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INTRODUCAO

Até 2050, a populagdo mundial pode atingir cerca de 10 bilhdes de pessoas, o que
torna urgente buscar solugdes para enfrentar as limitagdes de recursos naturais como terra,
agua e alimentos. Nesse cenario, o desenvolvimento de proteinas emergentes e mais
sustentaveis surge como alternativa para reduzir a dependéncia das proteinas animais
convencionais. Grupos de pesquisa estdo explorando o potencial de proteinas de diversas
fontes, em particular de leguminosas como o grao-de-bico, que possui entre 20% e 29% de
proteinas (Grasso et al., 2022), incluindo fragbes como globulinas (53-60%), glutelinas
(19-25%), albuminas (8-12%) e prolaminas (3-7%).

Neste sentido, essa pesquisa buscou diversificar as propriedades tecno-funcionais
das proteinas do grao-de-bico com a microparticulagcdo termo-induzida, técnica que visa
modular as caracteristicas como gelificagdo e viscosidade de ingredientes proteicos. A
microparticulagdo € uma estratégia relevante para controlar o comportamento das proteinas
globulares durante o processamento. A utilizagdo de proteinas microparticuladas em
alimentos como bebidas proteicas pode controlar o desenvolvimento excessivo de
viscosidade atrelado a intensos tratamentos térmicos (Kaur & Prasad, 2021).

A crescente demanda global por alimentos proteicos e o uso das proteinas vegetais
esta frequentemente ligado a um menor impacto ambiental comparativamente a proteinas
de fontes tradicionais. Esta proposta de pesquisa traz como objetivo central diversificar o
perfil tecno-funcional do concentrado proteico do grdo de bico por meio de
microparticulagdo termo-induzida para modulagdo de propriedades intermoleculares do
material (gelificagdo e desenvolvimento de viscosidade).

METODOLOGIA

Obtencgao do concentrado proteico de grao de bico

O grao-de-bico utilizado foi adquirido em Campinas, Sao Paulo, e processado em
moinho de bancada (SOLAR™ modelo SL 35). O concentrado proteico foi obtido conforme
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Wang et al. (2022), com modificagbes. A farinha foi dispersa em agua (1:17) e o pH ajustado
para 9 com NaOH 1M. Foi aquecida a 40°C por 2 horas, houve uma centrifugacéo a 6000 x
g por 15 minutos, o pH do sobrenadante foi ajustado para 4,9 com HCI 1M. Uma nova
centrifugacao foi realizada, e o precipitado foi ressuspenso em agua Milli Q e o pH ajustado
para 7, e liofilizado.

Preparo das amostras

A partir de concentrado proteico de grao de bico contendo 74,4% (m/m) de proteina,
foram preparadas dispersdes na concentragdo de 4% (m/m), em diferentes valores de pH:
2; 4.5; 9. As dispersbes foram submetidas a tratamento térmico, 90°C, por 30 min., a 12000
rom com uso do ultra-turrax. Controles para cada um dos valores de pH foram obtidos, sem
o tratamento térmico. Posteriormente as amostras foram resfriadas e o pH ajustado para 7.
Na sequencia todas as amostras foram liofilizadas.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e solubilidade

O SDS-PAGE foi utilizado para avaliar as fracdes proteicas soluveis e insolluveis das
amostras. Dispersbdes proteicas foram preparadas a 20 mg/mL em concentragdo de
proteina, seguindo o preparo para avaliacdo da solubilidade. As dispersdes foram
centrifugadas a 4000 rpm por 30 minutos e as fragdes foram separadas em sobrenadante e
o precipitado foi ressuspenso em agua em volume equivalente ao sobrenadante retirado.
Em seguida as amostras foram misturadas tampao de amostra em condi¢des redutoras, e
aquecidas a 95°C. A migracéo foi realizada em géis de acrilamida 14%, utilizando o sistema
Mini-PROTEAN, Bio-Rad, com coloracdo com Coomassie Brilliant Blue G-250. O padrao
molecular de 10 kDa a 250 kDa foi utilizado para analise.

A solubilidade foi realizadas conforme metodologia de Boye et al (2010), com
modificacdes. A solubilidade total foi aquela observada pela concentracdo de proteina no
sobrenadante da dispersdo feita em NaOH 0,1 mol/L, com a concentragdo de proteinas
sendo verificada pelo método de Lowry. A solubilidade em agua foi determinada pela
concentracao de proteina presente na porgao soluvel apds a centrifugacao.

Concentracgao critica de gelificagao (CCG)

Para determinar a CCG, as amostras foram dispersas em agua Milli-Q (pH 7) em
diferentes concentragbes (6 a 14 % m/m) e transferidas para seringas. Em seguida, as
dispersbes serao tratadas termicamente a 95 °C por 15 min em banho termostatico
(Marconi, Piracicaba, Brasil). Apds o resfriamento em banho de gelo, as amostras foram
colocadas em placas de petri e avaliadas em funcao da estruturacéo do gel formado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A solubilidade das amostras (Figura 1) variaram entre 49,9 e 92%. Pode-se observar
que a maior solubilidade foi encontrada para o concentrado proteico que nao diferiu da
amostra em controle obtida pH 9 (9c). Esse resultado sugere que o elevado cisalhamento
em pH alcalino ocasiona uma mudanga na estrutura das proteinas, deixando-as mais
susceptiveis a interagdo com o solvente. As amostras controle obtidas em pH 2 (2c),
microparticulada em pH 2 (2m) e controle obtido em pH 4,5 (4.5¢c) ndo apresentaram
diferenca significativa entre si. A amostra microparticulada em pH 4,5 (4.5m) obteve o
menor valor para solubilidade, o que pode ser explicado pela proximidade do valor de pH
com o ponto isoelétrico das proteinas em questdo. Zhang et al.,, (2022) reportaram
resultados semelhantes para a solubilidade das proteinas do grédo de bico em pH 9, em
torno de 90%.
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Figura 1. Solubilidade das amostras: concentrado proteico (cp); pH 2 controle (2c); pH 2
microparticulado (2m); pH 4,5 controle (4,5c); pH 4,5 microparticulado (4,5m); pH 9 controle
(9¢); pH 9 microparticulado (9m).

A analise em SDS-PAGE (Figura 2) confirme que as amostras com maior
solubilidade apresentaram intensa presenca das subunidades da proteina 7S (33-35 kDa,
18-20 kDa) e da proteina 11S (cadeia acida 35-40 kDa e 20 kDa) no sobrenadante. Ainda
avaliando o gel obtido a partir dos sobrenadantes (fracdo soluvel), foi possivel notar menos
proteina soluvel na amostra 4,5m, confirmando o impacto do tratamento aplicado nas
proteinas do grdo de bico. Bandas presentes no sobrenadante do pH 9 microparticulado
sugerem uma menor solubilidade do que em seu respectivo controle, efeito que nao foi
observado para no tratamento em pH 2. Wang et al. (2022) também observaram diferengas
nos perfis de bandas por SDS-PAGE ao aplicar tratamento térmico nas proteinas de grao de
bico, com diminuicdo das bandas de 20-35 kDa e entre 48-52 kDa.
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Figura 2. SDS-PAGE em condigbes redutoras das porgcbes soluveis e insoluveis das
diferentes amostras. Po¢o: marcador de tamanho (M); Concentrado proteico (CP); pH 2
controle (2C); pH 2 microparticulado (2M); pH 4,5 controle (4,5C); pH 4,5 microparticulado
(4,5M); pH 9 controle (9C); pH 9 microparticulado (9M).

A Figura 3 apresenta os resultados da analise da concentragao critica de gelificagao
(CCG). O concentrado proteico apresentou CCG de 9,5%. De maneira global todas as
amostras tiveram a sua CCG modificada em relacdo ao material de partida. No comparativo
entre as amostras controle e as amostras submetidas ao processo de microparticulagao, a
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amostra obtidas em pH 2 e a amostra obtida em pH 4,5, tiveram CCG maiores quando
microparticuladas do que em relagdo ao controle, de 8% para 10% e de 9% para 10%,
respectivamente. Esse comportamento sugere menor reatividade das proteinas quando
submetidas a um segundo tratamento térmico. No pH 9 ocorreu o contrario, houve uma
reducdo da CCG apds o processo de microparticulagdo, em relagdo ao controle.

Utilizando determinada variedade de gréao de bico, Papalamprou et al. (2009)
encontrou valores entre 4,5%-11,5% para CCG, outros estudos relatam concentragdes
diferentes, variando tanto a cultivar do grao de bico, quanto a técnica de extragao proteica.

Controle -pH 4,5

Microparticulado - pH 4,5

Microparticulado-pH9

Figura 3. Concentragao critica de gelificacdo das diferentes amostras.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciaram que o processo de microparticulacdo
modulou, de maneira significativa, as propriedades tecno-funcionais das proteinas do grao
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de bico. A solubilidade proteica e a CCG foram influenciadas pelo pH no qual o processo de
microparticulacao foi realizado.

O concentrado proteico apresentou CCG de 9,5%. Com a microparticulacédo
realizada nos valores de pH de 2 e 4,5 houve um aumento para 10%. No entanto, quando o
processo de microparticulagdo foi realizado em pH 9, a CCG caiu para 8%. Esses
resultados sugerem que controlando as condigbes de microparticulagdo aplicadas as
proteinas do grao de bico é possivel obter ingredientes proteicos com propriedades
customizadas.
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