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Influéncia da concentracéo de proteina, da forca iénica e o tipo de hidrato de
carbono na formacao de complexos tanino-proteina

)
| \ )

b

Influence of protein concentration, ionic strength and type of carbon hydrate in training
complex tannin-protein
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Resumo: Os taninos sdo compostos naturais que tém a propriedade de complexarem com as proteinas formando agregados
insoliveis em solugdo. A interacdo destes compostos com as proteinas salivares leva a sensacdo de adstringéncia de alguns
frutos (especialmente se pouco maduros) e bebidas como o vinho tinto e o cha. No presente estudo pretende-se verificar de que
forma a concentragdo de protéina e tanino, as suas estruturas, hidratos de carbono e ainda a forca i6nica, podem influénciar a
formacdo de complexos tanino-proteina. Verificou-se que menores concentragdes de proteina no meio vdo provocar um
aumento da adstringéncia. A estrutura da proteina também ird influéncia a formagdo de complexos tanino-proteina, o aumento
da forca iénica ird provocar uma diminuicdo da formacdo de complexos tanino-proteina, hidratos de carbono com uma
estrutura ndo capsolante em elevadas concentragdes irdo provocar uma aumento da adstringéncia, ao contrério de hidratos de
carbono com uma estrutura capsolante.
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Abstract: The tannins are natural compounds which have the property of complexing with proteins form insoluble aggregates
in solution. The interaction of these compounds with salivary proteins leads to the sensation of astringency of some fruits
(especially if unripe) and drinks such as red wine and tea. The present study intends to check how the concentration of protein
and tannin, their structures, carbohydrate and ionic strength also may influence the formation of tannin-protein complexes. It
was found that lower protein concentrations in the medium will cause an increase in astringency. The protein structure will
also influence the formation of tannin-protein complexes. Increasing the ionic strength will cause a reduction in the formation
of tannin-protein complexes. Carbohydrates with a structure not capsolante in high concentrations will cause an increase in
astringency, unlike carbohydrates with a capsolante structure.
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INTRODUCAO

Em certos alimentos a adstringéncia destacar-se
como uma caracteristica sensorial importante, mais que a cor
OU mesmo O aroma, caracterizada por uma secura da
superficie oral e uma sensagdo de rugosidade em torna dos
musculos da boca (BACON; RHODES, 1998). Esta sensacgao
resulta de interacBes que ocorrem entre polifendis (mais
concretamente taninos) presentes nos alimentos, bebidas e as
proteinas salivares, originando a formacdo de agregados
proteina-tanino, que acabam por precipitar, causando a
sensacdo de secura e constricdo (BAJEC; PICKERING,
2008).

Os taninos sdo por definicdo compostos polifendlicos
sollveis em A&gua, com peso molecular variavel, com a
propriedade de complexarem com as proteinas ou
polissacarideos, formando agregados em solucdo. Estes
compostos podem ser classificados em: polifendis
condensados ou hidrolisdveis (HASLAM, 1989).

A formacdo de agregados insollveis proteina-tanino
envolve ligagGes do tipo cruzadas entre as cadeias peptidicas
da proteina e os taninos. Estas interacGes envolvem ligacdes
por pontes de hidrogénio (ocorrem entre 0s grupos hidroxilo
dos polifendis e os grupos carbonilo das proteinas.) e
interacbes hidrofébicas (que se estabelecem entre o nucleo
aromatico do polifenol e o0s grupos ou aminoacidos
hidrofébicos da cadeia peptidica, como por exemplo a
prolina) (JOBSTL et al., 2006)

As interagdes entre 0s taninos e as proteinas podem ser
afetadas por vérios fatores, que véo provocar alteracbes na
adstringéncia do alimentos. Entre estes fatores, destacam-se a
concentracdo de proteinas e taninos, as suas estruturas, a
presenca de outras moléculas (por exemplo hidratos de
carbono), e ainda fatores experimentais, como pH, a forca
ionica, a temperatura e a concentragdo em etanol (HORNE et
al., 2002; EREL-UNAL; SUKHISHVILI, 2008; OBREQUE-
SLIER etal., 2010).

Ha alimentos cosiderados potencialmente adstringentes
como chas, vinhos tintos, cervejas, que tém associados uma
cultura social, que contribui para o consumidor apreciar estes
alimentos mesmo sendo adstringentes. Nos cachos de uvas, 0s
taninos estdo presentes na pelicula, grainhas e engago. A
concentragdo existente no vinho depende da variedde da uva,
dos métodos de vinificagdo usados e pode ainda ser de origem
exégena. (HASLAM, 1989). Ao nivel da analise sensorial
tendem a classificar o vinho adstringente usando descritores
como “com caracter” ¢ “bom final de boca”, que ndo sdo
propriamente depreciativo (LESSCHAEVE; NOBLE, 2005).

No presente estudo pretende-se verificar de que forma a
concentracdo de protéina e tanino, as suas estruturas, a
presenca de outras moléculas (por exemplo: hidratos de
carbono) e ainda fatores experimentais como a forga idnica
podem influénciar a formagdo de complexos tanino-proteina
ou seja a adstringéncia.

MATERIAL E METODOS

Para o presente trabalho procedeu-se a preparacdo das
seguintes solucGes de trabalho:

1. Taninos — Dissolveu-se os taninos na solucdo tampdo de
acetato (0,1 M, pH 5,0) /etanol a 12% (v/v) para obter
uma concentracgdo 0,2 g/L.

2. Albumina de ovo - Preparou-se uma solucdo de
albumina do ovo 0,30 mM na solucéo tampdo de acetato
(0,1 M, pH 5,0) /etanol a 12% (v/v).

3. Gelatina — Preparou-se uma solucdo de gelatina 0,30
mM na solugdo tampdo acetato (0,1 M, pH 5,0) /etanol a
12% (viv).

4. Hidratos de carbono — Preparou-se as seguintes
solucbes de hidratos de carbono na solu¢do tampédo de
acetato (0,1 M, pH 5,0) /etanol a 12% (v/v): 100g/L
glucose, 100g/L. Goma-arabica; 100 g/L Pectina.

5. Preparou-se uma solu¢cdo de NaCl a 1M na solugdo
tampdo de acetato (0,1 M, pH 5,0) /etanol a 12% (v/v).

Influéncia da natureza e concentracdo de proteina na
formacéo de agregados insoltveis com os taninos

Em 7 tubos de ensaio pipetou-se 5 ml da solucédo de
tanino a testar, acionando-se 0,1(A); 0,5 (B); 1 (C); 1,5(D);
2(E); 3(F); 5(G) ml da solucdo de proteina a testar (gelatina
ou albuvina de ovo), ajustando o volume final com a solucéo
tampéo de acetato (0,1 M, pH 5,0)/etanol a 12% (v/v). Apds
mistura das solucdes deixe permanecer 30 min a temperatura
ambiente sem agitacdo. Apds este periodo agite novamente a
solucéo e leia a turbidez.

Influéncia da Forca i6nica na formacdo de agregados
insolUveis com os taninos

Utilizando a razdo tanino/proteina para o qual se
obteve uma maior turbidez, adicione novamente em cinco
tubos de ensaio 5 ml da solucdo de tanino, 1, 2, 3, 4 ¢ 5 ml da
solugdo de NaCl 1M e o volume x de proteina. Ap6s mistura
das solugdes deixe permanecer 30 min & temperatura
ambiente sem agitacdo. Apds este periodo agite novamente a
solucéo e leia a turbidez.

Influéncia da natureza e concentr¢do de hidratos de
carbono na formagao de agregados insolGveis com 0s
taninos

Utilizando a razdo tanino/proteina para o qual obteve
uma maior turbidez, adicione novamente em cinco tubos de
ensaio 5 ml da solucdo de tanino, 1, 2, 3, 4 e 5 ml da solugéo
de hidrato de carbono e o volume x de proteina. Apds mistura
das solucbes deixou-se permanecer 30 min a temperatura
ambiente sem agitacdo. Apos este periodo procedeu-se A
agitacdo novamente da solucéo e leu-se a turbidez

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na influéncia da natureza e
concentracdo de proteina na formacdo de agregados
insoliiveis com os taninos encontram-se na Tabela 1. Pela
analise da tabela 1 verificamos que a presenca de baixas
concentragdes de proteina os taninos propagam-se pela sue
superficie numa Unica camada, fazendo diminuir o seu
caracter hidrofilico. As proteinas “amontoam-se”, e
eventualmente precipitam, aumentando assim a turbidez da
solucdo, pois os taninos ao ligar-se a proteina ndo véo
permitir que esta estabelega ligacbes com a agua ficando um
composto insoltvel, precipitando. Por outro lado, se a
concentracdo de proteina for elevada os polifendis expandem-
se a superficie. No entanto neste caso a quantidade de tanino
ndo vai ser suficiente para rodear toda a proteina permitindo
que esta estabelega interacgBes com a agua (demostrado na
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figura 1). Este facto vai permitir que ocorre uma menor
formacdo dos complexos insolUveis taninos — proteinas pois a
proteina vai estabelecer ligacbes com a dgua, permitindo uma
diminuicdo da adstringéncia. Segundo (DE FREITAS et al.

Tabela 1: Solugdes de trabalho para a Albumina do ovo

(2003) a solubilizacdo dos agregados tanino/albumina de
bovino (BSA) formados aumenta com o0 aumento da
concentracdo de proteina.

Solucéo Solugdo proteina Concentracdo Tanino/ Turbidez Turbidez

Tampao (ml) (ml) proteina (mM) Proteina Albumina Gelatina
A 4,9 0.1 3,010 33,33 305 235
B 4,5 05 15x10 6,67 541 420
C 4,0 1,0 310" 3,33 510 205
D 35 15 4,5%10 2,22 400 193
E 3,0 2,0 6x10 1,67 317 123
F 2,0 3,0 9x10" 111 119 106
G 0 5,0 15x10 6,67 29 73

Relativamente ao comportamento das duas proteinas em

Tabela 2: Solugdes de trabalho para diferentes forcas idnicas

estudo (albumina e gelatina), em termos tedricos, 0 que

deveria ter ocorrido era menores valores de turbidez para a
albumina comparativamente com a gelatina, devido &s
estruturas que ambas as proteinas apresentam. Isto é, a
gelatina é uma proteina linear, rica em aminoacidos
hidrofobicos, o que Ihe confere maior afinidade para os
taninos. Por outro lado, a albumina apresenta uma estrutura
globular, logo possui menor afinidade para os taninos, e
consequentemente para a formacdo de complexos insoliveis
taninos - proteinas.

A B C D E
Solugéo Tanino (ml) 50 5,0 5,0 5,0 50
Solugdo NaCl (ml) 1,0 20 30 4,0 5,0
Solugdo Tampéo (ml) 45 45 4,5 4,5 4,5
Solucgdo proteina (ml) 05 05 0,5 0,5 0,5
Forca ionica 0,09 017 0,23 029 0,33
Turbidez albumina 462 352 257 197 200
Turbidez gelatina 310 191 110 237 112

Figura 1: Interagdo Tanino Proteina. No primeiro caso, 0 que
ocorre quando o tanino estd em contacto com uma baixa
concentracdo de proteina, e no segundo o que ocorre quando
tanino esta em contacto com uma elevada concentracdo de
proteina.

Em varios resultados descritos, a aumento da forca
ionica induz um aumento da agregacdo de complexos tanino-
proteina e um aumento da precipitacio (CANON et al.,
2013). No entanto, parecem ocorrer resultados contraditérios
Rawel et al. (2005) observaram uma diminuicdo da afinidade

S>N TS < com aumento da forga idnica. Pela andlise da tabela 02
%T observamos que para valores elevados de NaCl (forca idnica)
Protein N - ocorreu uma diminuicdo dos valores de turbidez, quer quando
\\ G\ foi utilizado a albumina, quer quando foi utilizado a gelatina
N polypher $ 4 (DE FREITAS et al., 2003).
il L,“Li 'S Na Tabela 3, encontram-se os valores da influéncia
o \ by et Ve r v‘j\/" da natureza e concentr¢do de hidratos de carbono na formagao
( IJ \;( de agregados insolliveis com os taninos.
Sl o i - -
\b X By Tabela 3: Resultados obtidos da determinacdo das
e R O WA — Q antocianinas, fenois totais e atividade antioxidante.
=
A A B C D E
SHE g Solugdo Tanino (ml) 50 50 50 50 50
Solucéo Tampdo (ml) 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
Solugao proteina (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Os~resultados referenteg a in,flu{ancia da forca ic’n_wica Concentragdo 9.1 16,7 237 286 333
na formagdo de agregados insoliveis com os taninos Glucose (g/l)
encontram-se na tabela 2. Concentracdo goma- 090 166 230 286 333
arabica (g/l)
é‘;gce“tra‘?ao Pectind 590 166 230 28 333
Turbidez albumina 473 449 399 335 242
Turbidez gelatina 326 297 230 80 74

Revista Verde, v.11, n.1, p.10-14, 2016



Amanda Priscila Silva Nascimento et.al.

Um dos factores que influencia a interaccdo entre
proteinas e taninos € a presenga de polissacarideos em
solucdo. No caso da Glucose esta vai ter um comportamento
ndo capsolante, ao contrario dos outros dois hidratos de
carbono estudados neste trabalho pratica. Neste caso vai
ocorrer a formagdo de um complexo terciério
proteina/tanino/hidrato de carbono que, devido ao caréacter
hidrofilico dos hidratos de carbono, provoca uma maior
solubilidade em solucdo aquosa. Ou seja, os hidratos de
carbono deixam os taninos rodearem a proteina e s por
Gltimo € que os hidratos de carbono vao rodear o complexo
tanino/proteina. Quando a concentra¢éo de hidrato de carbono
é suficiente vai rodear por completo a proteina e como os
hidratos de carbono sdo sollveis em &gua este complexo ndo
vai precipitar, diminuindo assim a turbidez da solucdo e
consequentemente uma diminuicdo da adstringéncia. Pela
analise da tabela 03 € de referir que a concentragéo de glucose
vai aumentando ao longo do trabalho, logo espera-se que
quando as concentracdo de hidrato de carbono séo baixas para
rodear todo complexo proteina/tanino, a turbidez seja alta,
pois este complexo ndo vai ter a capacidade de o solubilizar.
E este facto ndo se verificou, pois a turbidez desde logo do
inicio vai diminuir (LUCK et al., 1994).

O comportamento da goma-ardbica e da pectina
como hidrato de carbono vai ser semelhante, pois sdo
portadores de um comportamento “capsolante”, o que vai
ocorrer € uma competicdo entre o hidrato de carbono e a
proteina para se ligar ao tanino, no entanto o hidrato de
carbono com esta propriedade “capsolante”, vai escolher
preferencialmente o tanino, deixando a proteina livre no meio,
permitindo que esta solubilize. O complexo tanino/proteina
ird também solubilizar, devido ao facto do hidrato de carbono
se ligar a superficie do tanino permitindo que se solubilize
(HASLAM, 1989; LUCK et al., 1994).

Figura 2: Interacdo tanino/proteina/goma-arabica ou pectina

0'p
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CONCLUSOES

Quando estudado a influéncia da concentracdo de
proteina mantendo constante a concentracdo de tanino,
conclui-se que quanto menor a concentracdo de proteina,
maior vai ser a interacao entre 0s taninos e as proteinas, logo
vai ocorrer uma maior precipitacgdo dos mesmo e
consequentemente  maior  turbidez e  adstringéncia.

Relativamente ao efeito da forga i6nica observamos
que, quando aumentamos a concentracdo de NaCl, ha um
aumento da forga iénica, 0 que vai favorecer a diminuicao dos

valores da turbidez e consequentemente a diminuicdo da
adstringéncia.

Quanto ao estudo realizado para o efeito de trés
hidratos de carbono diferentes (glucose, goma arébica e
pectina), concluimos que, no caso da glucose, que nao possui
estrutura capsolante, ao aumentar a concentragdo desta, vai
favorecer o aumento da turbidez da solugdo. No caso da
goma-arabica e da pectina, que possuem estrutura capsolante,
ndo ha precipitacdo, a proteina vai estar solubilizada, logo
ocorre a diminuigdo da turbidez.

Em modo de conclusdo podemos afirma que a
concentracdo de proteina assim como a estrutura que possui
vao influéncia a adstringéncia no alimento. Menores
concentracfes no meio vao provocar um aumento da
adstringéncia. No entanto, a presenca de hidratos de carbono
e a sua estrutura também ira ter influéncia. Hidratos de
carbono com uma estrutura ndo capsolante (Glucose) em
elevadas concentragdes irdo provocar uma aumento da
adstringéncia, ao contrario de hidratos de carbono com uma
estrutura capsolante (Pectina e Goma arébica).
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