnology LP, MW-SDS-200, contendbze unidades, com os seguintes
pesos moleculares: 200, 116, 97, 66, 55, 45, 3624920, 14,2 e 6,5 kDa. O gel corado foi

fotografado em scanner, e a imagem obtida foi psama através do softwéeion Image
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4.2.5.3 Anélises térmicas

Foram determinadas as propriedades térmicas (tatnpgrde desnaturacdo — Td — e
entalpia de desnaturacdo AH —) da farinha desengordurada e do isolado piotda
microalga Spirulina maxima através da calorimetria exploratoria diferenceggundo a

metodologia proposta por Meng e Ma (2001).

As amostras foram analisadas por meio de um cadtndnde marca TA Instrument,
modelo DSC 2920 Modulated DSC, sob ar sintética) oma programacao de aquecimento
na faixa de temperatura entre 30 e 180°C, veloeidss 10°C/minuto e um fluxo de 50

mL/minuto.

As amostras foram dispostas em cadinhos de alumonapeso equivalente a 1,0 mg
de proteina e diluidas em 10 pl de solugcéo pH Bis(anelas foram seladas hermeticamente
e dispostas no equipamento, para sua analise.r@sgmmas foram realizados através do
software Universal Analysis Program, Version 1.9 (nstrument).

4.2.6 Caracterizacao nutricional das proteinas da mroalga Spirulina maxima
4.2.6.1 Determinacédo das propriedades antinutricicais
4.2.6.1.1 Taninos

A quantidade de taninos foi determinada na farideaengordurada da microalga
Spirulina maximade acordo com a metodologia proposta por Rand®7®), utilizando-se a
técnica de colorimetria, baseada na reducédo da dosfotungstomolibdico a molibdato,

fazendo a leitura 2 = 760 nm no espectrofotdmetro marca QUIMIgodelo Q798U2VS.

Na preparacéo da curva-padréo, utilizou-se o &éitico (MERCK).

4.2.6.1.2. Inibidor de tripsina

Na determinacgdo de tripsina, empregou-se o métesdcritb por Kakadet al. (1969)
(Figura 11), que se baseia no ensaio caseinoliioo,que a concentracdo de peptideos
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soluveis em acido tricloroacético resultantes datedlise da tripsina foi medida no
espectrofotdmetroa= 280 nm.

FARINHA DESENGORDURADA

NaOH 1/100N pH 10.0
Agitacdo 3 horas
Centrifugacdo 30 minutos

EXTRATO

| |
BATERIA 1 BATERIA 2

CASEINA 2% CASEINA 2%

TCAS5%

BANHO-MARIA 37°C

TRIPSINA

Apds 20 minutos

TCA 5%

LEITURA EM ESPECTROFOTOMETR(

Figura 11 - Fluxograma da metodologia na deterndionag inibidor de tripsina

Na preparacdo das amostras, procedeu-se a extr@dgsioinibidores (farinha
desengordurada depirulina maximg, com solucdo de NaOH 0,01N, ajustando o pH para
10,0 e determinando o teor proteico através do anétie Biureto (GORNALLet al., 1949).
Posteriormente, foram preparadas duas bateriasbds tontendo 0.0; 0.2; 0.5 e 1.0 mL dos
extratos das amostras (0.2% em solucao tampacdhitineximetil amino metano 0,1M pH
8.0). Os volumes foram completados para 2.0 mL camesmo tampéao. Logo, adicionaram-

se 2.0 mL de solucéo de caseina a 2.0%, previampesgarada em solu¢do tampéao Tris 0,1M
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pH 8.0, e ajustada a temperatura a 37°C. Nos wé@simeira bateria, foram adicionados 5.0
mL de acido tricloroacético (TCA) a 5.0%, na regadmdos brancos em cada concentracao
de proteina. Logo, as duas baterias foram dispostasbanho-maria, a 37°C, sendo
adicionado a todos os tubos 1.0 mL de solucaamrta, 25 ppm. Apdés 20 minutos, a reacao
foi interrompida nos tubos da segunda bateria, pdigio de 5.0 mL de &cido tricloroacético
(TCA) a 5.0%. Em seguida, as baterias foram renagvido banho- maria e deixadas em
repouso por 30 minutos. Os conteudos dos tubosnfdiérados (papel Whatman n°1),
medindo-se no espectrofotdmetro (QUIN]$nodelo Q798U2VS) as absorbancias a 280 nm.
Para efeito de comparacéo das amostras, foranmomdaas as médias de unidades de tripsina
inibida vs mg de proteina.

4.2.6.1.3. Lectinas

A determinacgao de lectina - ou capacidade hemaghiie - da farinha desengordurada
da microalgeSpirulina maximdoi conduzida segundo a metodologia proposta pobdsaet
al., (2001), baseado na capacidade que esses compodi@s dle aglutinar células

sanguineas.

A farinha da microalga foi submetida a extragimmn varias solucdes de tampao em
diversos valores de pH (Tabela 1), sob agitacasstante, durante 30 minutos, a uma
temperatura de 25°C. A suspensédo obtida foi cegaifa a 5.000G, a 4°C ,por 30 minutos,
descartando-se o residuo. O sobrenadante, denaneaextrato total, foi filtrado em papel
de filtro e utilizado para andlises de atividadenaglutinate e dosagem de proteinas. Os
indices de pH dos extratos foram baixados para He Zentrifugados. O precipitado foi
descartado e, no subrenadante, foi ajustado notamenpH e feita a atividade

hemaglutinante.

A atividade hemaglutinante dos diferentes extrdtmsdeterminada por meio de
diluicdes duplo-seriadas, com NaCl 0,15M e, a @&yl de cada diluicédo, foi adicionado
igual volume de uma suspensdo de hemacias nativasalhos, a 2% em NaCl 0,15M. Os
tubos foram incubados em estufa a 37°C, durantmi@Qtos, e, em seguida, deixados em
repouso a uma temperatura de 25°C por 30 minutgsegenca da atividade hemaglutinante

foi determinada macroscopicamente.
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Tabela 1 - Solu¢des tampdes utilizadas na detegéinde lectinas

Tampéo Concentracgao pH
Glicina 0,1 M 2,6 com NaCl 0,15 M
Glicina 0,1 M 9,0 com NaCl 0,15 M
Tris-HCI 0,1 M 7,4 com NaCl 0,15 M
NaCl 0,5M

O teor de proteinas sollveis presentes nos extdaogarinha da Spirulina foi
determinado segundo o método descrito por Bradfd®d6). A cada 1Q@L de amostra,
foram adicionados 2,5 mL de reagente de Bradfospoi® da agitacdo e do repouso por 10
minutos, procedeu-se a leitura a 595 nm em esfetdnoetro.

4.2.6.2 Composicao de aminoacidos

A determinacdo de aminoécidos da amostra de fadeksangordurada da microalga
Spirulinamaximafoi realizada de acordo com a metodologia proppstaWhite, Hart e Fry
(1986).

A amostra foi hidrolisada com &cido cloridrico 6 &,105°C durante 24 horas. Os
aminodcidos liberados durante a hidrélise acidanforeagidos com fenilisotilcianato (PITC),
separados por um cromatégrafo liquido de altaéfawa (HPLC), de marca TSP, acoplado a
um detetor U.V., em 254 nm, a bombas, misturadafllentes, sistema de injecdo em fase
reversa, com coluna para aminoacidos livres (Piag Tolumm — For Free Amino acid
analysis — Part N° WATO010950) e quantificados patesortividade UV em 254 nm. A
quantificacdo foi feita por calibracdo interna rmmiltel, com o auxilio do &acido alfa-

aminobutirico (AAAB) como padréo interno. A leituia feita pelo software — PC 1000.

A determinacdo da composicdo de aminoacidos, nagssteam analisadas, foi
determinada através da comparacao dos temposetiedete das areas dos picos obtidos para
cada aminoacido na amostra em estudo, com o0s teagagtencdo e areas dos picos
correspondentes de um padrédo de aminoacidos - GHERPart. N° 20088 — Amino Acid
Standard H — HCI 0,1 — 2,5 umols).
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O calculo do escore ou indice quimico de amino&cfdbobtido através da equacéo

EQ= gdeaminoacido/100gdeproteina

= 1
gdeaminoéacidd 100gdeproteinano padrao referéncia @)

O padrédo de referéncia de aminoacido essencial WAMD-UNU (1991) foi utilizado
para comparar e calcular o escore quimico, a detag®io dos aminoacidos limitantes da

proteina em estudo e o valor biologico respectivo.

4.2.7 Modificagbes quimicas da proteina da microaégSpirulina maxima

4.2.7.1 Acetilacédo do isolado proteico d&pirulina maxima

O processo de modificagédo por acetilagdo do isopedteico da microalg&pirulina
maximafoi realizado de acordo com a metodologia despotaGroninger (1973). O isolado
proteico foi disperso em agua destilada, em umagogdo de 1:10. O pH da solucéo foi
ajustado para 10.0 pela adicdo de NaOH 1M em Heixgeratura (2 - 4°C). Além disso,
adicionou-se nidrido acético a solucao em difeentancentracdes (1.0, 2.5, 5, 10 e 15%). O
pH da solucéo foi mantido entre 8,0 e 8,5, comaggid constante. A reacdo foi considerada
completa, quando o pH se manteve estabilizadoolads proteico acetilado foi precipitado
isoeletricamente (pH 5.0) e, em seguida, centrdaga 5000G durante 20 minutos. O
precipitado foi, entdo, lavado com agua destilagla agitacdo, novamente centrifugada a
5000G, por 20 minutos, congelado e, em seguiddlizamlo. A figura 12 descreve o
fluxograma dos processos de modificacdo por acétlalo isolado proteico de farinha de

Spirulina maxima

4.2.7.2. Succinilacéo do isolado proteico @&pirulina maxima

A metodologia utilizada para o processo de maaliio quimica por succinilagdo foi
idéntica a que foi empregada na modificacao pdilac&o, substituindo-se o anidrido acético

pelo succinico, nas mesmas condicbes e concengtaddme figura 12, estd exposto o
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floxograma dos processos de modificacdo por suacén do isolado proteico da farinha de

Spirulina maxima

Acetilagio/Succinilagio do Isolado Protéico

amostrs H;2> (Proporgdo 1:100

- gjustar o pH
- MadH 14, (pH 10.0)
- 204

—

Anidrido acético
ol
Anidrido succinico

(2.5. 59, 10 15% p/v)

- HCl (pH 4.5)

J' - gjustar o pH
- Centrifugagdo 5000 (20min.)

- lavagem [H O
J' - Centrifugagdo 50005 (20min.)

- liofilizagdn
Figura 12 - Fluxograma do processo de modificagmiga por acetilacdo e succinilagdo do

isolado proteico d&pirulina maxima
4.2.7.3 Grau de modificacao

O grau de modificacdo dos isolados proteicos étemninado colorimetricamente, de

acordo com a metodologia proposta por Beckeittal., (1975), pela avaliacdo da lisina
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disponivel, formando derivados coloridos da reagio ninidrina, produzidos em um sistema
dimetil sulfoxida-DMSO. A absorbancia foi medid®&0nm. A diferenca entre os derivados
DMSO dos isolados proteicos modificados em diferemtiveis e o isolado ndo modificado

foi usada como indice do grau de modificacao.

4.2.8 Determinagao das propriedades funcionais dedlado ndo-modificado, do acetilado

e do succinilado da microalge&pirulina maxima

4.2.8.1 Solubilidade

A solubilidade do isolado proteico ndo-modificadomodificado por acetilacédo e
succinilacdo da microalg@pirulina maximaforam analisada por meio do método proposto
por Dench, Rivas e Caygill (1981). O indice de bilidade de proteinas foi expresso em
porcentagem. As amostras foram diluidas em agudadies e o pH equilibrado, em agitacéo
constante. As suspensdes foram centrifugadas, wmeolmedido, e as aliquotas foram
tomadas para a obtencao das proteinas soluvemgordo método de Biureto (GORNALL
et al, 1949).

QuantidadeleProteinanoSobrenadae
QuantidadeleProteinanaamostra

Solubilidade(%) = x 100 (2)

Foram tomadas 125 mg das amostras e dispersos emL28e agua destilada,
juntando-se os valores de pH das solu¢gdes em 2,059, 6.0, 8.0 10.0 e 12.0, empregando-
se HCI (0,5M) e NaOH (0,5M), sob agitacdo constaietita em um agitador magnético em
temperatura ambiente. As suspensdes obtidas foemtrifugadas a 5000G durante 20
minutos a 4°C. A proteina contida no sobrenadasitddterminada pelo método de Biureto.
O perfil de solubilidade foi obtido pela relacéoglaantidade de proteina no sobrenadante e
da quantidade de proteina na amostra, segundcag&m|d.
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4.2.8.2 Capacidade de absorcao de agua

A capacidade de absorcdo de agua do isolado gwotefio-modificado e do
modificado por acetilacéo e succinilacdo da miga8bpirulina maximéoi determinada pelo
método descrito por Sosulskt al., (1976). Amostras desses isolados nao-modificados e
modificados, equivalentes a 0,159 em proteinasganiopesadas em tubos de centrifuga
graduados, e um volume de 1,5 mL de agua desfimdarescentado. Em seguida, procedeu-
se a uma agitacado por 1 min, em agitador de t#étpda a massa ficar em suspensao. Apos
30 min, com agitacdes ocasionais, os tubos foramriftegados a 3.000G durante 10 min.
Além disso, descartaram-se sobrenadantes resgltaimando-se 0s pesos das amostras
umidas. A capacidade de absorcdo de agua foi daldadfjerenca entre o peso da amostra

Uumida e o peso da amostra seca. Os resultados éxamessos em mL de agua/g proteina.

4.2.8.3 Capacidade de absorcao de o6leo

A capacidade de absorcdo de Oleo dos isolados igpetendo-modificados e
modificados por acetilagdo e succinilagdo da migeo&pirulina maximafoi determinada
pelo mesmo método descrito para a capacidade decadbsde agua (SOSULSHKt al.,
1976. As amostras foram pesadas e, logo em seguidppstas em tubos de centrifuga
graduados. Adicionou-se um volume conhecido de @le€® mL), depois de agitados apos

agitacao, os tubos foram centrifugados, medindmisd#ume do sobrenadante.

4.2.8.4 Propriedades emulsificantes

4.2.8.4.1 Capacidade de emulsao

A capacidade de emulsédo do isolado proteico nadifit@do e modificados
por acetilacdo e succinilacdo da microaf@rulina maximafoi determinada usando-se a
metodologia proposta por Hung e Zayas (1991). Asstiras foram preparadas utilizando-se
guantidades equivalentes a 1,0 mg proteinas/mLgde éestilada. Sob agitacdo continua,
com um agitador magnético, na temperatura ambienpé] foi ajustado para valores de 3.0,
5.0, 7.0 e 10.0, com HCI 1,0N e NaOH 1,0N. Deppis o equilibrio foi atingido em cada
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um desses niveis de pH, prorrogou-se o tempo d&cagipor 30 min. Volumes de 50 ml das

dispersdes foram transferidos para o béquer de R58quipado com eletrodos conectados a
um multimetro para registro de corrente elétrigguid 13). Em seguida, as dispersdes foram
agitadas a 10.000 rpm, adicionado-se, em fluxoicoat (22 mL/minutos), 6leo de soja

(marca SOJA, BUNGE ALIMENTOS S.A.), desde um balaéseparacdo graduado. O tempo
necessario para que ocorresse a inversado da emats&ado no registrador por queda brusca
na corrente elétrica, foi obtido e utilizado paradeterminacdo da quantidade de Oleo

necessario para promover a emulsificacéo e expegssal 6leo/100 mg proteinas.

I
]

ﬂ La ﬂ L1

Figura 13 - Diagrama das etapas da analise daidapaade emulsédo dos isolados proteicos de

Spirulina maxima

4.2.8.4.2. Atividade e estabilidade de emulsao

A atividade e a estabilidade de emulsdo dos iselgoteicos ndo-modificados e
modificados por acetilacao e succinilagdo da migeo@pirulina maximdoram determinadas
através do meétodo descrito por Yasumatsu, Sawatikorékata (1972). Dispersdes dos
isolados nao-modificado e modificados foram pregasa utilizando-se quantidades
equivalentes a 0,5 g de proteinas em 20 mL de dgstdada, equilibradas em pH 3; 5; 7 e 10
com acido cloridrico 1,0N e hidroxido de sodio 1,&€b agitacdo magnética continua, na
temperatura ambiente, durante 30 minutos. As diSpsrforam transferidas para o copo de
vidro do emulsificador e, em seguida, foram adiados 20 mL de 6leo de soja (marca
SOYA, BUNGE ALIMENTOS S.A.). A emulsdao formada a.Q00 rpm. (10.733 x Q),
durante um minuto de agitacdo, foi transferida dapiente para tubos de centrifuga e

centrifugada a 172 x G durante 15 minutos. O radaltda atividade da emulsdo (AE) foi
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expresso como percentual de emulsdo formada nonediotal através da equacao 3.

AE. (%)= alturadacamadaarpulsﬁlcaja x 100 (3)
alture do conteud: tota

A estabilidade das emuls@es foi determinada palcagjuecimento a 80°C, durante 30
minutos, seguido de resfriamento em gelo, por Itutos e centrifugacdo a 172 x G por 15
minutos. A altura da camada emulsificada e a dotedolo total foram medidas, e a
estabilidade de emulséo (E.E.) foi calculada arae&equacéao 4.

alturadacamadamulsificalaapésaquecimerd
alture do conteud: tota

E.E.(%)= x 100 (4)

4.2.8.5 Viscosidade relativa

A viscosidade relativa dos isolados proteicos nadifitados e modificados por
acetilacdo e succinilagdo da microal@pirulina maxima foi determinada segundo
metodologia proposta por Dua, Mahajan e Mahaja@@L9%oram preparadas solu¢des dos
referidos isolados nas concentracfes de 1, 2 gBfod solubilizadas em pH 10, durante 30
minutos. A medida da viscosidade foi feita por md® um aparelho viscosimetro de
Ostwald’s, em temperatura ambiente (29°C) e, logdsade aquecimento (90°C) por 15
minutos, seguido de resfriamento a temperatura entdi A viscosidade foi expressa como

viscosidade relativa.

4.2.8.6 Atividade e estabilidade de espumacéo.

A atividade e a estabilidade de espumacao doadgslproteicos ndo-modificados e
modificados por acetilacao e succinilagdo da migeo@pirulina maximdoram determinadas
empregando-se 0 método descrito por Rahma e R&d)(1Boram preparadas solucdes de
proteina, contendo 1% do isolado. O pH foi ajustpdm 10 pela adicdo de NaOH 1N. As
solucbes foram agitadas com agitador durante amicwitos, para formacado de espuma. O

volume de espuma inicial e depois de 5, 10, 30 enBlutos foi medido. Para avaliar a
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atividade de espumacao, utilizou-se o volume n@tetne, para a estabilidade de espumacéo,
o volume da espuma nos demais tempos observadomndlses foram realizadas em

triplicata, e o resultado expresso representa aantiéd trés medidas.

4.2.9 Anéalise estatistica

Os dados relativos as propriedades funcionaisistados proteicos (solubilidade,
capacidade de absorcdo de agua, capacidade dedbsla Oleo, capacidade de emulséo,
viscosidade, atividade de espuma e estabilidadsspi@ma) foram inicialmente avaliados por
meio da Analise Estatistica de Variancia (ANOVApnt as diferencas significativas
determinadas pelo teste de Tukey. Os dados retaéiviiferenca de viscosidade da mesma
amostra, coletados a temperatura ambiente e depwisaquecimento a 90°C, foram

submetidos a andlise estatistica denomintida Student”.

Considerou-se o nivel de probabilidade de gpjar(enor que 5% para determinar a
significancia em todos os testes, que foram efewatravés do programa SPSS for Windows
—11.0 (SPSS. INC, 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultivo e producao da biomassa da microalg@pirulina maxima

A producdo massiva de microalgas requer um sisteanato e confiavel para o
crescimento da biomassa algal. Na pratica, o s&stesses desenhos de cultivos representa
um compromisso entre os custos de inversdo emarelags retornos esperados. Porém, €
necessario estabelecer condi¢cdes adequadas peralds taxas de producdo e assegurar um
produto de alta qualidade (BECKER, 1986). Na figi#, apresentam-se 0s resultados do
comportamento cinético e a variagdo da concentrdedmomassa (peso seco) da microalga

Spirulina maxim, durante o verao e o inverno.

1.1 —=— Blomassa Verdo
L —+— Blmassa huerio
10
= 09
)
=
E 02
@
E 07
'E 0.8 o a——E— 3 T
fg—5 o
05| .=
B.4 G ; Tn 16 a0 25 30 35 40 45 &0

Tempo (dias)

Figura 14 - Variacdo da concentracdo da biomassa (peco) da microal@pirulina

maximalurante o verao e o inverno.

Com base no grafico e em resultados anterioresg-pedobservar um incremento
continuo na concentracdo da biomassa. Embora gacaralicdes de verdo e inverno se
obtenham valores méaximos similares (1,04 e 1,07)grespectivamente, o tempo geracional
de crescimento € menor no verdo (24 dias) que varro (45 dias). Na curva doverno,
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percebe-se uma estabilizagdo no crescimento daabgandos dias 15 a 25 produto das
variacdes climaticas proprias do periodo (tempesatuminosidade etc) que geralmente sao
inadequadas para o cultivo. Porém, da perspectiaradutividade do sistema de cultivo se
consegue mais rendimento em biomassa no verdo eéma@unverno, como se observa na
Tabela 2.

Tabela 2 - Taxa de crescimento e rendimento dovoudia microalgéspirulina maxima
mantido no raceway.

Epoca estival Biomassa Rendimento
(g.L™h (%)
Veréo 1,07+0,03 23,63
Inverno 1,04+ 0,02 19,36

FONTE: Pesquisa propria.
Resultados das andalises com média de trés repefitd@esvio padrao)
Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) hé@di pelo testede Student a 5%

Comparando esses resultados com estudos similg@gmann et al (2008)
estudaram o cultivo d&rthrospira (Spirulina) platensjsem diferentes meios, obtendo
resultados superiores de 2,58 e 3,5'gRelizeret al (2003), estudando$pirulina platensis,
encontraram resultados de 1,3 §.l0livera et. al, (1999) analisaram o crescimento da
Spirulina maxima constataram um crescimento de 2,4'gj& Richmond e Becker (1986) e
Becker (1994) mostraram resultados similares, éatd&e ao estudo dapirulinacultivada e
produzida em diferentes lugares e em condi¢cdeatdmpérie. Comparando esses resultados
com os obtidos neste estudo, constatou-se um mal@rna taxa de crescimento. Esse fato
pode ser explicado, principalmente, pelas diferemge condi¢cdes de cultivo, ambientais e na

espécie da microalga estudada.

A maior taxa de crescimento e de rendimento doivoulla microalgaSpirulina
maximaobservada no verao pode ser explicada pelo fatpueessa alga é uma cianobactéria
fotossintetizante, porém necessita de luz para rpeftuar esse processo bioquimico
(fotossintese), situacdo que é favorecida nessedeedo ano, devido a alta presenca de luz
solar e ao consequente aumento da taxa de crescimesndimento da biomassa.
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5.2 Composigéo centesimal
Os resultados da composicdo centesimal da farimiegral da microalg&pirulina
maxima sdo descritos na tabela 3. Dos diferentes compeserdeterminados

experimentalmente, a fracdo proteica constitui mpmmnente majoritario, alcancando valores
de 54,93 %.

Tabela 3 - Composigao centesimal da farinha integranicroalgeSpirulina maxima

Constituintes Teor (%)*
Umidade 8,56 + 0,04
Cinzas 13,05 + 0,57
Lipideos 6,84 + 0,94
Proteinas (N x 6,25) 54,93 £ 0,90
ENN (por diferenca) 16,62

FONTE: Pesquisa propria. LEGENDA: (%) - porcentagem
Resultados das analises com média de trés repeft@esvio padréo)

Os resultados apresentados neste estudo, quandoam@mus com outros estudos
similares, mostram que existe uma concordancia aeacterizacdo dos diferentes
componentes quimicos da microalgpirulina maximaHabibet al, (2008) descrevem que,
segundo pesquisas feitas na Siam Algae Co.Ltd. J|SA& Tailandia, obtiveram-se os
seguintes resultados da analise quimic&piaulina Umidade, 6%; Cinzas, 6%; Lipideos,
5%; Proteinas, 55% e ENN, 22%.

Estudos desenvolvidos na Bangladesh Agriculturalivéseity (BAU) trazem
resultados muito similares aos obtidos neste estadkaber: Umidade, 9%; Cinzas, 11%;
Lipideos, 7%; Proteinas, 60% e ENN, 13%. No Insitaf Post-Graduate Studies and
Research Laboratory na Malasia, obtiveram-se asirseg resultados: Umidade, 6%; Cinzas,
9%,; Lipideos, 6%; Proteinas, 61% e ENN, 18%. Volkmgal, (2008) estudaram@pirulina
platensiscultivada em diferentes meios de cultivo e repantaum contetdo de proteina de
56,17 e 48,59% (HABIRt al, 2008).

Rafiqulet al.,(2005), descreveram um contetdo de proteinasamadsisa de Spirulina
de 58,6 %. Resultado similar obtiveram Peligeal, (2003), que descreveram um conteldo
de proteinas de 55,0 e 61,0%, em diferentes espéel@pirulina Valdivia e Mufioz (2006),
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estudando &pirulina maximaencontraram resultados semelhantes aos destoesuais
sejam: Umidade, 9,35%; Cinzas, 13,46%; LipideoS8%,; Proteinas, 60,02% e ENN,
15,59%. Anusuya Devet al., (1981) obtiveram um conteddo de proteina cruaa [Er
Spirulina platensigle entre 50-55%, ja Anusuya e Venkataraman (198zQrdraram para a
Spirulina platensios seguintes resultados: Umidade, 8,0%; Cinza®%;1Lipideos, 0,5%;
Proteinas, 50,0 % e ENN (carboidratos, fibras da&cinucleicos) de 30,0%. Outros estudos
feitos comSpirulinarevelaram valores inferiores em conteudo de pratet 46 e 50 % - em
peso seco (RICHMOND, 1990; OLIVEIRét al.,1999).

A literatura indica que o conhecimento da compasigéiimica centesimal dos
alimentos é uma importante informacao para definitilizacdo desses alimentos em dietas
balanceadas nutricionalmente (SIk& al., 1995). Como se pode observar, os resultados
obtidos sdo semelhantes aos que foram encontrado®uéras pesquisas, indicando a
concordancia dos resultados deste estudo. O atiieldo de proteinas obtido neste estudo
(54,93 %) é caracteristico dessa espécie de miara@birulind e pode ser considerado
como um recurso alimentar altamente proteico. Paagndiferencas em alguns nutrientes
pode ser devido a diferencas da espécie de mierealgdada, métodos de andlises e sistemas

de cultivos da microalga.

5.3 Caracterizacéo da fracao proteica da microalg&pirulina maxima

5.3.1 Fracionamento de proteinas

Na tabela 4, apresenta-se a proporcao relativafrdades proteicas da microalga
Spirulina maxima separadas de acordo com suas solubilidades ereri#s sistemas de

solventes.

A amostra deéspirulina maximaapresentou os indices das fracdes de albumin@,@8 3
%; glutelina basica, de 31,65 %, e globulina, 2B27como as predominantes das proteinas
analisadas e, em menor indice, as fragfes de praa@ 00%) e glutelina acida (0,98%), o
que difere do perfil das proteinas de reservas taegeA literatura consultada néo faz

referéncia a fracionamentos proteicos em microalgas
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Tabela 4 - Teor de proteinas das fracGes prote@amsicroalgeSpirulina maximagde
acordo com sua solubilidade.

indices
PFD* PTE (o
Albumina 36,61 + 1,46 37,03
Globulina 21,03 £ 0,87 21,27
Prolamina 3,95+ 0,03 4,00
Glutelina basica 31,29 £0,73 31,65
Glutelina acida 0,29 £0,32 0,98

Proteina ndo extraida 6,83%

FONTE: Pesquisa propria.
LEGENDA: PFD — proteina da farinha desengordur&@d& — proteina total extraida; (%) — porcentagem.

* Resultados das andlises com média de trés répst{g desvio padrao)

Comparando esses resultados com algumas pesq@skzsadas com proteinas
vegetais, Chavaet al, (2001) obtiveram, para a semente de ervithsufn sativury valores
superiores em albumina (43 %), globulina (41 %Yaamina (4,5 %) e valores inferiores
para glutelina (6,35 %). Chagas e Santoro (19%t)idando sementes de trés variedades de
feijdo (Phaseoloy conseguiram valores superiores em globulina5¢8%,2 %), valores
semelhantes em glutelina (30,3- 40,2 %) e valonésriores em albumina (9,8-12,2 %) e
prolaminas (0,88-1,09 %). Estudos feitos com seesemte caupi obtiveram resultados
superiores em globulina (66,6 %) e inferiores ebumlina (24,9%), prolamina (0,7%) e
glutelina (4,7%) (CHAN, PHILLIPS, 1994). Dhaweaet al., (1999) encontraram valores
inferiores para as fracdes de albumina (8,39-12)3&%lutelina (19,38-24,40%), valores
semelhantes para a fracdo de prolaminas (3,12-6,89%lores superiores para a fracdo de
globulina (53,44-60,29%). Nos estudos que realizolore a castanha-do-paie(tholletia
excelsa H.B.K, Ramos (2002) (Anexo 1) obteve uma fragdo supdeaglobulina (72,99%)

e quantidades inferiores das fragbes de albumi6®84%), glutelina (9,67%) e prolamina
(0,40%). Queiroga Neto (2005), estudando as pragetta fava de morceg®ipteryx sp),
chegou a concluséao de que globulinas (50,5%) evaltas (24,1%) representaram as fracoes
em quantidades principais, obtendo, como menoragutalina acida (1,9%), a glutelina
basica (11,9%) e a prolamina (0,3%). Para difesen&riedades de feijadPljaseolok

Adebowaleet al., (2007) obtiveram como fracdo majoritaria a mucykacuna sp, a
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albumina (63,5 — 69,4%), seguida da globulina (3824,3%), prolamina (6,2 — 15,4%) e
glutelinas (0,12 — 0,25%). Marquez (2008), em stud® sobre o fracionamento da castanha-
de-caju Anacardium occidenta)e obteve o0s seguintes resultados: globulinas 2P&)3
glutelina basica (13,30 %); albumina (9,04%); dloteacida (5,89 %) e prolamina (0,45 %).
Todos esses dados demonstram a grande diferemea antfracdes da proteina Slgirulina

maximae as proteinas de vegetais.

O indice de proteina total extraida (PTN) no fraeimento da farinha desengordurada
da microalgaSpirulina maximaalcancou o valor de 93,17%, comparando estestaessl
com outros estudos pode-se observar que o valddoohti superior que no da fava de
morcego Dipteryx sp (88,7%) (QUEIROGA NETO, 2005), na castanha-dercaj
(Anacardium occidentaje (90,07%) (SATHE, 1994), na faveleira com e sespirédho
(Cnidoscolus phyllacanthus (Mart.) Pax et K. Hojfif82,73%-92,57%) (CAVALCANTI,
2007), na castanha-do-parBe(tholletia excelsa H.B.K(91,27%) (RAMOS, 2002), no coco
(Cocos nucifera 1. (83,6%) (KWON, PARK & RHEE, 1996) e no gergelirBesamum
indicum) (84,9%) (DENCH, RIVAS & CAYGILL, 1981).

5.3.2 Rendimento do isolado proteico

Os indices de rendimento na extracdo e na pregijgitde proteinas, verificados no
processo de obtencdo do isolado proteico da mga&@irulina maximaestao descritos na
Tabela 5, a sequir.

Tabela 5 - Extracdo e recuperacao de proteinabteagio do isolado proteico de 100g de
farinha desengordurada da microaBgmrulina maxima

Proteina

Massa (g) %

Proteina total na farinha desengordurada 61,14 + 0,62 100
Total das trés extracdes 54,36 + 0,91 88,91
Precipitacdo isoelétrica 46,81 + 0,77 76,56
Sobrenadante da precipitacao isoelétrica 7,55+ 0,69 12,34
Proteina ndo extraida 6,78 £ 0,23 11,09

Proteina total no isolado protéico 95,44 + 0,98

* Resultados das andlises com média de trés répstig desvio padréo)
! Kjeldahl;? Biureto
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Pode-se observar, na tabela 5, que o teor de mastgN x 6,25) da farinha
desengordurada da microal@pirulina maximae do isolado proteico foi de 61,14% e
95,44%. Quando comparado o conteudo de proteind¢ X%6,25) da farinha integral
(54,93%) com a da farinha desengordurada (61,1d8a)tata-se um aumento do conteudo, o
gue € explicado pela perda de lipideos no proassiesengordurado. Segundo a bibliografia
consultada, ndo existe informacéo a respeito ddimento da proteina extraida da farinha em

microalgas.

O percentual de proteinas extraidas no sobrenadatak da proteina em estudo
(88,91%), quando comparado com tendéncias de dotngess proteicas vegetais, apresentou-
se inferior ao do tremocad.gpinus albus 1.(91,03 — 91,25%) (EL-ADAWYt al, 2001), do
gérmen de trigoTriticum aestivun(90,20) (HETTIARACHCHYet al, 1996) e da moringa
(Moringa oleifeirg (97,80) (AL-KAHTANI, ABOU-ARAB, 1993) e se apreswu superior
ao da castanha-do-parBeftholletia excelsa H.B)K(81,3%) (RAMOS, BORA, 2003), da
macadamiaNlacadamia integrifolia Maiden & Betgl{83,00%) (BORA, RIBEIRO, 2004) e
da fava de morceg®{pteryx lacunifera (86,10%) (QUEIROGA NETO, 2005).

Em relacdo ao rendimento do isolado proteico,00 de proteinas recuperadas apos
precipitacdo isoelétrica foi de 76,56%, o que destranque esse resultado foi inferior ao da
castanha-de-cajuAfacardium occidentale (80,10%), (MARQUEZ, 2008) e da canola
(Brassica napus ).(87,5%) (KLOCKEMAN, TOLEDO, SIMS, 1997), porémprior ao da
castanha-do-paraBértholletia excelsa H.B.K.(72,13%) (RAMOS, BORA, 2003), da
macadamiaNlacadamia integrifolia Maiden & Betgl{33,70%) (BORA, RIBEIRO, 2004) e
da fava de morceg®{pteryx sp) (68,7 — 78%), (QUEIROGA NETO, 2005).

5.3.3. Analise eletroforética

Na figura 15, apresenta-se o perfil eletroforétimo sistema PAGE-SDS3R1e das
proteinas presentes na farinha desengorduradadé-djicroalgaSpirulina maximaA faixa
Mp representa o marcador de peso molecular. As dasamths diferentes unidades
polipeptidicas reveladas, mais e menos proemineséesobservadas de acordo a seu peso
molecular. Nessa figura, as caracteristicas de lidatle eletroforética das proteinas

constituintes dos produtos analisados sdo maigpiveis.
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Figura 15 - Imagem da eletroforese em gel de @ohata, em presenca de SDSB&2, do
marcador molecular (Mp) e farinha desengordurada @& microalg&pirulina maxima

A farinha desengordurada (Fd) apresentou um taal3l bandas na faixa de peso
molecular entre 73,30 a 9,77 kDa. As subunidademminentes apresentaram pesos
moleculares de 16,21 kDa e 15,74 kDa respectivamentas subunidades de 13,12 kDa,
11,69 kDa, 36,56 kDa, 65,76 kDa, 47,42 kDa, 73,8@,K0,77 kDa, 45,70 kDa, 44,36 kDa,

25,23 kDa e 23,93 kDa foram reveladas sem proermi@én

Jacob-Lopezt al., (2006) estudaram o perfil eletroforético das pnate desidratadas
sob diferentes condicbes da cianobactéishanothece microscopica Nagelgue se
distribuiram em uma faixa de peso molecular erirk[]a e 62,5 kDa.

Venkataramaret al, (1992) encontraram para a microafggirulina platensisum
intervalo de peso molecular entre 14,3 e 66,0 lxaxelet al. (2001) pesquisaram a fracao
proteica das alga€hondrus cripusPalmaria palmatae Porphyra umbicalisutilizadas na
alimentagéo humana, e obtiveram perfis semelhaoesesultados deste estudo.
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Jacob-Lopezt al (2006), estudando a microal§@hanothece microscopica Nageli
observam-se quatro bandas bem definidas, sendateigar predominante, de peso molecular
de 15 kDa. Outros autores, como Roetedl.,(2001) e Chronakist al.,(2001), indicam que
as variacoes do perfil eletroforético de microalgasdevem a fatores como: cultivo em
diferentes estacdes do ano, temperatura de cregojEH, forma de isolamento, forma de

desengordurar e preparacao da proteina para analise

Segundo a distribuicdo das diferentes unidadese-pedobservar que 53,8 % das
bandas se encontram na faixa de peso moleculad BBd, o que denota que, dessa forma, a
tendéncia das proteinas da microaBmrulina maximaé de caracterizar-se em baixos pesos

moleculares, situacdo que € observada na maisipekns moleculares das microalgas.

5.3.4 Andlise térmica

Os parametros de temperatura de desnaturdche (variagao de entalpialid) foram
examinados para avaliar a estabilidade térmicgdasinas da microalg@pirulina maxima
quanto a sua desnaturacéo. A figura 16 represemanmgrama de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) da farinha desengordurad&geulina maximae a figura 17 representa o

termograma de calorimetria exploratoria diferend@misolado proteico da referida especie.
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Figura 16 - Termograma e curva da estabilidadeitérda farinha desengordurada da
microalgaSpirulina maxima.
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Figura 17 - Termograma e curva da estabilidadei¢@rao isolado proteico da microalga
Spirulina maxima

Os graficos acima indicam uma transicdo e tendéeo@dotérmica (produto da
decomposicdo) e desnaturacdo das proteinas. Nahdadesengordurada, ha dois picos
endotérmicos nas temperaturas de 104,58°C e 115,645 isolado proteico, foram nas
temperaturas de 102,47 e 114,3°C. A desnaturagieiga se caracterizou pela quebra das
ligagcbes do hidrogénio, expondo os grupos hidrafibique sdo atraidos para formarem
ligacdes cruzadas do tipo dissulfeto, os quais donmedes capazes de reter agua e formar o
ponto do gel. Os dois picos endotérmicos (farinhasaado) foram relacionados a
desnaturacdo de proteinas. Em relacdo a enerdiarm®cao, pode-se afirmar que a farinha
desengordurada apresenta uma maior energia ddcéan®,65 Kcal/g) que o isolado
proteico (0,59 Kcal/g), razdo por que se comprova g farinha desengordurada tem uma
temperatura de desnaturacdo menor que o isoladejgaimente devido a sua concentragao.
Na tabela 7, encontram-se as entalpias e as teim@eyadas transicdoes das amostras de

farinha desengordurada e isolado proteico da mga&pirulina maxima
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Tabela 6 Parametros de avaliacao da estabilidade térmitaritdha desengordurada e do
isolado proteico da microalgpirulina maxima.

Amostras
Parametro FD IP
Intervalo de temperatura (°C) 40,08 — 141,12 °C 41,31734,30 °C
Temperatura de pico (Td) (°C) 104,58 °C 102,47 °C
AH (Kcal.gh) 0,65 Kcal'g 0,59 Kcal'g

FONTE: Pesquisa propria.
LEGENDA: FD — farinha desengordurada; IP — isolpduteico;AH — variacdo de entalpia.

Chronakis (2001), estudando o comportamento daadsolproteico daSpirulina
platensis extraido com uma solugcdo tampaoTris-HCI 0,1M.coetrou dois picos
endotérmicos com temperaturas de transicdo del®P¥C. Queiroga Neto, (2005) descreve
a presenca de dois picos endotérmicos para o spladeico de fava de morcego extraido a
pH 10,0, com temperaturas de transicdo de 79,1099 eAH de 721,8 e 310,7 callg

respectivamente.

As diferencas entre os valores de TdH podem ser atribuidas a diferentes fatores,
como por exemplo: ligagdo com metais e outros grupoostéticos, composicdo de
aminoacidos, forma de empacotamento na interagéteipa-proteina e ligacdes, interacdes
intramoleculares, fatores ambientais, como o pH éoraa i6nica, tipo de solvente e
preparacdo da amostra (MARCONE, KAKUDA, YADA, 1998ENG, MA, 2001).

5.4 Caracterizacdo nutricional das proteinas da mioalga Spirulina maxima
5.4.1 Propriedades antinutricionais
5.4.1.1 Taninos
A bibliografia consultada nao faz referéncia a @ssurealizados com determinacao de

taninos enSpirulina. Neste estudo o teor de taninos presente na fadesangordurada da
microalga Spirulina maximafoi de 17,5 mg/g. Esse conteddo de taninos esa&ioaado
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diretamente com a presenca do pigmento antociawingyal se encontra na microalga

Spirulina maxima

Relacionando esse resultado com outros estudog-gedbservar que, para as
améndoas de fava de morce@@ipteryx lacinifera) Queiroga Neto, (2005) encontrou um
valor superior para a farinha desengordurada cgomiento (18,3 mg/g). No caso da farinha
de améndoa de baru, estudada por Togashi e Sg&ti8ie4), e que foi desengordurada com
hexano, ndo houve indice de tanino. Lourenco (2@@4pntrou teores de 4,79 e 4,06 mg/g
nas farinhas desengorduradas de canola, das @egeddyola 60 e 420, sendo inferior ao

contetdo encontrado na farinhaQjgrulina maxima

5.4.1.2 Inibidor de tripsina

Segundo a metodologia aplicada para determinaividaxte inibitoria de tripsina na
farinha da microalgéSpirulina maxima ndo foi detectada essa atividade. A bibliografia
consultada nédo apresenta dados para essa atividatieutricional em microalgas.
Comparando com outros resultados, Olivataal., (2000) ndo encontraram essa atividade
presente na améndoa de chiclske(culia chicha St.Hil, jA Togashi e Sgarbieri (1994)
encontraram para a améndoa de bBiptérix alatg) um valor de 38,60 UTI/mg de amostra,
resultado considerado elevado. Estudos realizadosogtras oleaginosas, como a soja
(Glycine ma) (FERNANDEZ-QUINTELA et al, 1997; TRUGCQet al., 2000), o amendoim
(Arachis hypogaea, )L.(MNEMBUKA, EGGUM, 1993), a canolaBfassica napus L.
(LOURENCGCO, 2004) e o género tremo¢apinus albus ).(HUDSON, 1979; RUIZ-LOPES
et al, 2000; RUIZ, SOTELO, 2001), ndo apresentarancexlpara esta atividade.

5.4.1.3 Lectina

A atividade hemaglutinante na farinha desengordurdd microalgaSpirulina
maxima onde se utilizou uma suspensédo de hemacias salwacoelhos a 2% em NacCl
0,15M, néo foi detectada essa atividade nas diesesolugbes tampoes utilizadas (glicina
0,1M pH 2,6; glicina 0,1M pH 9,0; Tris-HCI 0,1M pH4 e NaCl 0,5M).

Na bibliografia revisada, ndo constam dados pasa esividade antinutricional em

microalgas. Comparando com outros estudos, Togashgarbieri (1994) ndo detectaram
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atividade hemaglutinante na farinha de améndoadedno estudo com chichd (OLIVEIRA
et al, 2000). Esses resultados contrastam com estudbzados por Fernandez-Quintada
al., (1997), sobre a soja, e por Hudson (1979) e Rupektet al, (2000) sobre o género

tremoco, em que foi detectada essa atividade hetraagite.

5.4.2 Composicao de aminoacidos

Na tabela 7, encontram-se descritas a composicacani@oacidos da farinha
desengordurada da microal§pirulina maximae uma comparacdo com a proteina padréo
FAO/WHO/UNU (1991).

Pode-se observar que os aminoacidos essenciaisotiinp da microalg&pirulina
maxima,com indices mais pronunciados, foram leucina (8/60g proteina), fenilalanina
(2,92 g/100g proteina); valina (2,71 g/100g prdgi isoleucina (2,21 g/100g proteina) e
treonina (2,15 g /100g proteina). Os aminoacidas ¢adice quimico menor foram: lisina
(1,99 g/100g proteina), metionina (1,70 g /100ggima) e triptofano (1,11 g/100g proteina).
Esses resultados corroboram estudos realizadosigioib et al, (2008), para &pirulina
cultivada na Tailanda e na Malasia, que descreverdeucina como uns dos aminoacidos
com maior indice, e o triptofano e a metionina, coos que apresentam menor indice.
Herrera (2002) e Volkmanet al, (2008), estudando Arthrospira maxima(Spiruling) e a
Arthropsira (Spirulina) platensis mostram, para cada aminoacido essencial e naocsk

resultados superiores aos encontrados neste estudo.

Segundo dados da tabela 7 de acordo com as recagiemsdda FAO/WHO/UNU
(1991), para as quantidades necessarias de amidneado adulto, e comparando com o
contetudo de aminoacidos essenciais encontradasiostra em estudo, todos os aminoacidos
essenciais se encontram em quantidades maiorec@mandacdes nutricionais. De modo
geral, os resultados mostram uma gquantidade deoanidos essenciais adequados na farinha

desengordurada da microal§pirulina maxima
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Tabela 7 - Composicao de aminoacidos essencidie essenciais da farinha da microalga
Spirulina maximagcomparada com a proteina padrdo FAO/WHO/UNU.

Aminoécidos Spirulina maxima Padrdo FAO/WHO/UNU
(9/100g proteina) (9/100g proteina) (adulto)

Essenciais:
Leucina 3,96 1,90
Treonina 2,15 0,90
Isoleucina 2,21 1,30
Valina 2,71 1,30
Fenilalanina 2.92 1,90
Triptofano 1,11 0,90
Lisina 1,99 1,60
Metionina 1,73 1,70
Nao essenciais
Tirosina 2,74
Acido glutamico 6,49
Acido aspartico 4,28
Cistina 0,48
Serina 3,01
Arginina 2,79
Histidina 0,63
Prolina 2,62
Alanina 4,29
Glicina 2,21

FONTE: Pesquisa propria; FAO-WHO-UNU (1991).

Os escores quimicos para cada aminoacido obtiddadiaha desengordurada da
microalgaSpirulina maximaestao expostos na tabela 8, descrevendo o tigondeacidos
limitantes que existem na amostra.

Os dados apresentados na tabela 8 mostram quey faxa etaria adulta, a amostra em
estudo ndo apresenta aminoacidos limitantes, poréminoacido que apresentou o menor
escore quimico foi a metionina (101,76%) que, sdgum informacédo bibliogréafica,
corresponde, estimativamente, ao valor biologicprdéeina da microalg&pirulina maxima
(SGARBIERI, 1996).



90

Tabela 8 - Escore quimico dos aminoacidos da fardt@sengordurada da microafgirulina

maxima.
AA Escore Quimico AA Limitante
Essenciais (Padrdao FAO/WHO)
(%)

Leucina 208,42
Treonina 238,88
Isoleucina 170,00
Valina 208,46
Fenilalanina 153,68
Triptofano 123,33
Lisina 124,38
Metionina 101,76

FONTE: Pesquisa propria.

Segundo a bibliografia, proteinas deficientes em am mais aminoacidos sao
consideradas de baixa qualidade nutricional, com@a@ria das farinhas de origem vegetal.
No caso da farinha desengordurada da micro8lgaulina maxima pode-se sugerir que,
segundo a composicdo de aminoacidos se apresgmooriada para atender as exigéncias
nutricionais de adultos, podendo ser utilizada camm matéria-prima adequada para a
alimentacdo. Mesmo assim, para o atendimento dessassidades nutricionais, é possivel
ser utilizada como suplemento ou complemento aliftien visando misturar-se com outras

matérias-primas que aportem os outros nutrientes.

5.5 Modificagbes quimicas da proteina da microalg&pirulina maxima

5.5.1 Grau de modificagao

O grau de da modificacdo do isolado proteico dentia de microalgaSpirulina
maximaesta baseada na estimativa da quantidadeaseino grupos da lisina que sofreu
acetilacdo ou succinilacdo. O grau de acetilac&nceinilacdo dos isolados proteicos da

microalgaSpirulina maximaesta descrito na tabela 10 (Apéndice 1).

Segundo os resultados obtidos, a modificacdo cofridm acético foi superior a
modificacdo quimica com anidrido succinico para$ods niveis empregados. No nivel mais

alto da concentracdo de anidrido acético (15% panfio modificados 97,03% da lisina,
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enquanto houve 95,41% de modificacdo da lisina duae utilizou o anidrido succinico na
mesma concentragdo. Essa maior eficiéncia na édeles modificagcdo do anidrido acético
pode ser devida ao fato de que o anidrido acétieguélo, porém tem mais solubilidade e
capacidade de misturar-se com a amostra (EL-ADARYQO0). Estatisticamente, pode-se
constatar, que para o teste de tukey, existe ufeeed¢a estatistica significativa (p<0,05)
para cada nivel de modificacdo e para o teéste students também existe diferenca
significativa (p<0,05) entre os reagentes de a&ilata extensdo da modificacdo, sendo que a

extensdo da modificacdo é provocada pelo anidadticm superior ao anidrido succinico.

Tabela 9 - Grau de modificacdo do isolado protadeoSpirulina maxima tratado com
anidrido acético e succinico.

Concentracao de anidrido (%) Grau de acetilacdo %) Grau de succinilagédo (%)*

1% 45,96 + 0,089" 34,34 + 0,05%
2,5 % 66,25 + 0,05%" 60,71 + 0,089
5 % 89,27 + 0,10%" 80,30 + 0,138
10 % 93,60 + 0,05%" 91,91 + 0,089
15% 97,03 + 0,051 95,41 + 0,138

FONTE: Pesquisa propria.

LEGENDA: * Resultados das analises com média derageticdes (+ desvio padréo)

Letras (na coluna) minusculas diferentes apresedifamenca significativa (p<0,05) pelo teste de 8wk
Letras (na linha) mailsculas diferentes apresediferenca significativa (p<0,05) pelo testge student.

A bibliografia consultada ndo menciona estudos rd& gle modificagdo quimica de
proteinas em microalgas. Porém, contrastando-ses edados com estudos similares em
vegetais, pode-se indicar que Defaal., (1996); Wanasundara e Shahidi (1997); El-Adawy
(2000); Ramos e Bora (2002) e Lawal e Adebowald®g0encontraram que o anidrido
acético foi mais reativo que o anidrido succiniecapa granolaspgronis inxiridu¥ (89,7% e
83,0%); a fibra de linhoL{num usitatissimuin(84,5% e 56,9%); o feijado mungBHaseolus
aureus (91% e 78%); a castanha-do-paBertholletia excelsa(75,28% e 71,99%) e o

feijdo-de-porco Canavalia ensiformijs(89% e 79%), respectivamente.
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5.6 Propriedades funcionais do isolado ndo modifid@, acetilado e succinilado da

microalga Spirulina maxima

5.6.1 Solubilidade

A solubilidade é uma propriedade fisico-quimica pasteinas, também classificada
como funcional, por causa da importancia que ex&sbee a funcionalidade das proteinas no
alimento (SGARBIERI, 1996). Pesquisas revelam cat®rés como concentracdo, peso
molecular, pH, forca idnica e a presenca de osastancias influenciam na solubilidade da
proteina (ADEBOWALEet al.,2007). Farfan (1994) indica que o fenébmeno dalsiaddade
deve ser observado como a capacidade de um numesaeravel de grupos polares de se
solvatar na agua através de pontes de hidrogénio.

As curvas de solubilidade do isolado proteico namdifitado, do acetilado e do
succinilado da microalg8pirulina maximaao descritas nas figuras 18 e 19.

Vé-se que o perfil de solubilidade apresentado selado proteico ndo-modificado
da microalgaSpirulina maximademonstrou ser dependente do pH e com um compamtam
tipico de proteinas vegetais e animais, com umabgmlade minima no pH 5,0 (5,70%), o
gue corresponde ao seu ponto isoelétrico. Outrtopprestacar € a solubilidade nos valores
de pH 2.0 (47,50%) e pH 8,0 (81,28%), 10.0 (96,18%2.0 (92,67%). Isso se deve a que em
pH’s extremos (acidos e alcalinos) a proteina adqcargas liquidas positivas e negativas,
que favorecem a repulsédo eletrostatica das mokeadaproteinas com a agua e, portanto,
aumenta a solubilidade das mesmas (KINSELLA, 1$EENA, SRIDHAR, JUNG, 2005).
Mahajan e Dua (1995) explicam que a alta soluldkda pH’s extremos pode ocorrer pelo
fato de o nimero de interacdes de repulsao eléticstser maior que o numero de interacdes

hidrofobicas sobre as moléculas. Portanto, asipastg@ermanecem em solucao.
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Figura 18 - Percentual de proteinas sollUveis diadss protéicos ndo modificado e

acetilados da microalgpirulina maximaem niveis de pH 2.0; 4.0; 5.0; 6.0;
8.0; 10.0e 12.0
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Figura 19 - Percentual de proteinas solUveis doledss proteicos da microal@pirulina
maximanao-modificado e succinilados em niveis de pH 2.0, 5.0, 6.0, 8.0,
10.0 e 12.0.

Segundo Farfan (1994), toda proteina tem um pauelétrico, ou seja, um ponto em
gue a somatdria das cargas positivas seja iguas &argas negativas. Assim, o fendmeno da
solubilidade é entendido como a capacidade de umeral substancial de grupos polares

localizados na superficie da sua estrutura setswlaa agua através de pontes de H.

Observando o gréfico pelo lado alcalino, pode-segier que, a medida que nos
aproximamos do ponto isoelétrico, deveria existir mimero cada vez maior de cargas se
neutralizando intra e intermolecularmente, formargtandes complexos eletrostaticos,
eliminando a agua do microambiente e, gradativaenexs pontes de H dos grupos polares

que estdo sendo neutralizados. Quando o niumer@ardascpositivas e negativas atinge o
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maximo, a carga liquida da proteina sera zero, arttiy ao ponto de solubilidade minima.
Quando o pH é aumentado acima do ponto isoeléteiiste um namero maior de cargas
negativas que garantem a manutencéo de pontesdeddtiramento da cadeia polipeptidica,
0 que possibilita a solubilidade da proteina. Ome®corre quando o pH é diminuido
por baixo do ponto isoelétrico, ocorrem doiserdws contrapostos: aparecimento de novos
sitios da macromolécula para pontes de H e a gudbrpontes pela inaceptabilidade dos H
(FARFAN, 1994).

Anusuya,et al., (1981), indica um indice minima solubilidade ouwnfooisoelétrico
para aSpirulina platensisentre pH 3,0 e 4,0 ponto menor ao encontrado resstelo com
30% de solubilidade em pH 2,0, tendo sua maximabgalade a pH’'s 8,9 e 9,0. Jacob-
Lopez, et al., (2006), estudando a cianobactédghanothece Microscopica Nageli
concluiram que ha um ponto isoelétrico ou menarksldade na faixa de pH 3,0-4,0 e uma
maxima solubilidade a pH alcalinos (10,0), com 2&,&utros autores obtiveram para outro
tipo de espécies de microalgas valores semelhanteapontados neste estudo, com 50% de
solubilidade proteica na mesma faixa de pH’'s aicali (NIRMALA, PRAKASH,
VENKATARAMAN, 1992; DUA et al, 1993; GUIL-GUERRERt al.,2004; ).

Comparando a solubilidade do isolado proteico nawlifitcado com os isolados
modificados por acetilacdo e succinilagdo, obseeyatravés das figuras 18 e 19 que o ponto
isoelétrico, ou minima solubilidade, sofre um deaftoento negativo (pH 4,0). Esse fato pode
ser atribuido ao desdobramento das moléculas pastee a dissociacdo por causa da
modificacdo (WANASUNDARA, SHAHIDI, 1997). Lawal edebowale (2006) referem que
o equilibrio entre as cargas positivas e negativaémizou a repulsdo eletrostatica entre as
moléculas, diminuindo a solubilidade dos isoladokdos.

Observando o lado acido do pH, é possivel infene g solubilidade dos isolados
acetilado e sucinilado sofre um decréscimo progresabaixo do ponto isoelétrico, em
funcdo do grau de modificagdo. Esse fato podetsbumo ao blogueio dos grupos amino
apos da modificacdo quimica (KRAUSE, 2002). Ou&stsidos indicam que a diminuigdo da
solubilidade na regido acida das proteinas aciladateve, provavelmente, a substituicdo de
grupos amonios catidnicos da lisina depois da @aprovocando um namero insuficiente
de grupos catidnicos hidréfilos adequados paradexcas forcas agregadas resultantes da
interacdo hidrofébica entre grupos alquil e arooctétdos residuos de aminoécidos
(FRANZEN, KINSELLA, 1796).
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O comportamento dos indices de solubilidade pasalado proteico ndo modificado
e modificado da microalg&pirulina maximafoi semelhante a outros estudos feitos em
vegetais. Krause (2002), estudando as proteinaardga, EI-Adawy (2000), do feijdo mungo
(Phaseolus aure)s e Wanasundara e Shahidi (1997), da fibra de olinhinum
usitatissimurjy apresentaram melhoria de solubilidade tanto oatilacdo quanto na
succinilagdo. Silva, Bora e Queiroga Neto (1997)vebam resultados similares para o
isolado proteico acetilado de algaroPadgsopis juliflorg, assim como Ramos e Bora (2004),
para a globulina da castanha-do-paiertholletia excelsp acetilada. Em relacdo a
succinilagéo, Lawal (2005), para feijdo mangdlablab purpureus e Bora (2002), para
lentilha (ens esculen)a Ramos e Bora (2005), analisando a globulinaaddanoha-do-para

(Bertholletia excelsha obtiveram melhoria da solubilidade a partir ¢tb40.

Analisando os graficos anteriores e a tendéregaida pelas curvas sobre o ponto
isoelétrico (pH alcalino), pode-se concluir queaatir do pH 6,0 a solubilidade nos isolados
modificados (acetilado e succinilado) é maior esiotoos graus de modificacdo. Segundo
Gruener e Ismond (1997), o aumento da solubiliddddevido ao aumento das cargas
negativas como resultado da substituicio demmino grupos da lisina carregados
positivamente. Em relagdo a acetilacdo, a subgibuse fez por grupos acetil hidrofébicos
neutros. Na succinilagdo, a substituicdo ocorreserindo-se grupos carboxil carregados

negativamente.

Pode-se perceber, através das figuras 19 e 20,oqeéeito positivo sobre a
solubilidade do isolado da microal@pirulina maximafoi mais acentuado na modificacéo
por succinilacdo que na acetilacdo, para todosatwes de pH e em todos os graus de
modificacdo. Porém, pela analise estatistica (Ajpéndl), pode-se observar que essa
diferenca ndo € estatisticamente significativa (ps)0 Contrastando esses resultados com
outras pesquisas, Ramos (2002), estudando a caslantara Bertholletia excelsgp El-
Adaway (2000), o feijao mungd’haseolus auredsWanasundara e Shahidi (1997), a fibra
de linho (inum usitatissimujp apresentaram maior solubilidade apds tratameoin

anidrido succinico que com anidrido acético.

5.6.2 Capacidade de absorcéo de dgua

A capacidade de absorcdo de agua das proteinascéofude varios parametros,

incluindo tamanho, configuracéo, fatores estéricasacteristicas conformacionais, balanco
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hidrofilico-hidrofébico de aminoacidos nas molésuteioteicas e interacdo das proteinas com
lipideos, carboidratos e taninos (CHAVAN, McKENZIEHAHIDI, 2001).

Os resultados da capacidade de absorcdo de audsaolados proteicos nao
modificados, dos acetilados e dos succinilados aoaiga Spirulina maxima posterior ao

calculo de correcdo das proteinas solluvel, estfostas na tabela 11 (Apéndice 2).

O resultado da capacidade de absor¢do de agualdddasado-modificado (1,71 mL
de HO/g de proteina) da microal@pirulina maximdoi superior ao encontrado por Anusuya
Devi e Venkataraman (1984) que, estudando a mga@pirulina platensisconcluiram que
h& uma capacidade de absor¢do de agua do concepnaéico de 1,45mL/g de proteina.
Essa diferenca pode ter ocorrido devido ao métifdoedte de extracdo das proteinas, do teor

de proteinas no isolado proteico e ao processeabgem utilizado pelos diferentes autores.

Tabela 10 - Capacidade de absorcdo de agua damdasolproteicos né&o-modificado,
acetilados e succinilados da miroaf@rulina maxima

Tipo de modificacao Grau de modificacéo (%) Capacidde de absorcéo de
agua (mL de HO/g de

proteina)*
Proteina n&o modificada 1,71 +0,18
Proteina acetilada 45,96 2,69 + 0,05°
66,25 2,76 +0,16
89,27 3,54 + 0,08
93,60 3,83 +0,09
97,03 3,91 + 0,07
Proteina succinilada 34,34 1,74+ 0,18
60,71 2,11+0,1%
80,30 2,24 +0,14°
91,91 2,34 +0,08°
95,41 2,48 + 0,16

* Resultados das andlises com média de trés répstig desvio padrao)
Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) hédi pelo teste de Tukey a 5%.

FONTE: Pesquisa propria

Comparando esses resultados com outros estudos/egetais, alguns autores
apresentaram capacidade de absorcéo de agua sepeandsolado proteico em estudo, como
o feijdo-de-porco Qanavalia ensiformijs (3,86 mL de HO/g de proteina) (LAWAL,
ADEBOWALE, 2006), o gréao-de-bicoCfcer arietinum) (2,34 — 3,5 mL de pD/g de



98

proteina) (KAUR, SINGH, 2007), o feijadPlaseolos vulgar)s(2,63 mL de HO/g de
proteina) (MORALES-DE LEONt al, 2007), o farelo de aveidyena sativa ) (1,94 - 2,04
mL de HO/g de proteina) (GUANet al, 2006), o cupuacuTheobromagrandeflopa(2,22
mL de HO/g de proteina) (CARVALHO, GARCIA, AMAYA-FARFAN, @06), a fava de
morcego Dipteryx sp) (2,04 - 2,32 mL de pD/g de proteina) (QUEIROGA NETO, 2005), o
tremoco Lupinus albus D.(2,09 - 2,25 mL de pD/g de proteina) (EL-ADAWYYet al, 2001)
e o feijao mungoRhaseolus auredg2,2 mL de HO/g de proteina) (EL-ADAWY, 2000).
Outros autores encontraram valores inferiores, camastudo do feno gregdr{gonella
foenum graecuin(1,68 mL de HO/g de proteina) (EL NASRI, EL TINAY, 2007); do
amendoim Arachis hypogaea (1,67 mL de HO/g de proteina) (YU; AHMEDNA,
GOKTEPE, 2007).

Comparando-se a capacidade de absorcédo de agsalatioi proteico ndo modificado
da microalgaSpirulina maximacom os modificados por acetilagdo e succinilag@ole-se
observar que o indice de absorcédo de agua foiisupes modificados em todos os niveis de
modificacdo. Na acetilacdo, observa-se maior aumentn indice de capacidade de absorcao
de agua de 2,69; 2,76; 3,54 ; 3,83 e 3,91 mL da/ggie proteina. Na succinilagdo, constata-
se um aumento da capacidade de absorcdo de agutngas os niveis de modificacdo em
relacéo ao isolado ndo modificado. No entanto, @yarmlo-se com a acetilacdo, percebe-se
que h& uma diminuicdo da capacidade, com indices®g 2,11; 2,24; 2,34 e 2,48 mL de

agua /g de proteina.

A bibliografia consultada ndo menciona estudos dwificacdes quimicas em
proteinas de microalgas. Porém, comparando-seresgdado com estudos realizados em
vegetais, vé-se que os resultados sdo semelhanéssualo obtido por Lawal (2005), em cujo
estudo sobre o concentrado proteico de feijdo m@n@ablab purpureuk relata que a
capacidade de absorcao de agua diminui apos andac@&o. Dua, Mahajan e Mahajan (1996)
também expressam que h& um decréscimo na capadigaddsorcdo de 4gua em altas
concentracdes de anidrido succinico no isolade@mmida semente de canola.

O fenbmeno do aumento da capacidade de absorc&@mude pode ser explicado
porque a acilacdo causa desdobramento na cadeiprofieina, expondo mais grupos
hidrofilicos que hidrofébicos, aumentando, assinpage hidrofilica ligante (EL-ADAWY,
2000). Uma conformacao desdobrada induzida pelagac pode permitir que a proteina
ligue mais agua do que é possivel a forma globi@drVA, BORA, QUEIROGA NETO,

1997). A menor capacidade de absorcdo de aguasd@lds proteicos succinilados, em
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relacdo aos acetilados, pode ser devido a altebidade da proteina succinilada. Foi
relatado que proteinas altamente solUveis apresedxo indice de absor¢do de agua (EL-
ADAWY, 2000).

5.6.3 Capacidade de absorcao de 6leo

A capacidade de absorcéo de 6leo tem grande iammistdo ponto de vista industrial,
pois reflete a capacidade de emulsificacdo, umactarnistica altamente desejavel em
produtos como maionese (ESCAMILLA-SILVét al, 2003). Essa propriedade € afetada por
muitos fatores, como o conteudo de proteinas, a dee superficie, a hidrofobicidade, a
liquidez do 6leo e a metodologia. A capacidadel$®igdo de 6leo também € dependente da
capacidade de a proteina atrair o 6leo (EL-ADAWG0Q).

Os resultados da capacidade de absorcédo de o6lisolddo proteico ndo modificado,
acetilado e succinilado da microalgpirulina maximaestao expostos na tabela 12 (Apéndice 3).

Como se pode observar na tabela 12, a capacidadbsibecdo de 6leo do isolado
proteico ndo-modificado da microal§pirulina maximdoi de 2,15 mL de 6leo/g de proteina.
Esse resultado foi inferior ao encontrado por AgasDevi e Venkataraman (1984), que
estudaram a microalg8pirulina platensise reportaram um valor de 3,73 g de Oleo/g de
proteina. As diferencas na capacidade de absoeéted podem estar relacionadas a espécie

de microalga estudada.

Comparado esses resultados com outros estudos aaes fproteicas vegetais, a
capacidade de absorcdo de 6leo do isolado em estudmstrou superior a da macadamia
(Macadamia integrifolia Maiden & Bet¢h(1,12 mL de Oleo/g de proteina) (BORA,
RIBEIRO, 2004) e da castanha-do-paBé&rtholletia excelsa H.B.K.em que Ramos e Bora
(2003) obtiveram 1,39 mL de O6leo/g de proteina, 1ériG& e Regitano-d”Arce (2000)
obtiveram 0,79 mL de 6leo/g de proteina e feijaongw Phaseolus aure)s(1,4 mL de
6leo/g de proteina) (EL-ADAWY, 2000).

Alguns autores apresentaram capacidade de absdec@teo superiores ao isolado
proteico em estudos como o do grao-de-bizigdr arietinun) (3,9 mL de 6leo/g de proteina)
(KAUR, SINGH, 2007), do amendoim\fachis hypogaea ).(2,67 mL de 6leo/g de proteina)
(YU; AHMEDNA, GOKTEPE, 2007), do feijaoPhaseolos vulgar)s(3,26 mL de 6leo/g de
proteina) (MORALES-DE LEONt al, 2007), do farelo de aveia\ena sativi(2,96 mL de
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6leo/g de proteina) (GUANt al, 2006) e do feijao-de-porc€énavalia ensiformis(4,9 mL

de 6leo/g de proteina) (LAWAL, ADEBOWALE, 2006). Wal (2005), estudando o isolado
proteico de feijao mangal@.dblab purpureus obteve uma capacidade de absorcédo de 6leo
de 2,8 mL de 6leo/g de proteina, enquanto Queinaga (2005) obteve 2,00 mL de 6leo/g de

proteina para o isolado de fava de morcéypteryx sp).

Tabela 11 - Capacidade de absorcéo de 6leo daslaoproteicos ndo-modificado, acetilados
e succinilados da microal@pirulina maxima

Capacidade de absorcao de Oleo

Tipo de modificacéo Grau de modificacéo (%) _
(mL de 6leo/g de proteina)*
Proteina nao-modificada : 2,15+ 0007

Acetilagdo 45,96 2,68 +0,90
66,25 2,83 +0,03
89,27 3,02 +0,24
93,60 3,31 +0,07
97,03 3,48 + 0,04

Succinilacao
34,34 2,32 +0,03
60,71 2,44 + 0,02
80,30 2,53 +0,05
91,91 2,52 +0,08
95,41 2,50 + 0,04

*Resultados das andlises com média de trés repst{gddesvio padréo).
Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) féi@di pelo teste de Tukey a 5%.

A capacidade de absorcdo de Oleo dos isoladosiqgmetela microalgeSpirulina
maximamodificados por acetilacdo e succinilacdo foi sigpeao indice apresentado pelo
isolado nativo em todos os niveis de modificacas. r€sultados dos isolados proteicos
acetilados se mostraram mais pronunciados comeindie 2,68 (45,96%), 2,83 (66,25%),
3,02 (89,27%), 3,31 (92,03%) e 3,48 (97,03%) mL dlleo/g de proteina. Entanto, na
succinilacdo, mostra indices menores de absorcatedgara todos os graus de modificacao.
Essa diminuicdo pode ser explicada pelo fato deegse agente alquilante aumenta a rede de
cargas negativas na proteina, diminuindo, entéda, lsdrofobicidade, o que leva a uma
diminuicdo da absorcao de 6leo (LAWAL, 2005).
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5.6.4 Propriedades emulsificantes

A capacidade emulsificante das proteinas estaioelada a correlacdo existente entre
as propriedades emulsificantes e a superficie fdidica das proteinas, as quais influenciam
na estabilidade da emulsdo. Porém a formacao ds&@miambém é facilitada pela reducéo
da tensdo interfacial entre a agua e o Oleo (DUAAHWMJIAN, MAHAJAN, 1996;
ELIZALDE et al, 1988).

5.6.4.1 Capacidade de emulséo

A capacidade de emulsdo dos isolados proteicosnadificados e modificados da

microalgaSpirulina maximaem funcédo do pH, esta descritas nas figura@2péndice 6).

Os resultados obtidos para a capacidade de emdiBasolado nao-modificado
mostraram grande variagdo em todos os valores danatiisados. O maior resultado foi
obtido em pH 10.0 (180,67 mL de 6leo/100mg de jpma)e Esse pH coincide com o pH de
maxima solubilidade da proteina da microaBprulina maxima(figuras 18 e 19). A menor
capacidade de emulsao foi obtida em pH 5,0 (40,B3den6leo/100mg de proteina). Esse
indice de minima capacidade de emulsdo é semelhanponto isoelétrico do isolado da
microalgaSpirulina maxima Anusuya Devi e Venkataraman (1984), estudandéeitoedo
pH na capacidade de emulsé@oSyrulina platensisdescrevem um comportamento similar
com uma minima capacidade de emulsdo a pH 3,5.r&bse, também, uma maior
capacidade de emulsdo a pH’'s alcalinos (6,0 a &83es resultados confirmam que a
capacidade de emulsao é dependente da solubiliia#éelawy e Khalil (1994), estudando o
hibisco Hibiscus sabdariffg e Dua, Mahajan e Mahajan (1996), a canBlagsica napus

L.), também observaram a relacéo direta entre asipdaples emulsificantes e a solubilidade.

Comparando esses resultados com estudos realizadoggetais, conclui-se que a
capacidade emulsificante das proteinas, em funQguHj da microalg&pirulina maximase
apresentou superior a da castanha-do-para (38%D48 mL de 6leo/100mg de proteina)
(RAMOS, BORA, 2005), do feno gregdr{gonella foenum graecun{14,60 a 135,00 mL
0leo/0,1g proteina) (EL NASRI, EL TINAY, 2007), deijao-de-corda\{igna unguiculata
(40,00 a 150,00 mL o6leo/0,1g proteina) (RAGAB, BKEBR, EL TINAY, 2004) e da
macadamia NMacadamia integrifdlia Maiden & Bet¢h(86,55 a 153,33 mL 0leo/0,1g
proteina) (BORA, RIBEIRO, 2003).
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Figura 20 - Capacidade de emulsao dos isoladosipostnao-modificados e acetilados da
microalgaSpirulina maxima

Conforme andlise das figuras 20 e 21, a modificagdmica melhorou a capacidade
de emulséo das proteinas da microdbgarulina maximaem quase todos 0s seus graus de
modificacdo, com excecdo da que ocorre no pH 3diceBe-se, também, através da
observacao dos graficos, que o aumento da capacittadmulsificacdo € dependente do grau
de modificagéo, e a acetilacdo se mostrou levenmeat®s eficaz do que a succinilagdo para

esse parametro.

O méaximo de 6leo emulsificado (215,9 mL de 6leofi§Qle proteina) pelo isolado
da microalgaSpirulina maximaacetilado correspondeu a um aumento de 19,50%, em
comparacao ao isolado ndo-modificado (180,67 mldlde/100mg de proteina), enquanto
gue o maximo de 6leo emulsificado pelo isolado isileclo (314,57 mL de 6leo/100mg de

proteina) correspondeu a um acréscimo de 74,11%.glodulina da castanha-do-para
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(Bertholletia excelsa H.B.K(RAMOS, BORA, 2004, 2005) registrou um acrésciieal 05 e
115% depois da acetilacdo e da succinilagdo. SiB@a e Queiroga Neto (1997)
identificaram um aumento de 160% na capacidade s#ficahte de proteinas de algaroba
(Prosopis juliflorg acetiladas, enquanto Sheen (1991) e Monteiro a&kaBh (1996)
detectaram aumentos de 120 e 16% para as protrfathas de tabacdicotina tabacum

e amendoimArachis hypogaea ) succiniladas, respectivamente.
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Figura 21 - Capacidade de emulséo dos isoladosipostndo-modificados e succinilados da
microalgaSpirulina maxima.

O aumento da capacidade de emulsdo dos isoladtscpsoacilados, comparado ao
isolado ndo-modificado, decorre do fato de a a&dagnder a causar o desdobramento das
cadeias proteicas, resultando na exposicdo deucesitlidrofilicos de peptideos. Esse
aumento também se deve a adicdo de grupos negttilsrea molécula, devido a acetilagéo,
que promove a interacdo com a fase oleosa, e acadig grupos carboxil. A succinilagdo
mostra um maior indice na capacidade de emuls@guaoto auxilia no aumento da interagdo
entre as moléculas proteicas e a fase aquosa désoes (EL-ADAWY, 2000).
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O aumento na capacidade de emulsdo é devido a @ioa solubilidade da proteina
modificada e ao esticamento da estrutura, que feeraniexposicdo de maior numero de
residuos ndo polares e polares. Quando esse aumdedéo grupos ndo polares sobre a
superficie da proteina, resulta em um aumento mectdade de recepcdo de lipideos
(FARFAN, 1994).

5.6.4.2 Atividade e estabilidade de emulsao

A atividade e a estabilidade de emulséo do isof@dteico da microalg&pirulina

maximaséao apresentados nas tabelas 13 e 14.

Tabela 12 - Atividade de emulsdo de isolados proseindo-modificados, acetilados e

succinilados da microaldgpirulina maximam fung¢ao do pH.

Atividade de emulséo (%)

Isolado protéico pH 3 pHS pH? PH10

N&o Modificado 32,11+0,69 9,67+0,38 3489+0,84 42,89 +0,69

Acetilado 45,96% 31,00+ 0,88 12,33+0,33 35,67 +0,58 43,00 + 1,00

Acetilado 66,25% 30,78 + 0,98 14,22 + 0,6%" 37,67 + 0,8%° 46,33+ 0,8%
Acetilado 89,27% 29,67 + 0,67 15,67 + 0,88 38,78 + 0,51 46,67 + 0,58
Acetilado 92,03% 28,44+ 0,59 16,11 + 0,59 39,33+ 0,3% 47,56 + 0,6%°
Acetilado 97,03% 25,22 +0,8% 16,67 +0,8%° 39,78 + 0,51 48,22+ 0,7%

Succinilado 34,34% 32,67 +0,33 13,22 +0,88 36,33 +0,8%" 45,56 + 0,69
Succinilado 60,71% 30,83 + 0,78 14,33 +0,2% 37,17 +0,76° 46,50 + 0,87
Succinilado 80,30% 29,56 + 0,51 15,67 + 0,58 38,33 + 0,3%° 47,22 + 0,6%°
Succinilado 91,91% 29,50 + 0,5¢f 17,67 + 0,58 38,17 + 0,78°°48,50 + 0,87
Succinilado 95,41% 28,00 + 0,88 18,33+0,33 39,11 + 0,5 49,44 +0,8%

*Resultados das andlises com média de trés repst{gidesvio padréo).
Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) héedi pelo teste de Tukey a 5%.
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Pode-se afirmar, que a atividade de emulsdo dadeahdo-modificado da microalga
Spirulina maximaapresentou uma variacdo de 9,67% a pH 5,0, a8®%2,em pH 10,0 e
uma variacao na estabilidade da emulsao de 9,4#0&a0paté 41,67 a pH 10,0.

Comparando-se os dados entre atividade e estatalida emulsdo do isolado néo -

modificado e a solubilidade proteica, pode-se ofasegue existe uma semelhanga na

tendéncia dos resultados, porquanto ha uma menamtaake e estabilidade da emulsdo em pH

5,0, mesmo pH da solubilidade minima ou ponto &deb, indicando que a atividade de
emulsdo pode depender da quantidade de proteiliagiso( CHAU, CHEUNG, 1998).

Tabela 13 - Estabilidade de emulsédo de isoladdgipos ndo-modificados, acetilados e
succinilados da microaldgpirulina maximam func¢ao do pH.

Isolado protéico

Estabilidade de emulséo (%)
pH3 pH5 pH7 pBi1

N&o Modificado

Acetilado 1,0%
Acetilado 2,5%
Acetilado 5,0%
Acetildao 10%
Acetilado 15%

Succinilado 1,0%
Succinilado 2,5%
Succinilado 5,0%
Succinilado 10%

Succinilado 15%

31,67+0,3% 944+077 33,89+051 41,67 +0,67

30,11+ 0,1%% 12,44+ 0,59 35,11 +0,3% 42,78 +0,1%
29,11 + 0,5%"° 14,00 + 0,5 36,89 + 0,5 45,33+ 0,67
28,56 +0,5%° 15,33 +0,67 37,78 +0,5Y 46,22 +0,5¢
28,22+0,69 16,11 +05F¥ 38,89+0,51 47,56 +0,8%°
25,11 +0,84 16,33+0,3% 39,33+0,33 48,22 +0,1¥

32,22+0,60 13,11+0,51 36,11 +0,38 45722 +0,51
30,50 + 0,8%° 14,00 + 0,5¢¢ 36,83 + 0,78 46,33 + 0,78
29,44 +0,84° 1556+ 0,59 37,78+0,5¥ 47,11 +0,1%
29,17 + 0,28 17,33+0,78 38,00+ 0,8F 48,17 + 0,58
27,78+0,69 18,11+051 38,89+0,69 49,22 +0,69

*Resultados das andlises com média de trés repst{gidesvio padréo).
Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) héedi pelo teste de Tukey a 5%.
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5.6.5 Viscosidade relativa

Os dados da viscosidade relativa dos isoladoseipo® da microalgeSpirulina

maximanéo-modificados, acetilados e succinilados estfostos na tabela 15.

A viscosidade relativa do isolado proteico nao-riicailo da microalgeSpirulina
maximamostrou uma variacdo acentuada em relacdo asdnéentracdes estudadas, tanto
em relacdo a temperatura ambiente quanto depasjaecimento a 90°C. Porém, quando se
compara a mesma concentracdo antes e depois doiraquo®, percebe-se que ha uma
pequena variacdo para os valores obtidos. Esse namnde viscosidade depois do
aquecimento pode ser explicado pelas mudancas rawedmnais da molécula de proteina

seguida pela sua desnaturacao posteriormentetaménmato térmico.

Convém ressaltar que a bibliografia consultada tndp informacdo sobre estudos
feitos com a determinagdo da viscosidade de isslatip-modificados e modificados
guimicamente em microalgas. Todavia, comparando estodos feitos em vegetais, pode-se

inferir que esses resultados sdo semelhantes.

Ramos e Bora (2004), analisando a viscosidadevelda globulina da castanha-do-
para, observou grande variacdo de viscosidadeveeladbm o aumento da concentracdo da
solugéo de proteina e com o0 aquecimento da soldedaroteina. Sze-Tao e Sathe (2000),
analisando a viscosidade da améndeaurfus dulciy e da sojaGlycine Max L), também
encontraram uma relacdo de dependéncia positiveisdasidade com a concentracdo da

solugéo de proteina.

Os dados da tabela 15 mostram que a viscosidadgvaeldos isolados proteicos
modificados aumentou com a concentracdo da soldgd@roteina, com a temperatura
ambiente e com o aquecimento (90°C). No caso phaticla acetilacdo, observa-se que a
viscosidade relativa & temperatura ambiente, rfesedites graus de modificagdo, aumenta em
relacdo a viscosidade do isolado ndo-modificadtrefanto, a medida que aumenta o grau de
modificacdo, também aumenta a viscosidade, cujoomealor, a temperatura ambiente,
ocorreu no isolado ndo-modificado em todas as samsentracfes (1, 2 e 3%). O maior
indice de viscosidade a temperatura ambiente nidagée foi obtido na extensdo da
modificagao 97,03% com valores de 1,510; 1,75Zé5le em todas as concentragdes.
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No que concerne a acetilagdo depois do aquecimestidices de viscosidade nos

diferentes graus de modificagdo sé&o superiorespass@ntado no isolado nao-modificado

depois do aquecimento.

Tabela 14 - Viscosidade relativa dos isolados prose ndo-modificado, acetilados e
succinilados da microaldgpirulina maxima.

Isolado protéico

Concentragdo Temperatura ambiente

Viscosidade relativa

ApoOs aquecimento

N&o Modificado 1 1,350 + 0,043 1,399 + 0,045
2 1,489 + 0,024 1,498 + 0,038
3 1,545 + 0,019 1,595 + 0,031
Acetilado 45,96% 1 1,372 + 0,028 1,389 + 0,028
2 1,530 + 0,03%" 1,545 + 0,031
3 1,625 + 0,034" 1,661 + 0,0299"
Acetilado 66,25% 1 1,384 + 0,045 1,410 + 0,032
2 1,605 + 0,018™" 1,619 + 0,03k
3 1,646 + 0,014 1,681 + 0,06%""
Acetilado 89,27% 1 1,416 + 0,095 1,459 + 0,038
2 1,677 + 0,028 1,693 + 0,01%°™N
3 1,684 + 0,014" 1,692 + 0,026°™N
Acetilado 92,02% 1 1,466 + 0,057 1,491 + 0,024
2 1,720 + 0,029" 1,740 + 0,038'"""
3 1,734 + 0,0229" 1,758 + 0,039cdefon
Acetilado 97,03% 1 1,510 + 0,0°P0 1,552 + 0,018
2 1,752 + 0,03%"™ 1,774 + 0,019°%€"
3 1,786 + 0,01 1,804 + 0,038
Succinilado 34,34% 1 1,404 + 0,025 1,417 + 0,055
2 1,604 + 0,044™ 1,614 + 0,038
3 1,775 + 0,038 1,791 + 0,03%Pccef
Succinilado 60,71% 1 1,494 + 0,792 1,504 + 0,07%
2 1,674 + 0,039 1,698 + 0,0794°"N
3 1,833 + 0,02%¢ 1,845 + 0,042
Succinilado 80,30% 1 1,536 + 0,074° 1,547 + 0,058
2 1,729 + 0,014%" 1,738 + 0,02%"f"
3 1,878 + 0,028° 1,892 + 0,058°
Succinilado 91,91% 1 1,591 + 0,095° 1,605 + 0,01%"
2 1,758 + 0,01%" 1,792 + 0,068
3 1,911 + 0,02% 1,923 + 0,03%
Succinilado 95,41% 1 1,634 + 0,0%1 1,645 + 0,059"
2 1,812 + 0,020° 1,886 + 0,02%°
3 1,934 + 0,031 1,959 + 0,057

FONTE: Pesquisa propria.

Resultados das analises com media de trés repetic@iesvio padrdo). Letras minusculas diferemascoluna)
apresentam diferenca significativa (p<0,05) pedtetele Tukey.
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Na succcinilagdo, acontece um fendomeno semelharg® que a viscosidade a
temperatura ambiente, em todas as concentracGedWd#Eo de proteinas e nas extensdes da
modificacdo, é maior em relacdo ao valor do isoladom-modificado. Para medir a
viscosidade relativa a temperatura ambiente, cordalados da tabela 15, todos os indices
dos diferentes graus de modificacéo e de concé&utr@de proteinas da solugdo sdo maiores do
que no isolado ndo-modificado. Entretanto, a mediga crescia o grau de modificacdo, a
viscosidade aumentava. Seu maior valor foi observad isolado modificado por
succinilacdo, quando da extensdo de modificaca$19o,com valores de 1,634; 1,812 e
1,934 para as diferentes concentra¢gdes de protemnsslucao.

Na Tabela 15, esta expresso que o comportamenteisdasidade, depois do
aquecimento, foi semelhante, e que, para todasraztracdes de proteinas na solucéo e
diferentes graus de modificacdo, o valor aumentaraatdo ao valor da viscosidade do
isolado ndo-modificado. Pode-se observar que o mealor foi obtido no isolado nao-
modificado para as diferentes concentra¢gdes deipest na solucao (1, 2 e 3%), e o maior
valor é observado para o isolado modificado a 9%,4dom valores de 1,645; 1,886 e 1,959
para as diferentes concentracfes de proteinadutieo

Convém enfatizar que, devido a acilagdo, o aumgatascosidade tem sido atribuido
ao desdobramento das cadeias peptidicas (SCHWE®K&, 1990) e as mudancas na
molécula proteica, como decorréncia do aumento au didninuicdo das transicbes
conformacionais (DUA, MAHAJAN, MAHAJAN, 1996).

Os resultados obtidos no presente estudo sdo samedhaos que foram confirmados
por Ramos e Bora (2004), guando analisaram a gigbdla castanha-do-parBertholletia
excelsa H.B.K.acetilada. Nesse estudo, os autores demonstiguam viscosidade relativa
na concentracdo de 3% passou de 1,17 na solugglolidina ndo-modificada, para 1,84 na
solucéo de globulina acetilada a 25%. Esses mesmtoses (2005), analisando a mesma
matéria-prima depois da succinilagdo, encontranara viscosidade relativa, na concentracao
de 5%, de 1,32, na solucdo de globulina ndo-medific Esse valor subiu para 1,99 na
solucéo de globulina succinilada a 25%.

Krause, Bagger e Schwenke (2001) também constatamasumento significativo na
viscosidade das proteinas do tremdgapinus albu} depois da succinilagédo, passando de 99
mPas para 515 mPas.

Pode-se observar, ainda, pela anadlise dos dadabela 15, que a viscosidade relativa
dos isolados proteicos modificados aumentou cororeentracdo da solucdo de proteina,

com o0 aguecimento (90°C) e com o grau de acild€aorelacdo ao tipo de modificacéo,
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constata-se que a succinilagdo apresenta um gfegitivo, na viscosidade relativa, mais

acentuado do que a acetilagao.

5.6.6 Capacidade e estabilidade de espumacéo

A capacidade de espumacédo dos isolados protea&amictoalgaSpirulina maxima

nao modificados, acetilados e succinilados est@&septada na figura 22 (Apéndice 5).
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Figura 22 - Capacidade de espumacao dos isoladtsiqus ndo modificados, acetilados e
succinilados da microaldgpirulina maxima.

O isolado proteico ndo modificado demonstrou urdicen de capacidade de
espumacdo de 235,5%. Esse alto indice se encoinétandente relacionado com a alta
solubilidade proteica da proteina , Anusuya DeVeekataraman (1984) aponta um indice de
190,0% na capacidade de espumacao para 0 concemimaieico deSpirulina platensise
descreve que essa capacidade depende da solubitidzidica.

Na figura anterior, vé-se que ocorreu uma aumentacapacidade de espumacao
depois da modificacdo quimica, para todas as edgsnsla modificacdo. Nos isolados
acetilados, a capacidade de espumacao variou d@®%l(acetilado 45,96%); 345,0%
(acetilado 66,25%); 373,33% (acetilado 89,27%);,33% (acetilado 93,60%) e 368,33%

(acetilado 97,03%). Em relacdo aos isolados suadms, a disminuicdo da capacidade de
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espumacao variou de 355,0% (succinilado 34,3493,3®%6 (succinilado 60,71%); 416,70%
(succinilado 80,30%); 521,70% (succinilado 91,9¥%)0,00% (succinilado 95,41%).

O aumento da capacidade de espumacao das protaitedas pode ser explicado
devido aos seguintes fatores: principalmente, dbdmlade da proteina, cuja contribuicéo foi
sobremaneira importante no seu comportamento feeespumacdo (GRUENER, ISMOND,
1997), a acilagéo, que provoca um aumento da siolatke da proteina e leva a um acréscimo
na capacidade de espumacéo e pode causar um dgesdaby da proteina, 0 que aumenta a

interacdo proteina-agua (LAWAL, 2005).

Quando comparadas as modificagbes aplicadas, geseebbma maior eficiéncia da
capacidade de espumacédo da modificacdo por sueginiffrente a acetilagdo. Essa eficiéncia
€ provocada pelo aumento de cargas negativas eaqed promove uma interacao proteina-
agua de forma especial, facilitando a formacaosperma (LAWAL, ADEBOWALE, 2006).
Segundo Farfan (1994), o aumento da capacidademespe da proteina succinilada é
facilmente previsivel, devido a que, com o aumelaolubilidade da proteina, seus grupos
hidrofobicos estdo mais expostos, e ela pode adéprima hidrofobica-hidrofilica ainda mais

polarizada do que a proteina nativa.

Em relacdo a estabilidade da espuma, as figuras 2Bmostram que a modificacédo
quimica provoca uma diminuicdo da estabilidade daacomparada a proteina néo
modificada, em todas as extensdes da modificacéestabilidade de espuma do isolado
proteico da proteina ndo modificada variou de 8&,28epois de cinco minutos, até 46,24%,

depois de 60 minutos da agitacao inicial.

Na modificacdo por acetilagdo, o maior indice giatglidade foi observado para o
isolado acetilado a 45,96%, aos cinco minutos, 68r89% de estabilidade. O menor valor
foi observado a um grau de modificacdo de 97,03, indice de 20,38%, com 60 minutos

de repouso.

Em relag&o aos isolados succinilados, o maiocénde estabilidade foi observado no
modificado 34,34% aos cinco minutos, com 77,93%estabilidade; o isolado succilinado
apresentou o menor indice a 95,41%, depois de i60tos de repouso, com 22,34% de

estabilidade.

De acordo com El-Adawy (2002), a estabilidade slpumacdo é reduzida apds a
acilacdo porque essa modificagdo leva a um desnaemeinto da molécula de proteina. Se a

modificacado for excessiva, leva a um aumento daidade de carga, que impede a interacao
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proteina-proteina na lamina de espuma, causando desestabilizacdo da espuma e uma
baixa estabilidade.

85
80 —a— INM
75 —e— A4596
AB625
70 Py —v— A8927
L A9203
65 —<— A9703
60|

45
40,

55 1.t
- 1\\%x
1
¥ :
35 L\E
30 \I T
25 . 4

3
20 m

Estabilidade de Espumacao (%)

Tempo (min)

Legenda: INM — Isolado ndo modificado; 1A45,96%sselbdo acetilado 45,96%; 1A66,25% — Isolado
acetilado 66,25%; 1A89,27% — Isolado acetilado 8%2 I1A92,03% — Isolado acetilado 92,03%;
I1A97,03% - Isolado acetilado 97,03%.

Figura 23 - Estabilidade de espumacéao dos isolaadsicos ndo modificado e acetilados da
microalgaSpirulina maximanos intervalos de tempo de 5, 10, 30 e 60 minutos.

Quando comparado os tipos de acilacdes, percetpeese decréscimo na estabilidade
foi menos acentuado na acetilagdo do que na slagg@noi em todos os tempos analisados e
todos os graus de modificacao testados. Esse denpéeesulta do aumento da densidade de
cargas negativas da proteina succinilada, que imillemente a interacdo proteina-proteina
(LAWAL, ADEBOWALE, 2006).
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Legenda: INM — Isolado ndo modificado; 1S34,34%selddo succinilado 34,34%; 1S60,71% —
Isolado succinilado 60,71%; 1S80,30% — Isolado mileclo 80,30%; 1S91,91% - Isolado
succinilado 91,91%; 1S95,41% - Isolado succinil@8¢41%.

Figura 24 - Estabilidade de espumacéao dos isolpduieicos ndo modificado e succinilados
da microalgaSpirulina maximanos intervalos de tempo de 5, 10, 30 e 60
minutos.

A bibliografia consultada néo traz informacdo sobreapacidade e a estabilidade de
espumacdo em microalgas, porém, comparando-se stonos feitos em vegetais, é possivel
informar que os estudos feitos por Gruener e Ism@d@97), em que eles analisaram
globulina de canolaBfassica napus )., também demonstraram diminuicdo da atividade de
espuma apoés acilacdo, sendo que a proteina sackirdpresentou menor estabilidade que a
acetilada. Os mesmos resultados foram obtidos p&d&wvy (2000), com feijdo mungo
(Phaseolus auregs e por Lawal e Adebowale (2006), que analisararfei@o-de-porco
(Canavalia ensiformjs Lawal (2005), estudando a estabilidade de espdmasolado
proteico do feijao mangaloLéblab purpureup nativo e do succinilado, observou um
decréscimo na estabilidade da espuma do isoladeigucsuccinilado em compara¢do com o

nativo.
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6 CONCLUSOES

que:

De acordo com os objetivos propostos e os remsdtabtidos neste estudo, conclui-se

v Os resultados do crescimento de biomassa sdo damtes descrevendo indices
maiores de rendimento no cultivo da microalga nthowecom 1,07 g/L e um
23,63% de rendimento, situagdo caracteristiceedgss de microalgas.

v Nas condicdes do trabalho, recomenda-se o culti@ontdcroalga spirulina
(Spirulina maxima no verdo, apesar de nao ter havido diferencasfisativas

com o periodo de inverno.

v A composicao centesimal da microal@pirulina maximademonstrou que o
conteudo de proteina (54,93%) foi a fracdo predantm dos diferentes nutrientes
analisados. Esta quantidade de proteinas na farddtarmina a microalga

Spirulina maximacomo uma fonte alimentar altamente proteica.

v O modelo de classificacdo de proteinas verificoe @s albuminas, glutelina
basica e globulinas se encontram em proporcdes@saton relacdo as prolaminas

e a glutelina acida.

v' A analise eletroforética em PAGE-SDB-Rle revelou um perfil qualitativo das
diferentes unidades analisadas, uma predominanctibagxos pesos moleculares,
caracteristico da espécie de microalgas denomirciaasbactérias.

v A alta estabilidade térmica e a menor proporcdopdsieinas desnaturadas
credenciam a proteina da microal8pirulina maximacomo apta para ser usada

em produtos industrializados.

v' As propriedades antinutricionais da farinha integda microalga Spirulina
maxima revelaram um baixo indice de taninos e ausénci a#&vidades
hemaglutinante e de inibidores de tripsina, indicaessa microalga como uma

alternativa na alimentacdo humana.

v' A quantidade de aminoacidos essenciais na fariamaicroalgaSpirulina maxima
revelou indices superiores para todos eles, ind@ague esta proteina es
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completa, segundo comparagdo com a proteina p&#&@sOMS-WHO, podendo
compensar dieteticamente sua falta em formulagéedimentos.

Na extensdo da modificacdo, verificou-se um inam@@or no uso do anidrido
acético, comparado-se com o0 anidrido succinicoérmoessa relacdo ndo tem

correlagcdo com a melhora das propriedades fun@onai

O melhor indice de solubilidade em pH, na regi&alada do pl, apresentado pelos
isolados modificados da proteina da microgdgarulina maximaespecialmente o
anidrido succinico, mostra-se apropriado para usopeodutos de panificacao,

massas em geral e alimentos semissolidos.

A capacidade de absorcdo de agua e de 6leo daslasomodificados é superior
ao isolado ndo-modificado, fato que favorece sumag@o em subprodutos de

carnes (salsichas, linguicas, patés), massas 8.bolo

A capacidade, a atividade e a estabilidade de @wmul®s isolados proteicos
modificados da microalg&pirulina maximafavorecem o uso dessa proteina na
elaboracdo e no processamento de produtos -cariigadsichas, linguicas),
emulsdes (maionese) e sorvetes.

Comparando-se os indices de viscosidade dos isoladudificados e néo-
modificado, pode-se concluir que essa propriedad® sofre alteracao,
considerando-se a concentracao da proteina, o iatgr@o e a acilacao.

A capacidade de espumacédo dos isolados modificeaosuperior a do nao-
modificado, o que favorece o uso dessa proteinpredutos de panificacéo.

A microalgaSpirulina maximapode ser considerado como um potencial recurso
alimentar, na elaboracdo de alimentos e como axecleomplemento em

alimentos formulados.
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Apéndice 1 - Efeito da concentracdo de anidricgdiea e anidrido succinico sobre o
percentual de lisina modificada do isolado protéiaonicroalgéspirulina maxima
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Apéndice 3 - Capacidade de Absorcao de Oleo dtedis® protéicos acetilados e
succcinilados da microald@gpirulina maxima



Apéndice 4 - indice de solubilidade (%) dos isokagdmtéicos da microaldgapirulina maximando modificado e modificados por acetilagéo
e succinilacao.

Solubilidade (%)

Amostra
pH2.0 pH4.0 pH5.0 pH6.0 pH8.0 pH10.0 pH12.0
INM 47,50 + 1,28 19,17 + 0,88 5,70 + 0,68 21,37+055 81,28+0,38  96,18+0,36 92,67 + 0,65
IA45,92% 42,66 + 0,78 4,62 +0,29 10,90 + 0,28" 27,99+0,28  84,63:0,61  97,24+0,8F°  94,40+0,73"°
IA66,25% 41,07 + 0,67 4,65+ 0,74 11,48 + 0,260  31,42+1,22 86,75:1,279  98,54+1,17° 96,65+ 0,29
IA89,27% 39,67 + 0,8%° 5,18 + 0,87 12,48 + 0,27 3355+0,4% 88,56:0,62% 98,69:0,51° 97,12+1,46"°
IA92,03% 37,78 +0,8Y 5,69 + 0,55° 13,72+0,21  3518+0,72 91,05:1,40" 98,96+ 0,21 98,34+ 0,29
IA97,03% 35,82 +0,77 6,25 + 0,45° 1554 +0,21  39,83+0,5%  92,86:1,94°  99,23:0,48°  98,78+0,6%
IS 34,34% 44,23 +0,58 5,15+ 0,57° 10,60 +0,41  28,10+098 8529:+155%  97,68+1,18°° 9521+0,53¢
IS60,71% 42,69 + 0,8% 5,79 +1,46° 11,39+ 0,88 31,95+0,88" 87,80+0,85"  98,95:0,24° 97,03+ 0,63
IS 80,30% 40,61 + 0,68 7,06 +0,85° 12,56 + 0,57 33,80+0,38 90,54+ 0,30  98,90:+0,82° 97,93+ 0,93"
1IS91,91% 37,19+ 1,28 7,24 + 0,98 13,85+1,12 3529+0,48 91,28+0,48° 99,43+058 98,42+ 1,60
1IS95,41% 35,92 +0,88 7,48+ 0,94 15,79+0,73  40,30+0,88 93,35+1,37 99,51+0,23 98,86 + 0,39

FONTE: pesquisa propria.
Resultados das andlises com média de trés repefic@esvio padrao). Médias seguidas pela mesmaa(fed coluna) nao diferem pelo teste de Tukey a 5%

LEGENDA: INM — Isolado Nao Modificado; 1A45,92% sdlado Acetilado 45,92%; 1A66,25% — Isolado Acelile66,25%; 1A89,27% — Isolado Acetilado 89,27%; 2A83%
— Isolado Acetilado 92,03%; 1A97,03% - Isolado Aleeto 97,03%; 1S34,34% - Isolado Succinilado 349841S60,71% — Isolado Succinilado 60,71 %; 1S80,309s0lado
Succiniliado 80,30 %; 1S91,91% — Isolado Succirl&d,91 % e 1S95,41% — Isolado Succinilado 95,41 %.



Apéndice 5 - Atividade e Estabilidade de Espumd®8lodos isolados protéicos ndo modificado e madifas por acetilagdo e succinilacao.

Estabilidade de Espumacao (%)

Amostra Atividade de Espumacéao (%)
5 min. 10 min. 30 min. 60 min.

INM 235,56 + 3,85 80,20 + 1,12* 66,03 + 1,53 52,37 + 1,68° 46,24 + 1,58°
IA45,96% 310,00 + 5,00 69,89 + 1,994 55,93 + 1,78° 50,00 + 1,46° 43,00 + 1,36°
IA66,25% 345,00 + 5,00 60,87 + 1,27 46,87 + 1,8%® 37,18 + 1,6% 31,90 + 1,9%°
IA89,27% 373,33 + 7,6%F 55,36 + 1,77 43,29 + 1,26 31,69 +1,1% 26,80 + 1,58°
IA93,60% 378,33 + 7,62 41,43 + 1,58* 36,14 + 1,8% 29,94 + 1,4%¢ 21,17 +1,78°
IA97,03% 368,33+ 5,7F 38,45+ 1,51 33,94 + 1,4% 23,97+ 1,18 20,38 + 1,65
1S34,34% 355,00 + 5,08 77,93 +1,68" 63,86 + 1,20° 50,72 + 1,88° 45,55 + 1,0%°
1S60,71% 373,30 + 7,62 69,49 + 1,794 55,32 + 1,28° 41,61 + 1,54¢ 32,32+ 1,3%°
1S80,30% 416,70 + 8,66 61,07 +1,78" 48,60 + 1,91° 37,76 + 1,84 28,92 + 1,34P
1S91,91% 521,70 + 7,62 50,79 + 1,26" 40,90 + 1,35" 30,68 + 1,18 27,17 + 1,68
1S95,41% 500,00 + 5,00 43,34 + 1,71 37,33+ 1,488 26,66 + 1,38 22,34 +1,7%P

Resultados das analises com média de trés repe(itd@iesvio padréo). Médias seguidas pela mesma(l@inliscula na coluna, maildscula na linha) nferadin pelo teste de

Tukey a 5%.

Legenda: INM — Isolado Nao Modificado; IA33,87%sellado Acetilado 33,87%; 1A68,55% — Isolado Acetile68,55%; 1A90,90% — Isolado Acetilado90,90%; 1428/ —

Isolado Acetilado 95,29%.



Apéndice 6 - Capacidade de Emulsdo (mL de 6leo/§08en proteina) dos isolados protéicos ndo modificadnodificados por acetilacdo e

succinilagdo.
A t Capacidade de Emulsédo (mL de 6leo/100mg de prdteina

mostra

pH3.0 pH5.0 pH7.0 pH10.0

INM 88,00 + 1,08 40,33 +1,18° 157,00 + 1,06 180,67 + 0,58
IA45,92% 8428+ 1,33¢ 41,65+ 1,24° 165,80+ 1,38"® 189,72+ 1,72"
IA66,25% 76,96+ 1,539 42,73+ 0,979 189,61+ 1,15° 201,73+ 1,65"
IA89,27% 61,61+ 1,23¢ 44,48+ 0,79™ 193,68+ 1,36™ 203,77+ 1,3C¢"
IA92,03% 59,33+ 1,03¢ 46,12+ 0,76° 197,61+ 1,13® 215,95+ 1,59
IA97,03% 55,08+ 1,5¢4¢ 49,08+ 0,709 202,42+ 1,488 215,34+ 0,944
IS 34,34% 86,38+ 0,93 46,83+ 0,73°P 173,62+ 0,65° 197,06+ 1,17%
IS 60,71% 80,39+ 1,06° 50,79+ 0,61°P 180,76+ 1,598 217,91+ 0,76
IS 80,30% 76,09+ 1,51°C 54,15+ 1,72° 188,48+ 1,07 230,49+ 1,00
IS 91,91% 67,82 +0,7% 58,55 + 0,83° 193,25 +1,1F 250,40 + 0,97
IS 95,41% 60,31+ 0,88¢ 61,49+ 0,5 212,64+ 1,318 314,30+ 1,764

Resultados das analises com média de trés repe{itd@iesvio padréo). Médias seguidas pela mesma(l@inliscula na coluna, maildscula na linha) nferadin pelo teste de
Tukey a 5%.

LEGENDA: INM — Isolado Nao Modificado; 1A45,92% sdlado Acetilado 45,92%; 1A66,25% — Isolado Acelile66,25%; 1A89,27% — Isolado Acetilado 89,27%; 2A83%
— Isolado Acetilado 92,03%; 1A97,03% - Isolado Aleeto 97,03%; 1S34,34% - Isolado Succinilado 349841S60,71% — Isolado Succinilado 60,71 %; 1S80,30%olado
Succiniliado 80,30 %; 1S91,91% — Isolado Succirol&d,91 % e 1S95,41% — Isolado Succinilado 95,41 %.
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ANEXO 1 -indices das fracdes albuminica, globulinica, pratara e glutelinica de fontes
vegetais oleaginosas.

indices (%)
Albuminas Globulinas Prolaminas Glutelinas

9,65 e 10,64 32,16e3066 533e454 30,04¢e3023

Material

Canola (var. Hyola 60

e 4206)*

Cocd 21,0 40,1 3,3 19,2
Gergelind 8,59 65,25 1,35 6,9
Macadamié 14,32 68,67 2,15 13,63
Castanha-do-pata 16,89 72,99 0,4 9,97

Fava de morcedo

Faveleira com e sem
espinhd

Castanha de Cdju 8,15 64,24 0,41 17,28

16,46-16,05 63,37-63,91 1,23-1,27 11,67- 11,34

FONTE- Lourenco (2004) Kwon, Park & Rhee (1998)Dench, Rivas & Caygill (1981)
Ribeiro (2003J; Ramos (2002) Queiroga (2008) Cavalcanti (2007) Marquez (2008)
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