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ANALISE DAS ESTRUTURAS SECUNDARIAS DAS PROTEINAS DO GLUTEN DE
TRIGO EM ESTADO SOLIDO POR FTIR.
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Luiz Alberto Colnago'

O trigo é o Unico cereal cuja farinha forma uma massa coesa que permite a
confeccao de paes, bolos, macarrao, entre outros produtos. Apesar de a farinha de
trigo ter mais de 70% de amido, sédo as proteinas de reserva do trigo, as prolaminas e
gluteninas, que dao a sua farinha, quando umedecida, a propriedade eléastica
necessaria para essas aplicacoes. Essas proteinas podem ser concentradas, a partir
da massa de farinha de trigo, por meio de lavagem exaustiva com &agua. Nesse
processo, além do amido sdao removidas outras substancias sollveis em &agua,
resultando em uma massa viscoeldstica que corresponde a aproximadamente 10 a
12% da massa seca inicial, denominada gliuten (Shewry et al., 1994). Sao as
propriedades viscoelasticas do gliten que permitem que a massa cresca, retendo o
gas carbdnico formado tanto no processo de fermentacao biolégica (fabricacao de
paes) quanto no de fermentacao quimica (fabricacdo de bolos, biscoitos e etc.). Ao
assar a massa, retira-se agua, o que torna o glaten rigido, mantendo assim a
porosidade gerada no processo de fermentacao. A propriedade viscoelastica do
gldten também é indispensavel no macarrao para que durante o processo de
cozimento este ndo desprenda o amido na 4gua.

Por esses motivos, ha um grande interesse cientifico e tecnolégico em
determinar a origem molecular da viscoelasticidade do glaten. Os estudos da origem
molecular da viscoelasticidade tém sido dificultados pela sua complexidade
intrinseca, pois o gliten é formado por dezenas de proteinas de alto peso molecular e
insolUveis em agua, o que tem dificultado as suas analises com as técnicas de
determinacao de estruturas tridimensionais, em alta resolucao, como a difracao de
raios X e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

Como as estruturas das proteinas do gliten variam de acordo com o solvente
utilizado, foram estudadas as estruturas secundarias das proteinas (ESPs) do gliten
de trigo, em estado so6lido, utilizando espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Esta espectroscopia permite fazer a quantificacdo das
estruturas secunddrias de proteinas em estado sélido, na forma de pastilha e filme
(Forato etal., 1998b).
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A guantificacdo das concentracoes de ESPs utilizando espectros de FTIR tem
sido feita por métodos de aumento de resolucao e reconhecimento de padrdes
(Jackson & Mantsch,1996). Neste trabalho o método de aumento de resolucédo nao
foi usado para a analise do espectro do gliten, em KBr, porque os resultados da
quantificacao sao dependentes dos assinalamentos da posicdo dos picos associados
as estruturas secundérias na banda de amida |. Além disso, as analises com os
métodos de aumento de resolucdao sao dependentes de pardmetros de entrada
fornecidos pelo operador, tornando estas analises pouco confidveis (Forato et al.,
1998a). Assim, os espectros do gliten foram analisados com o método de
reconhecimento de padrdes, baseado em decomposicdao de valor singular. Forato
(1996) e Forato et al.(1998b) demonstraram que esse método pode ser usado na
andlise de espectros de proteinas em KBr, fornecendo previsdes similares aos obtidos
com as proteinas em solucéo.

Os espectros foram obtidos com um espectrémetro de infravermelho Perkin-
Elmer, modelo Paragon 1000. O equipamento foi mantido em sala com temperatura e
umidade controladas. A faixa espectral utilizada foi a compreendida entre os nimeros
de onda 4000 e 400cm”’, sendo utilizada resolucéo de 4cm’'. Para a aquisicdo de cada
espectro foram realizadas 64 varreduras.

A quantificacdo das concentracdoes de ESPs a partir dos espectros de
infravermelho foi feita utilizando um método de reconhecimento de padrdes baseado
no algoritmo de decomposicao de valores singulares (Forato et al., 1998b).

Os espectros foram tratados matematicamente da seguinte forma: tiveram
linha de base corrigida entre 2100 e 900cm’, foram normalizados entre 1800 e
1200cm’, de forma que a soma das absorbancias de todos os pontos desse intervalo
fosse 100 (Forato et al., 1998b).

As amostras das proteinas padrdes e das varias preparacdes do gliten usadas
para analise por FTIR, em pastilha de KBr, foram feitas utilizando-se 1mg de proteina e
100mg de KBr seco. A proteina e o KBr foram triturados em almofariz de 4gata. Apds
isso, o produto obtido foi colocado em pastilhador Perkin-Elmer e comprimido, em
prensa hidraulica, com pressao de 10 toneladas, por 2 minutos.

Na figura 1 estd um espectro de FTIR do gliten em KBr, na regidao de 2100 a
900cm™. Neste espectro estdo assinaladas as bandas de amida | e II; também se pode
ver o ombro da banda de amida |l em 1740cm™, devido aos triglicerideos.
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Figura 1 Espectro de FTIR do gluten trigo apds a correcao da linha de base
mostrando a regido de niimero de onda de 2100 a 900cm.
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A figura 2 mostra uma comparacao do espectro da banda de amida | do gluten,
em pastilha de KBr, com 3 proteinas com diferentes proporcées de estruturas
secundarias: a concanavalina A, rica em folhas , o citocromo C, rico em hélice- e a
papaina, que possui proporcoes semelhantes das duas estruturas. Como se pode
observar nesses espectros, o gliten tem espectro mais parecido com o do citocromo
C e papaina, com um sinal simétrico e centrado em 1655cm™. O sinal do gliten é bem
diferente do da concanavalina, indicando que as estruturas secundarias das proteinas
do gldten sao principalmente do tipo hélice-. A quantificacdo com o método de
aumento de resolucao apresentou teor de 48% de hélice-, 26 % para folha-, 25% para
volta- e 14% para outras estruturas. Esse resultado é diferente do observado para o
gluten em solucao acética, rico em volta-, e na forma de massa, rico em folha-, usando
método de aumento de resolucao (Pézolet et al., 1992; Belton et al., 1995).

Concanavalina

- — — Citocromao C
---—- Papaina
104 | e Gluten seco -

Absorbéncia

oo

T T T T T T T 1
1740 1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600

Numere de onda (cm™)

Figura 2 Espectros das proteinas: Concanavalina A, Insulina, Papaina e do gliuten
seco preparados em pastilha de KBr.

Na tabela 1 estdo os dados de quantificacdo das ESPs do gliten exposto a
diferentes temperaturas. Esse experimento foi realizado para avaliar o efeito das
temperatura nas ESPs do gluten. Os resultados sao similares de 60 a 120 graus
centigrados, indicando que as proteinas do gliten tém ESPs bastante estaveis. Essa
estabilidade com a temperatura é um fator muito importante para que o gliten
mantenha sua propriedades mesmo durante o processo de assar dos paes.

Tabela 1 - Resultado da quantificacdo das estruturas secundarias do glaten que foi
seco em estufa sob diferentes temperaturas . A faixa do espectro utilizadas foi de
1750 a 1600cm” e a amostra preparada em pastilha de KBr. Dados em valores
percentuais.

Temperatura Hélice-[J Folhas-[] Voltas-[J Outras
60 °C 46.2 21.0 22.5 13.4
80 °C 46.2 21.2 22.1 13.7
100 °C 45.5 21.5 22.4 13.5
120 °C 46.4 21.2 22.2 13.7
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