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RESUMO

Dietas a base de vegetais e suas proteinas tém se tornado cada vez mais populares visando
saide e bem-estar. Dentre as proteinas vegetais, a de soja € a mais utilizada como
ingrediente na industria de alimentos, atuando inclusive como estabilizante de emulsdes e
agente gelificante. As globulinas 7S (P — conglicinina) e 11S (glicinina) sdo as principais
fracOes protéicas da soja, sendo que a primeira possui boa capacidade emulsificante e a
segunda tem alto poder gelificante. Em fun¢do de condi¢des de processo, como temperatura
e pressdo, as propriedades funcionais das fracdes protéicas de soja podem ser modificadas,
dado que estas possuem diferente susceptibilidade ao calor e cisalhamento. Assim, este
trabalho teve como objetivo estudar a capacidade emulsificante e gelificante das fracdes 7S
e 11S da proteina de soja liofilizadas ou secas em “spray dryer” a 120, 150 ou 180°C. Estas
foram caracterizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, potencial zeta, isotermas de
sor¢do, microscopia Otica, cor, distribuicdo de tamanho de particula, densidades real e
aparente e calorimetria diferencial de varredura. Quanto a cor, as amostras secas em “spray
dryer” foram as mais claras, principalmente as secas em maior temperatura, que também
apresentaram as menores umidade e densidade aparente. A capacidade gelificante das
fracdes protéicas foram estudadas em pH 3 e 7 a partir de ensaios oscilatorios, propriedades
mecanicas e capacidade de retencdo de dgua. Os ensaios reoldgicos oscilatérios mostraram
que o comportamento eldstico predominou sobre o viscoso nas amostras em pH 3,
ocorrendo o inverso em pH 7. Este comportamento foi mais acentuado na fracdo rica em
11S que na rica em 7S, devido a sua capacidade de formar géis mais fortes. O aumento da
temperatura de secagem levou a um deslocamento do ponto de gel a temperaturas mais
elevadas, porém diminuiu o médulo de elasticidade ou a capacidade de gelificacdo. Estes
resultados foram confirmados pelas propriedades mecanicas, pois a maiores temperaturas
de secagem, os géis eram mais frageis e quebradicos, especialmente quando formados em
pH 7. Emulsdes O/A foram preparadas pela mistura de 6leo de soja com uma dispersao
aquosa contendo uma das fracdes protéicas em pH 3 e 7. As emulsdes obtidas foram
avaliadas com relagdo a estabilidade a cremeacdo, distribuicio do tamanho de gota,
medidas reoldgicas e quantidade de proteinas na fase superior. As emulsdes estabilizadas
pela fracdo 7S foram mais estdveis em pH 7, enquanto que a 11S se mostrou mais estavel
em pH 3. O aumento da temperatura de secagem aumentou o poder emulsificante das
fracdes 7S e 11S em pH 7 e 3, respectivamente. Portanto, a partir dos resultados obtidos foi
possivel verificar que, dependendo da condi¢do de secagem utilizada, podem-se obter
ingredientes com propriedades tecnolégicas que sejam mais adequadas ao produto em que
serd aplicado e as suas caracteristicas de qualidade.

Palavras chave: proteina de soja, B-conglicinina, glicinina, emulsdo, gelificacdo.
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ABSTRACT

Diets based on vegetables and their proteins have become increasingly popular for health
and welfare. Among the vegetable proteins, the soy is the most widely used as an ingredient
in the food industry, including acting as emulsion stabilizers and gelling agents. The 7S (B -
conglycinin) and 11S (glycinin) globulins are the main soy protein fractions, with the
former having good emulsifying capacity and the second, a high gelling power. Due to the
process conditions, such as temperature and pressure, the functional properties of soy
protein fractions can be modified, since they have different susceptibility to heat and
shear. Thus, the main objective of this study is to evaluate the emulsifying and gelling
capacity of the soy protein fractions (7S and 11S) lyophilized and spray-dried at 120, 150
or 180 ° C. These were characterized by polyacrylamide gel electrophoresis, zeta potential,
sorption isotherms, optical microscopy, color, particle size distribution, real and apparent
densities and differential scanning calorimetry. The spray-dried samples were clearer,
especially the ones dried at higher temperatures, which also had lower moisture content and
bulk density. The gelling ability of the protein fractions were studied at pH 3 and 7, based
on the oscillatory tests, mechanical properties and water holding capacity. The oscillatory
rheological tests showed that the elastic behavior predominated upon the viscous for the pH
3 samples, occurring the opposite for the pH 7. This behavior was more accentuated for the
11S-rich fractions than for the 7S -rich, due to their ability to form strong gels. The drying
temperature increase led to a displacement of the gelling point to higher temperatures, but
decreased the elasticity module or the gelling ability. These results were confirmed by the
mechanical properties, because when exposed to higher drying temperatures, the gels were
more brittle and fragile, especially when prepared at pH 7. O/A emulsions were prepared by
mixing soy oil with an aqueous dispersion containing one of protein fractions at pH 3 and
7. The obtained emulsions were evaluated for creaming stability, droplet size distribution,
rheological measurements and amount of protein at the top phase. Emulsions stabilized by
7S fraction were more stable at pH 7, while the 11S were more stable at pH 3. The drying
temperature increase raised the emulsifying power of 7S and 11S fractions at pH 7 and 3,
respectively. Therefore, based on the results, was identified that depending on the drying
condition used, it is possible to obtain ingredients with technology that are more
appropriate to the product and their quality characteristics.

Keywords: soy protein, B-conglycinin, glycinin, emulsion, gelation.
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1.1.Introducao

Dietas a base de vegetais tém se tornado cada vez mais populares visando satde e
bem-estar (SANDERS, 2009). Dessa forma, o uso de proteinas vegetais na formulacao de
novos produtos alimenticios como uma alternativa as proteinas de origem animal levou a
um aumento de pesquisas sobre fontes de proteina vegetal (ALUKO & YADA, 1995). Nos
paises em desenvolvimento, as proteinas vegetais ja desempenham um papel significativo
na nutricdo humana, dado que a ingestdo média de proteina animal € inferior a de paises
desenvolvidos (RAGAB et. al., 2004).

As proteinas, devido a sua importancia nutricional e suas caracteristicas fisico-
quimicas, contribuem para a produ¢do de uma grande variedade de produtos alimenticios,
inclusive como estabilizantes de emulsdes (MAKRI & DOXASTAKIS, 2006c) e agentes
gelificantes (TORRES et. al., 2010). As proteinas vegetais sdo usadas como ingredientes
funcionais em alimentos, porém, estas aplicagdes sdo quase limitadas as proteinas de soja,
enquanto que outras fontes vegetais sao menos utilizadas (MAKRI et.al., 2005).

Um percentual significativo dos produtos alimenticios € comercializado na forma de
emulsdo, como manteiga, margarina, molhos, sopas, sorvetes, sobremesas e bebidas
(THANASUKARNA et. al., 2004). Em geral, as proteinas sd@o consideradas bons agentes
emulsificantes porque possuem numa mesma molécula regides hidrofilicas e hidrofébicas,
possuindo a capacidade de reduzir a tensdo superficial e interagir na interface da emulsao
(ELIAS et. al., 2006). Os géis estdo presentes em alimentos como sobremesas ldcteas,
gelatinas, produtos lacteos e tofu e, cada vez mais, proteinas globulares vegetais sdo usadas
como agentes gelificantes para substituir total ou parcialmente o uso de proteinas de origem
animal e ingredientes sintéticos (BATISTA et. al., 2005). A propriedade de formacao de gel
¢ uma das mais importantes propriedades funcionais da proteinas de soja, e € a proteina
vegetal mais utilizada para este fim (HUA et. al., 2005).

No entanto, essas propriedades podem ser modificadas através da aplicacdo de
tratamento térmico (LIU et. al., 1999). Por isso, o método de secagem utilizado para
transformar a proteina em pé € de extrema importincia, visto que, em fungdo da

temperatura de secagem, as propriedades funcionais destas podem ser alteradas.
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O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja atrds apenas dos EUA. Na
safra 2009/2010, a cultura ocupou uma drea de 23,6 milhdes de hectares, o que totalizou
uma producio de 68,7 milhdes de toneladas. A produtividade média da soja brasileira foi de
2941 kg por hectar (EMBRAPA, 2011). As proteinas de soja sdo amplamente utilizadas
como matérias-primas alimentares sendo que as fracdes 7S B - conglicinina e 11S -
glicinina representam aproximadamente 70% da composicao protéica do graio (MAKRI &
DOXASTAKIS, 2006a).

As globulinas 7S e 11S sdo as principais fracdes protéicas das sementes de
leguminosas. Estas globulinas correspondem a 30-80% da proteina total das leguminosas,
enquanto que as albuminas constituem o restante (LAWAL et. al., 2005). Estudos mostram
que a fracdo 7S possui uma maior solubilidade e uma melhor capacidade emulsificante do
que a fracdo 11S. Por outro lado, a fracdo 11S forma géis mais fortes (MANION &
CORREDIG, 2006). O uso de proteinas vegetais como ingredientes em emulsdes estda
baseado em suas propriedades funcionais e, com a melhoria dessas propriedades por meio
de determinadas condi¢cdes de processamento, estas proteinas podem ser mais amplamente

utilizadas na industria de alimentos (GUERRERO et. al., 2002).

1.2.0bjetivos

1.2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral estudar as propriedades emulsificantes e
gelificantes de fragdes ricas em globulinas 7S e 11S da proteina da soja liofilizada ou seca

em “spray dryer” a diferentes temperaturas.

1.2.2. Objetivos especificos

—> Caracterizar as fragdes protéicas 7S e 11S da proteina soja secas por liofilizagdo ou
atomizacgdo por eletroforese em gel de poliacrilamida, calorimetria diferencial de varredura,

potencial zeta, isotermas de sorcdo, densidades real e aparente, microscopia eletronica de
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varredura, distribui¢cdo do tamanho de particulas, cor e andlises fisico-quimicas (umidade,

proteina e cinzas);

—> Verificar a capacidade emulsificante das fragdes 7S e 118 secas em diferentes condigdes

através de medidas reoldgicas, distribui¢do do tamanho de gota e estabilidade a cremeacdo;

- Auvaliar a capacidade gelificante das fracdes 7S e 11S secas em diferentes condi¢des a
partir de ensaios reoldgicos oscilatérios, medidas de propriedades mecanicas, capacidade de

retencdo de dgua e microscopia confocal.
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2.1.Proteina de Soja

Dietas vegetarianas tém se tornado cada vez mais populares visando saide, bem-
estar e razoes ecoldgicas (SANDERS, 2009). Dessa forma, o uso de proteinas vegetais na
formulacdo de novos produtos alimenticios vem sendo estudado como uma alternativa as
proteinas de origem animal, como carne, leite e ovos (ALUKO & YADA, 1995).
Leguminosas sd@o consideradas como a mais barata fonte de proteina vegetal e sdo de
primordial importancia na nutricio humana devido ao seu elevado teor de proteinas (20-
50%), que € o dobro do encontrado nos cereais e significativamente maior do que o
contetido nos tubérculos (MAKRI et.al., 2005). No setor agricola, a soja € um dos produtos
de maior valor econdmico, em razdo da sua composi¢do quimica, que € tnica, possuindo

maior teor de proteina que os cereais e outras leguminosas.

A soja possui 47% de proteina em sua composicio e a semelhanca entre os
componentes da proteina da soja e de outras leguminosas sugere que eles podem ter
funcdes e aplicagdes semelhantes. A maior parte das proteinas da soja sdo globulinas e tem
massa molar acima de 100 kDa. Essas globulinas tém solubilidade minima em valores de
pH entre 3,7 e 5,2 ¢ mdxima em pH entre 1,5 e 2,5 e acima de 6,3, sendo que seu ponto
isoelétrico esta situado entre pH 4,2 e 4,6. A proteina da soja tem maior valor nutricional
que outras fontes de proteina vegetal destinadas a alimentacdo humana, apresentando alto
teor de lisina (SAIDU, 2005).

As proteinas da soja, soliveis em &dgua, sdo caracterizadas de acordo com a sua
massa molar ou por seus coeficientes de sedimentacdo, sendo classificadas em quatro
grupos denominados 2S, 7S, 11S e 15S (MCKLEM, 2002). A Tabela 2.1 mostra as

caracteristicas dessas fragdes.

Tabela 2.1. Caracteristicas das fracdes protéicas hidrossoliveis da soja.

Fracao 28 7S 11S 15S
Propor¢do (m/m), % 15 35 40 10
Massas Moleculares (kDa) 7,8 -21,5 12-175 320 - 350 600

Fonte: MCKLEM, 2005
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As proteinas 7S B - conglicinina e 11S - glicinina sdo as principais proteinas da
soja e juntas representam mais que 70% da composicao protéica desta leguminosa (MAKRI
& DOXASTAKIS, 2006a). Essas globulinas sdo compostas pela unido de duas ou mais
subunidades, as quais sd@o formadas por pequenas cadeias polipeptidicas. Globulinas 7S sdo
glico-proteinas triméricas compostas de seis diferentes combinacdes de trés subunidades o
(57 kDa), o’ (58 kDa) e B (42 kDa) associadas via intera¢des hidrofébicas. Por outro lado,
globulinas 118 sdo constituidas por dois anéis hexagonais sobrepostos, cada um contendo
trés pares dissulfeto hidrofobicamente associados e ligados a subunidades 4cidas (35-37
kDa) e basicas (20 kDa) (UTSUMI & KINSELLA, 1985).

As proteinas, devido a sua importancia nutricional e suas caracteristicas fisico-
quimicas, contribuem para a produ¢do de uma grande variedade de produtos alimenticios,
inclusive como estabilizantes de emulsdes (MAKRI & DOXASTAKIS, 2006¢c). A
atividade e estabilidade emulsificante de proteinas de leguminosas estdo relacionadas a
complexidade das estruturas tercidria e quaterndria das globulinas 7S e 11S (MOLINA et.
al., 2001). Estudos mostram que a fracdo 7S possui uma maior solubilidade e uma melhor
capacidade emulsificante do que a fracdao 11S. Por outro lado, a fracdo 11S forma géis mais
fortes e tende a ser mais eficiente na formacao de filmes na interface ar/dgua (MANION &
CORREDIG, 2006). No entanto, as propriedades destas proteinas podem ser modificadas
através da aplicac@o de tratamento térmico. O aquecimento das proteinas leva a uma perda
das estruturas tercidrias e quaternarias, expondo os grupos hidrofébicos, e melhorando a sua
propriedade emulsificante (LIU et. al, 1999). A fracio 11S apresenta uma maior
temperatura de transicdo térmica (92°C) enquanto que a fracdo 7S desnatura em menores
temperaturas (72°C) (GERMAN et. al., 1982).

Com a modificacdo das propriedades funcionais dos isolados protéicos de
leguminosas por meio do processamento, as proteinas vegetais poderiam ser mais
amplamente utilizadas na indudstria de alimentos (GUERRERO et. al., 2002). Recentes
trabalhos mostraram que a adicdo de pequenas quantidades de uma proteina em uma
emulsdo ja estabilizada por outra proteina pode levar ao aumento da estabilidade dessa
emulsdo, devido a um efeito sinergistico no sistema. As propriedades fisico-quimicas de
emulsdes contendo uma combinagdo de proteinas dependem de diversos fatores, como a

ordem de adi¢do das proteinas, a composicao das proteinas, o histérico de temperatura e a
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concentragdo dos ingredientes na emulsdo (PARKINSON & DICKINSON, 2007;
PARKINSON & DICKINSON, 2004; MANION & CORREDIG, 2006). Outra forma de
melhorar a capacidade emulsificante das proteinas vegetais de leguminosas € alterar a razao
entre as fracdoes 7S e 118, ji4 que estas apresentam diferentes propriedades funcionais e
estruturais (RAMOS, 2009).

Além da capacidade emulsificante, outra propriedade muito importante para a indudstria
de alimentos e que também estd relacionada a complexidade das estruturas tercidria e
quaterndria das proteinas € a habilidade de formacao de gel. Recentes estudos referem-se ao
uso generalizado da proteina da soja em muitos produtos alimenticios industrializados
devido ao seu comportamento gelificante (ALVAREZ et. al., 2008; MOLINA et. al., 2001).
O mecanismo de formacdo do gel protéico € o mesmo para as duas globulinas mais
importantes da soja (7S e 11S) e depende da agregacdo das particulas de proteina. No
entanto, o tamanho dos agregados formados depende do tamanho e da forma das moléculas
de proteina, da temperatura de aquecimento, do pH e do rearranjo molecular antes da
formacdo do gel (KINSELLA & SOUCIE, 1989). A fracdo 11S forma géis mais firmes e
eldsticos que a 7S devido as diferengas na estrutura da rede protéica formada, bem como
pelas numerosas ligacdes dissulfeto existentes na molécula da glicina (CHEFTEL, et. al.,
1989), mesmo em temperaturas acima de 75°C. Isso pode ser explicado pelo fato de que
altas temperaturas geram mais sitios reativos na superficie da molécula de proteina,
principalmente sitios hidrofébicos, formando um gel mais desordenado (NAGANO et. al.,

1992).

2.2.Emulsoes

Uma propor¢ao significativa dos produtos alimenticios é comercializada na forma
de emulsdo, como manteiga, margarina, molhos, sopas, sorvetes, algumas sobremesas e
bebidas. Uma emulsdo consiste numa mistura de dois liquidos imisciveis, sendo que um
dos liquidos fica disperso no outro na forma de pequenas gotas esféricas. A substincia ou
solu¢do que compde as gotas € chamada de fase dispersa, enquanto que aquela que compde
o meio € chamada de fase continua. Emulsdes alimentares sdo geralmente classificadas
como Oleo em dgua (O/A) ou dgua em 6leo (A/O), dependendo se o Oleo forma a fase

dispersa ou a fase continua, respectivamente (MCCLEMENTS, 2005).
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Tradicionalmente, a grande maioria das emulsdes alimentares € preparada pela
homogeneizagdo do 6leo em uma fase aquosa (KIM et. al., 2006). A homogeneiza¢do pode
ser dividida em duas categorias: primdria e secunddria. A homogeneizacdo primdria €
definida como a produ¢do de uma emulsdo diretamente a partir de dois liquidos imisciveis,
enquanto que a homogeneizag¢do secundéria consiste na reducdo dos tamanhos de gotas ja
existentes em uma emulsdo primdria. Dependendo do produto desejado, deve-se utilizar a
homogeneizacdo primdria ou uma combinacdo dos dois tipos de homogeneizacao
(PERRECHIL, 2008). As propriedades fisico-quimicas e estabilidade das emulsdes
formadas sdo em grande parte determinadas pelo tipo e concentracdo dos diferentes
ingredientes utilizados para preparar as emulsdes, bem como a homogeneizacdo e outras
condicdes de processamento empregadas (KIM et. al., 2006).

Todas as emulsdes sdo termodinamicamente instiveis e tendem a se romper com o
tempo, resultando em duas fases liquidas separadas. Existem diversos mecanismos de
desestabilizacdo, sendo os principais a floculagdo, coalescéncia das gotas, cremeagdo
gravitacional e sedimentacdo (MAKRI & DOXASTAKIS, 2006b). A floculagdo é um
processo no qual as gotas emulsificadas se associam em flocos sem a destruicao das gotas
individuais. J4 a coalescéncia ocorre se o filme interfacial se rompe, levando a fusdo das
gotas de 6leo, que aumentam de tamanho. A cremeagdo ocorre quando a densidade da fase
dispersa € menor do que a da fase continua, porém nio existe coalescéncia. A cremeagao se
acentua pela floculacdo quando a fracdo volumétrica das gotas € baixa ou média (MAKRI
& DOXASTAKIS, 2006a; DICKINSON & STANSBY, 1988). Ji4 em emulsdes
concentradas, a viscosidade da emulsdo € maior e a estabilidade a cremeag¢do aumenta
devido ao movimento restrito da gota, dificultando sua agregacio (KULMYRZAEYV, et. al.,
2000). Na sedimentacdo, a fase dispersa € mais densa do que o meio continuo, ocorrendo a

sua precipitacio (MAKRI & DOXASTAKIS, 2006a).
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Figura 2.1. Representacdo esquematica dos mecanismos de instabilidade das emulsoes.
Fonte: MCCLEMENTS (2005).

A estabilidade cinética das emulsdes € geralmente conseguida através da formacgao
de uma camada protetora interfacial ao redor das gotas de emulsdo promovida por um
agente emulsificante. As propriedades do filme interfacial dependem da composicdo e
estrutura do material adsorvido (PATINO et. al., 2003). Uma emulsdo estavel é aquela que
ndo apresenta alteracdo perceptivel na distribui¢do do tamanho das gotas, no seu estado de
agregacdo ou no arranjo espacial dentro do recipiente da amostra, em uma determinada
escala de tempo de observacdo. Esta escala de tempo pode variar de horas a meses,
dependendo da composi¢ao da emulsao e condi¢des de processo (DICKINSON, 2003).

Dois tipos de emulsificantes sdo utilizados em alimentos, a saber: surfactantes de
baixa massa molecular (principalmente mono e diglicerideos, fosfolipidios, etc.) e
emulsificantes macromoleculares (usualmente proteinas). Essas duas classes de
emulsificantes apresentam uma importante propriedade fisica em comum, a sua natureza
anfifilica. Essa propriedade permite a associacdo e adsor¢cdo na interface entre as fases
dispersa e continua. Surfactantes de baixa massa molecular se adsorvem fortemente a
interface, estabilizando a dispersao de goticulas pela formacdo de uma camada densa, mas
pouco rigida, e com baixa tensdo superficial e interfacial. Em contraste, as proteinas agem
como emulsificantes poliméricos com varios sitios de ligacdo na interface que, juntamente
com o desdobramento da molécula de proteina no processo de adsor¢cdo, levam a

estabilizacdo cinética da camada interfacial. Esse comportamento contribui
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N

significativamente as propriedades reoldgicas na interface devido a imobilizacdo das
proteinas na camada adsorvida (SANCHEZ et. al., 2005).

Muitos surfactantes de baixa massa molecular sdo utilizados na producdo de
emulsdes devido a sua significativa atividade superficial. Entretanto, muitas dessas
moléculas sdo limitadas em seus niveis de utilizacdo ou sdo restritas a determinados
alimentos. Apenas alguns poucos emulsificantes, tais como lecitina ou mono -
diglicerideos, sdo reconhecidos como seguros e podem ser utilizados sem qualquer
limitacdo. Neste contexto, as proteinas surgem como alternativa, j4 que o seu uso como
aditivo alimenticio ou como ingrediente em alimentos € permitido sem restricdes. Como
exemplo pode-se citar o caseinato de sédio, a B-lactoglobulina, albumina e ovalbumina
como fonte de proteina animal, e proteinas da soja, ervilha e feijao de origem vegetal
(GARTI & LESER, 2001).

Assim, a capacidade das proteinas para gerar interagdes repulsivas (estéricas e
eletrostaticas) entre goticulas de 6leo e formar uma membrana interfacial que € resistente a
ruptura desempenha um papel importante na estabilizagdo das gotas contra a floculacdo e
coalescéncia durante o armazenamento a longo prazo (MCCLEMENTS, 2004). Os
requisitos para uma proteina ter propriedades emulsificantes satisfatorias incluem a
habilidade das moléculas para adsorver rapidamente a interface 6leo-agua criada durante o
processo de emulsificacdo, submeter-se a mudangas estruturais e rearranjo na interface,
seguido pela formagdo de um filme aderente com propriedades viscoeldsticas devido as
interacdes intermoleculares (URUAKPA & ARNTFIELD, 2005). No entanto, a aplicacao
de proteinas como emulsificantes € limitada, porque a maioria apresenta uma reduc¢io ou
perda da atividade emulsificante em regides de pH préximo ao seu ponto isoelétrico, onde a
carga liqiiida e a solubilidade sdo reduzidas (ELIAS et. al., 2006). Além disso, as proteinas
também sdo geralmente susceptiveis ao aquecimento, presenca de solventes organicos e a

protedlise (RAGAB et. al., 2004).

2.3.Gelificacao

Géis de proteina consistem de uma rede tridimensional em que a dgua € encapsulada e,
frequentemente, possuem uma fase intermedidria entre um sélido e um liquido. A

gelificacdo ocorre quando as moléculas sdo desnaturadas por algum fator externo e se
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agregam para formar uma rede protéica orientada. Temperaturas elevadas, alta pressdo ou
adicdo de sal sdo fatores desnaturantes, porém o mais comum na gelificacdo de alimentos é
a desnaturacao induzida pelo calor (MATSUMURA & MORI, 1996). O pH, a presenca de
espécies i0nicas, a temperatura de aquecimento e taxa de aquecimento/resfriamento sdo
fatores que afetam a formacao da rede de gel, visto que todos afetam as interacdes proteina-

agua ou proteina-proteina (MATSUMURA & MORI, 1996).

A formacdo das redes de proteina € considerada como o resultado de um equilibrio
entre interacdes proteina-proteina e proteina-dgua, bem como de forcas de atracdo e
repulsdo que ocorrem entre as cadeias polipeptidicas adjacentes (CHEFTEL et. al., 1993).
Entre as forcas de atragdo, pode-se encontrar interacdes hidrofébicas (favorecidas a altas
temperaturas), eletrostdticas (adi¢ao de sais ou modificacdo do pH), ligacdes de hidrogénio
(reforcadas a baixas temperaturas), e pontes dissulfeto. A contribuicio de cada tipo de
ligacdo depende da natureza da proteina e do estagio do processo de gelificacdo, bem como
do pH e da for¢a i6nica do meio (UTSUMI & KINSELLA, 1985; NAKAMURA et. al.,
1986; DAMODARAN, 1988; PUPPO & ANON, 1998). As forcas de repulsdo que atuam
especialmente no pH longe do ponto isoelétrico (pI) da proteina e as intera¢des entre dgua-
proteina ajudam a manter as cadeias polipeptidicas separadas, favorecendo a formacgao de
uma matriz homogénea (HEERTIE, 1993). A formacdo de pontes dissulfeto no
aquecimento faz com que o processo de gelificagdo seja irreversivel, como, por exemplo,
em géis de ovalbumina (VAN KLEEF, 1986) e B-lactoglobulina (DUMAY, 1988). Em
contraste, géis de gelatina sdo estabilizados principalmente por pontes de hidrogénio
(LEDWARD, 1986) e fundem no aquecimento, porém este processo € termoreversivel.

Muitos géis possuem estruturas hidratadas e, além de dgua, sdo capazes de reter outros
componentes alimentares. Alguns géis de proteina retém até 95% de agua (m/m), sendo
esta fisicamente imobilizada pela estrutura da proteina e ndo pode ser liberada por pressao,

apenas por centrifugacio ou sinerese (PUPPO & ANON, 1998).
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3.1.Materiais

Os ingredientes utilizados para o preparo dos sistemas foram farinha
desengordurada de soja adquirida da Solae (Solae do Brasil, Brasil) e 6leo de soja (Soya,
Bunge Alimentos S.A., Brasil) comprado em um supermercado local. Azida sddica
adquirida da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA) foi usada como agente

antimicrobiano. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2.Métodos

3.2.1. Fracionamento do isolado protéico de soja

O procedimento de isolamento das fracdes protéicas foi realizado conforme
metodologia proposta por Deak et.al. (2007). A farinha desengordurada de soja foi diluida
em dgua deionizada (proporc¢do 1:15) e o pH foi ajustado para 8,5 através do uso de NaOH
2 M. Apés agitacdo por uma hora, as solugdes foram centrifugadas a 14000 rpm por 30
minutos em uma temperatura de 15°C. No sobrenadante foi adicionado NaHSO; e CaCl,
suficientes para obter 5 mM SO, e 5 mM Ca”* na solucdo, e o pH foi ajustado para 6,4 com
HCI1 2 M. A mistura foi agitada por uma hora a 25°C e centrifugada a 14000 rpm por 30
minutos na mesma temperatura. A fracdo rica em globulina 11S foi obtida a partir do
precipitado, enquanto que a fracdo rica em globulina 7S foi extraida a partir do
sobrenadante. Para a produgdo da fracdo rica em 11S, o precipitado foi dissolvido em dgua
deionizada (propor¢ao 1:1) e neutralizado com adicao de NaOH 2 M. J4 para a produgdo da
fracdo rica em 7S, o sobrenadante teve o pH ajustado para 4,8 com o uso de HC1 2 M e foi
agitado por uma hora. Essa solucdo foi centrifugada a 14000 rpm por 30 minutos a 4°C. O
precipitado foi dissolvido em 4gua deionizada (proporcao 1:1) e neutralizado. As duas
dispersdoes protéicas de soja foram secas por nebulizacdo (“spray dryer”) em trés
temperaturas diferentes (120, 150 ou 180°C) ou liofilizacdo, totalizando 8 isolados
protéicos (4 isolados de cada fracdo). A Figura 3.1 mostra o fluxograma do processo. Para a
atomizagao, foi utilizado um secador laboratorial com sistema de atomizagdo (mini “spray
dryer”) marca LABMAQ, modelo MSDI1 (Ribeirdo Preto, Brasil), que possui uma camara

de secagem de 500 mm x 150 mm, bico atomizador do tipo duplo fluido com orificio de 1,2
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mm de didmetro, fluxo de ar de 2,4 m’/h e pressdo do ar de 0,25 MPa. A alimentacdo do
secador foi realizada através de uma bomba peristaltica, com vazao de 0,7 litro/hora. A
temperatura de saida do ar foi monitorada para observar sua variacdo em func¢do dos
parametros adotados na alimentacdo do secador e das caracteristicas do produto final,
ficando em torno de 65, 90 ou 111°C, para as temperaturas de secagem de 120, 150 e 180°C
respectivamente. Para a liofilizagdo foi utilizado o equipamento Virtis-Freezemobile 12EL
(New Jersey, US), onde as amostras foram submetidas a uma temperatura de -53°C e
véacuo.

As fragdes secas foram caracterizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(secdo 3.3.1). Também foram realizadas andlises de calorimetria diferencial de varredura
(DSC) (secao 3.3.2), potencial zeta (secdo 3.3.3), isotermas de sorcdo (secdo 3.3.4),
densidade real e aparente (secdo 3.3.5), microscopia eletronica de varredura (se¢do 3.3.6),
distribuicdo do tamanho de particulas (secao 3.3.7), cor (secdo 3.3.8) e andlises fisico-
quimicas (quantificagdo da umidade, cinzas e proteinas - se¢do 3.3.9). Essas fracdes secas,
ricas em 7S e 11S, também foram usadas no preparo de emulsdes e géis para avaliar sua

capacidade emulsificante e gelificante.
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FARINHA DESENGOERDURADA DE SOJA
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Figura 3.1. Fluxograma do processo de isolamento das fracdes protéicas 7S e 11S da
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3.2.2. Preparo das emulsoes O/A

Emulsdes O/A foram preparadas pela mistura de 6leo de soja (30% v/v) com uma
dispersdo aquosa (70% v/v) contendo uma das fragdes protéicas (1% m/v) em pH 3 e 7,
sendo, portanto, avaliadas 16 diferentes emulsdes. Primeiramente, foram preparadas pré-
emulsdes em um agitador Ultra Turrax modelo T18 (IKA, Alemanha) a 14000 rpm por 4
minutos. Estas pré-emulsdes foram homogeneizadas em um homogeneizador de alta
pressao NS1001L2K-PANDAZ2K, Niro Soave S.p.A. (Parma, Itdlia), empregando-se uma
pressao de 300 bar no primeiro estdgio e 50 bar no segundo estdgio (KIOKIAS et al.,
2007). As emulsdes obtidas foram avaliadas com relacdo a estabilidade a cremeacdo (secao
3.3.10), distribui¢do do tamanho de gota (secdo 3.3.7) e medidas reoldgicas (se¢do 3.3.11).
Adicionalmente, as emulsdes que mostraram separacio de fases foram analisadas quanto a
quantidade de proteinas na fase superior, obtendo-se o teor da fase inferior por balanco de

massa (se¢do 3.3.9).

3.2.3. Preparo dos Géis

Dispersdes dos isolados protéicos (10% m/v) foram preparadas a temperatura
ambiente por agitacdo magnética misturando-se dgua deionizada e as fracdes obtidas
durante 1 hora. As solugdes foram ajustadas para pH 3 ¢ 7 com HCI 2 M e NaCl 2 M,
respectivamente, totalizando 16 amostras. As solu¢des foram, entdo, colocadas em tubos de
cobre (1,8 cm de diametro e 2 cm de altura), fechadas com rolhas e seladas. A gelificacdo
foi realizada pelo aquecimento dos tubos em banho-maria a 90°C por 30 minutos
(DAMODARAN, 1988), seguida de resfriamento rdpido em banho de gelo. As amostras
foram mantidas a 10°C por 20 horas e, logo apds, analisadas quanto as suas propriedades.
Foram realizados ensaios reoldgicos oscilatorios (secdo 3.3.11) nas solugdes antes do
processo de gelificacdo e andlises de propriedades mecénicas (secdo 3.3.12), capacidade de

retencdo de dgua (secdo 3.3.13), e microscopia confocal (se¢do 3.3.14) apds a gelificagdo.

3.3.Analises
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3.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada segundo o
método de Laemmli (1970). Solugdes dos isolados protéicos em dgua deionizada foram
preparadas a temperatura ambiente por agitacdo magnética, de modo que a solugdo final
continha aproximadamente 1% da fracdo protéica (m/v). As solu¢des foram centrifugadas a
10000 rpm por 5 minutos e os sobrenadantes foram diluidos em tampao de pH 6,8 (50 mM
Tris-HCI, 10% glicerol, 2% SDS, 0,1% azul de bromofenol, 100 mM B-mercaptoetanol), os
quais foram aplicados aos géis de poliacrilamida. Os géis foram submetidos a uma
diferenca de potencial de 120 V através dos géis de empilhamento (5% de poliacrilamida) e
separacdo (12% de poliacrilamida) em uma unidade Mini Cell Protean (Biorad
Laboratories, EUA). Apés a separacgao, estes géis foram corados em uma solucdo de 0,25%
(v/v) de “Comassie Brilliant Blue” em etanol:acido-acético:dgua (45:10:45% v/v) por pelo
menos 2h, seguido de uma descolora¢do com dcido acético:etanol:dgua (5:10:85% v/v). As
amostras foram comparadas com marcador comercial de massa molecular variando entre 6

e 180 kDa (Sigma-Aldrich Co., USA).

3.3.2. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A andlise térmica das fragdes protéicas foi realizada em um calorimetro diferencial
de varredura DSC 2920 Modulado (TA Instruments, EUA). Indio e dgua foram usados para
calibrar a escala de temperatura e resposta entdlpica do equipamento. Solu¢des contendo
20% (m/m) de cada um dos 8 isolados protéicos dispersos em 4gua deionizada foram
usadas para as medidas calorimétricas. Cerca de 10-15 mg de amostra foi colocada em
célula hermeticamente fechada e uma célula vazia foi usada como referéncia. As amostras
foram analisadas em triplicata, usando uma taxa de 10°C/min em temperaturas variando
entre 10 e 110°C para a fracdo rica em globulina 7S e entre 10 e 130°C para a fracdo rica
em globulina 11S. A temperatura de inicio do evento térmico, conhecida como Ty, foi
calculada tomando a interseccdo da linha base com a inclinacdo maxima extrapolada do
pico. A temperatura de desnaturagdo (Tpic,) foi tomada no pico méaximo e € a temperatura
maxima de fluxo de calor. A entalpia de desnaturacdo térmica foi calculada a partir da 4rea

do pico endotérmico da curva de fluxo de calor em fun¢do da temperatura.
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3.3.3. Potencial Zeta

Para determinar a carga elétrica superficial das fracdes protéicas, solucdes das
diferentes fracdoes (1% m/v) foram diluidas em tampdo citrato-fosfato 5 mM, em pH
variando entre 3 e 7. As medidas de potencial zeta foram realizadas a 20°C com um
Zetasizer — Nano ZS com voltagem de 100 V (Malvern Instruments, Reino Unido). Este
instrumento determina a carga elétrica (potencial () superficial das particulas através da
medida da direcdo e velocidade do movimento de particulas com a aplicacdo de um campo

elétrico (CHO & MCCLEMENTS, 2009). As andlises foram realizadas em triplicata.

3.3.4. Isotermas de sorciao

As umidades de equilibrio das amostras em p6 foram determinadas por método
gravimétrico estdtico, utilizando-se solucdes salinas saturadas nas faixas de atividade de

dgua apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Atividade de dgua das solucdes salinas saturadas a 25°C

Sal Ay
LiCl 0,112
CH;COOK 0,226
MgCl, 0,328
K,COs 0,432
Mg(NO3), 0,529
KI 0,689
NaCl 0,753
KCl 0,840

Fonte: GREENSPAN (1977)

As amostras foram colocadas em cadinhos de pléstico e, em seguida, armazenadas
em potes herméticos contendo as respectivas solugdes salinas para cada valor de umidade
relativa desejada, a 25°C. As amostras foram pesadas em balanga analitica até atingirem o
equilibrio (cerca de 4 semanas). Depois de alcangado o equilibrio, as amostras foram secas

em estufa a vacuo a 70 °C por 72h, para obten¢do da umidade (base seca).

19



Material e Métodos

Os dados experimentais obtidos foram ajustados pelos seguintes modelos

encontrados na literatura para isotermas de sor¢do: GAB, BET, BET Modificado, Halsey,

Oswin e Henderson (Tabela 3.2). Os parametros destes modelos foram determinados

através de uma andlise de regressdo nao linear dos dados experimentais, realizada com o

auxilio da ferramenta Solver do software Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, EUA). Os

critérios de escolha dos melhores ajustes foram o coeficiente de determinacio (R*) e o

modulo do desvio relativo médio (DR), calculado de acordo com a Equagao 3.1:

DR - 11(31() ZN: [Vp — Vo

%
2"V, (%)

Onde: N= nimero de amostras, Vo= valor experimental e Vp = valor predito pelo modelo.

Tabela 3.2. Modelos para ajuste de isotermas de sorcao.

Modelo Equacao
GAB _ Xm Ceap Kgap aw
X, =
(VAN DEN BERG, 1984) [(1 = Kgapaw) (1 + Kgap(Coap — ay)]
BET Y. = Xm Cpraw
(BRUNAUER; EMMET; TELLER, 1938) (1 —ay,) + (1 + (Cger — Day,)
BET Modificado XmCgeray[1— (N + 1 (a,)N + N(a,)V*1]

(BRUNAUER: EMMET: TELLER, 1938) ~ ¢ (1 — a,)[1— (1 - Cggr)a,, — Cger(a,)N*1]

HALSEY

[—A
a, = exp|—=
(HALSEY, 1948) v X g

OSWIN ay \°

X, =C ( )
(OSWIN, 1983) 1-a,
HENDERSON 1—a, =exp(—kyX})

(HENDERSON, 1952)
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Sendo X, a umidade de equilibrio (g de 4gua/g massa seca), X,, umidade da monocamada (g
de 4gua/g de massa seca), N nimero de camadas moleculares e Cgap, Kcas, Cper, A, B, C,

D, ky e n parametros de ajuste dos modelos. As andlises foram realizadas em triplicata.

3.3.5. Densidade aparente e real

A determinagcdo da densidade aparente foi realizada de acordo com o método
descrito por Beristain et. al. (2001), com algumas modifica¢des. O p6 (2 g) foi colocado em
uma proveta graduada de 25 mL e foi compactado, batendo-se a proveta 100 vezes sobre a
bancada. A densidade aparente foi calculada utilizando-se o volume de amostra obtido apds
a compactacdo e foi expressa em kg/m’. A determinacdo da densidade real foi feita
utilizando-se um picnometro a gis hélio automdtico Accu Pyr II 1340 V1.02.

3

(Micromeritics, Norcross, USA). Os resultados foram expressos em kg/m” e as andlises

foram realizadas em triplicata.

3.3.6. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para caracterizar as particulas
dos isolados protéicos. As amostras secas foram montadas em suportes de aluminio e
recobertas com ouro em um Sputter Coater SCD 050-Balzers (Alzenau, Alemanha). As
imagens foram obtidas em um microscépio JEOL JSM 5800 LV (Tokyo, Japdo) operando a
10 kV.

3.3.7. Distribuicao do tamanho de particulas e gotas

A distribui¢do do tamanho de particulas e gotas foi determinada em aparelho com
difracdo a laser (Laser Scattering Spectrometer Mastersizer S, modelo MAM 5005 —
Malvern Instruments Ltd., Reino Unido), utilizando etanol como liquido sedimentador para
as particulas dos isolados protéicos em pé e tampdo citrato-fosfato em pH 3 e 7 para as

emulsdes. As medidas foram realizadas em triplicata.
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3.3.8. Analise de cor

A cor dos isolados protéicos diluidos em dgua deionizada na propor¢do de 1:10 foi
determinada em colorimetro Ultra Scan Vis 1043 (Hunter Lab, Reston, EUA), com escala
CIELab (L*, a*, b*) mostrada na Figura 3.1. Medicdes de coloracdo foram expressas em
termos da luminosidade L* (L*=0 preto e L*=100 branco), e da cromaticidade definida por
a* (+a*=vermelho e -a*=verde) e b* (+b*=amarelo e -b*=azul). Nas leituras foi utilizado o
modo transmitancia, com indice iluminante D65 e angulo de observacdo de 10°. As
medidas em cada amostra foram realizadas com quatro repeticdes, obtendo-se valores

médios de L*, a* e b*.

L=100

& /) &

L=0

Figura 3.2. Esquema para medi¢ao de cores CIELAB (1976), L* (escuro-claro), a* (verde-
vermelha) e b* (azul-amarelo). Fonte: Flexomagazine (2010).

3.3.9. Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas (umidade, cinzas e proteinas) foram determinadas de
acordo com AOAC (1996). O teor de umidade e cinzas foi determinado pelo método
gravimétrico e a quantificacdo protéica foi obtida pela determinagdo da porcentagem de
nitrogénio total da amostra (método de Kjehldal) com fator de multiplicacdo igual a 6,25. A
porcentagem de proteina da fase inferior das emulsdes foi obtida através do balanco de

massa apresentado na Equacao 3.2:
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mr = XgsMt + Xprmr (32)

Onde my é a massa de proteina total do sistema, mgs € a massa de proteina da fase superior

do sistema e mgy € a massa de proteina da fase inferior do sistema.

3.3.10. Estabilidade a cremeacao

Imediatamente apds o preparo das emulsdes, aliquotas de 50 mL de cada amostra
foram transferidas para tubos cilindricos graduados (didmetro interno = 25 mm, altura =
200 mm), selados e estocados a temperatura ambiente por 7 dias, sendo o volume da fase
aquosa inferior quantificado diariamente. As emulsdes apresentaram separacdo de fases
com a formacdo de uma fase superior oleosa e uma fase inferior aquosa, sendo a
estabilidade medida através da altura da fase inferior (H) com o tempo de estocagem. O

indice de cremeacdo (IC) foi descrito através da Equacao 3.3:

1C(%) = (EJ x100 (3.3)

Ho

Onde Hy representa a altura inicial (KEOWMANEECHAI & MCCLEMENTS, 2002). As

andlises foram realizadas em triplicata.

3.3.11. Medidas Reolégicas

Para a determinacdo das propriedades reoldgicas das emulsdes e dos géis foi
utilizado o redmetro de tensido controlada AR 1500 (TA Instruments, Reino Unido). Para as
emulsdes foi usada uma geometria de placa rugosa de aco inoxiddvel de 4 cm de didmetro e
as medidas foram avaliadas 7 dias apds o seu preparo, de modo a garantir o equilibrio de
fases (indice de cremeacdo constante). Foi utilizado um “gap”, ou separagdo entre as placas,
de 0,2 cm. Para os ensaios de gelificacdo foi usada uma geometria cone-placa de aco
inoxidavel de 6 cm de didmetro e, para evitar evaporacdo, colocou-se uma fina camada de

6leo de silicone ao redor da amostra. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.
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3.3.11.1. Curvas de escoamento das emulsoes

Curvas de escoamento foram obtidas através de um programa de passos multiplos
usando um intervalo de taxa de deformacdo entre 0-300 s, de forma que a relacdo entre
viscosidade (1) e taxa de deformagdo (y) para as diferentes emulsdes pudesse ser avaliada.
As medidas foram feitas a 25°C. Os modelos para fluidos Newtonianos (Equacdo 3.4), lei
da poténcia (Equacdo 3.5) e de Herschel-Bulkley (Equacdo 3.6) foram utilizados para

ajustar as curvas de escoamento:

o =nxy (3.4)
szx(\.() (3.5)
c=0, +kx(§) (3.6)

Onde v (s'l) ¢ a taxa de deformacdo, n (Pa.s) é a viscosidade, n € o indice de
comportamento, o, (Pa) é a tensdo residual, e k (Pa.s")é o indice de consisténcia.

Os parametros das equagdes foram ajustados utilizando o software STATISTICA 7

(Statisoft Inc., Tulsa USA, 2000).

3.3.11.2. Espectros mecanicos das emulsoes

Varreduras de freqiiéncia entre 0,01 e 10 Hz foram feitas a 25°C para caracterizar a
estrutura viscoeldstica desses materiais. Os parametros determinados foram mdédulo eléstico
ou de armazenamento (G’) e modulo viscoso ou de dissipacdo (G”). As amostras que
apresentaram menor dependéncia da freqiiéncia foram consideradas as mais estaveis a

separagdo de fases.
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3.3.11.3. Varredura de temperatura

A gelificacdo das fracOes protéicas foi avaliada através de varredura de
temperatura a 1°C/ min de 20 a 90°C. Em todos os ensaios utilizou-se freqiiéncia de 1 Hz e

deformacdo maxima de 1%.

3.3.12. Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas dos géis obtidos foram avaliadas por ensaios de
compressao uniaxial até 80% de sua altura inicial, a velocidade de compressdo de 1 mm/s
em um texturdmetro TA-XT Plus Texture Analyser (Stable Microsystems Ltd., Surrey,
Inglaterra) a temperatura de 10°C.

As propriedades dos géis foram mensuradas usando-se uma célula de carga de 25 kg
e geometria do tipo placa cilindrica de acrilico com 6 cm de didmetro, lubrificada com 6leo
de silicone de baixa viscosidade de forma a evitar o atrito com a amostra (LAU et al.,
2000). Todas as medidas foram realizadas em triplicata. A partir dos dados de forca e altura
obtidos calculou-se a tensdo (oy) e deformacgao (ey) de Hencky segundo as Equagdes 3.7 e
3.8 (STEFFE, 1996). O ponto de ruptura foi considerado como o pico mdximo da curva
tensao versus deformacao.

O médulo de elasticidade (E) foi determinado a partir da tangente da regido linear
inicial da curva tensdo-deformacdo (ROSENTHAL, 1999; STEFFE, 1996), conforme a

Equacio 3.9, quando a deformag¢do do material € reversivel.

5, = F(t)x[ H(t) } 3.7)

g, = —ln[H(t)} (3.8)

e~0 (3.9)
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Onde oy (Pa) € a tensdo de Hencky e ey (Pa) a deformacdo de Hencky, F(t) é a forca (N),
Ao (m%) e Hy (m) sdo, respectivamente, a drea e a altura iniciais da amostra e H(t) € a altura

do material no tempo t.

3.3.13. Capacidade de Retencao de Agua (WHC)

A capacidade de retencao de 4gua dos géis foi determinada de acordo com a
metodologia de Kocher & Foegeding (1993), apdés 20 horas de sua preparacdo e
permanéncia em 10°C para sua total gelificacdo/estabilizacdo, sob refrigeracdo em
centrifuga modelo Allegra 25 — R (Beckman Coulter, Alemanha) com rotor A-10. Os géis
foram cortados em pedacos de aproximadamente 1 g, colocados em disco de papel filtro
Whatman n° 1 (Whatman, UK) e posicionados no centro de tubos de centrifuga de 50 mL
previamente pesados e fechados hermeticamente para que se procedesse a centrifugacdo. A
centrifugacdo foi realizada a 4000 rpm, em uma temperatura de 15°C por 10 minutos. A
andlise foi realizada em triplicata.

A quantidade de dgua liberada dos géis foi quantificada gravimetricamente e a
WHC calculada de acordo com a Equacdo 3.10, sendo expressa em porcentagem de dgua

retida:

WHC =100x] 1- wj (%) (3.10)
aguagel(g)

3.3.14. Microscopia Confocal (CSLM)

Solugdes dos isolados protéicos foram preparadas de acordo com a secdao 3.2.3
utilizando corante fluorescente Rodamina B. Amostras das solu¢des foram colocadas em
laminas de microscopia, cobertas com uma laminula de vidro, seladas com tinta tipo
esmalte para prevenir evaporacdo e vedadas com veda-rosca. As laminas foram entdo
aquecidas em banho-maria a 90°C por 30 minutos e em seguida foram resfriadas em banho
de gelo.

Um sistema confocal (MRC 1024 UV, Biorad, USA) composto por um microscopio

invertido Olimpus IX-81, leitor de varredura FV300 e equipado com laser Mai Tai foi
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usado para observar os géis. Um comprimento de onda de 800 nm foi usado para excitar as
amostras coradas com Rodamina. As configuragcdes de contraste, brilho e didmetro da fris
foram ajustadas e mantidas constantes durante as observacdes. As imagens foram obtidas

usando uma lente objetiva de imersdao em 6leo com aumento de 60x.

3.3.15. Analise Estatistica

A comparagdo entre as amostras foi feita através de andlise de variancia (ANOVA)
em que diferencgas estatisticas (p < 0,05) foram determinadas pelo teste de Tukey utilizando

o software STATISTICA 7 (Statisoft Inc., Tulsa USA, 2000).
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4.1. Caracterizacao dos isolados protéicos de soja fracionados
4.1.1. Analises Quimicas

Na Tabela 4.1 sdo mostrados os valores médios dos teores de umidade, proteina e
cinzas das fracdes isoladas 7S e 11S da proteina de soja secas por liofilizagdo ou “spray

dryer”.

Tabela 4.1. Teor médio de umidade, proteina e cinzas das fragdes 7S e 11S da proteina de
soja secas por liofiliza¢do ou “spray dryer” (SD).

Condigdo de Umidade (%) Proteina (%) Cinzas (%)
Secagem 7S 11S 7S 11S 7S 11S
Liofilizada 4,347 4,40 84,26 83,017 2,79 6,83
SD 120°C 4,39° 4,18* 85,10  83,72° 2,50 6,86 *
SD 150°C 3,12° 281" 86,15 84,52 2,62° 6,50 *
SD 180° C 2,50" 2,32°¢ 86,99*  84,86° 2,922 6,62

Valores com letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (p<0,05).

O teor de umidade das duas fracdes protéicas apresentou uma queda de valor
significativa (p<0,05) com o aumento da temperatura de secagem, devido a maior taxa de
transferéncia de calor. Como esperado, ndo foram observados efeitos significativos
(p<0,05) das condi¢des de secagem sobre o teor de proteina e cinzas.

Comparando as duas fragdes, os teores de umidade e proteina se apresentaram
préximos, mas o teor de cinzas se mostrou bem maior na fragao 11S do que na fracdo 7S.
Isolados protéicos de soja sdo muito ricos em minerais e aminodcidos, possuindo um teor
de cinzas em torno de 6% (CHINMA et. al., 2011; CAILLARD & SUBIRADE, 2011);
entdo, pressupde-se que a fracdo 11S apresente um maior teor de cinzas devido a sua maior
cadeia de aminodcidos em relacdo a fracdo 7S. No entanto, essa diferenca entre o teor de
cinzas das duas fracoes também pode ter sido resultado das quantidades de sal/base
utilizadas para precipitar as fracdes na etapa de extracdo, pois maiores quantidades de
sal/base foram utilizadas para a precipitacdo da fragdao 11S, o que também poderia explicar

0 seu maior teor de cinzas.
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4.1.2. Colorimetria

As fracdes de isolados protéicos diluidos em &dgua deionizada (1:10) foram

analisadas quanto a sua cor e os resultados obtidos estdao apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Parametros de cor das dispersdes das fracdes 7S e 11S da proteina de soja
liofilizada ou seca em “spray dryer” (SD).

7S 118
Condigao de L* a* b* L* a* b*
Secagem
Liofilizada 89,26*  11,80° 17,21° 99,70® 0,52° 0,46°
SD 120°C 89,57" 8,86"° 16,21° 99,99 " 0,03" -0,04"°
SD 150°C 94,40°¢ 7,16¢ 8,91°¢ 99,99 " 0,05" -0,05"
SD 180°C 96,98 ¢ 4,689 4,919 99,98 " 0,05" -0,02"°

Valores com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (p<0,05).
L* indica grau de luminosidade; a* indica cromaticidade vermelho/verde; b* indica cromaticidade
amarelo/azul.

O grau de luminosidade L* é a relacdo entre luz refletida e absorvida (claro e
escuro), e, de acordo com a Figura 3.1, os valores de suas médias mostrados na Tabela 4.2
indicam que as amostras sao extremamente claras, com a fragdo 7S sendo mais escura que a
118S. Visualmente, a fragao 11S era branca, e a 7S mostrava cor creme clara.

Para a frag@o protéica 7S foram encontradas diferengas significativas (p<0,05) entre
todas as amostras para os valores de L*, a* e b*. Isso mostra que tanto o método de
secagem, quanto as diferentes temperaturas usadas no “spray dryer” influenciaram na cor.
J4 para a fracdo 11S, somente foram encontradas diferencas significativas (p<0,05) entre os
métodos de secagem (liofilizacdo ou atomizacdo), ou seja, as diferentes temperaturas
usadas no “spray dryer” ndo influenciaram na cor.

Um menor valor de L* e maiores valores de a* e b* foram observados para as
fracOes liofilizadas, indicando que sdo mais escuras que as secas em ‘“‘spray dryer”, o que
também foi constatado por Hu et. al. (2009) em concentrado protéico de batata liofilizado e
seco em ‘“spray dryer” a 120 e 195°C. Essa diferenca de valores € provavelmente
ocasionada pela diferenca de tamanho e formato das particulas, o que, em geral, afeta

criticamente a cor, solubilidade, densidade e textura dos pés (Wang e Johnson, 2001).
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4.1.3. Densidade real e aparente

A densidade real ou absoluta corresponde a real densidade do sélido e ndo considera os
espacos presentes entre as particulas, ao contrdrio da densidade aparente, também
conhecida como densidade do leito, que considera todos esses espagos. O efeito da secagem
nas densidades real e aparente das fragdes 7S e 11S da proteina de soja estd mostrado na

Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Densidade real (pyca) € aparente (Paparente) das fragdes 7S e 11S da proteina de
soja liofilizada ou seca em “spray dryer” (SD).

Condigoes de Preal (kg/m3) Paparente (Kg/m?3)
secagem 7S 11S 7S 11S
Liofilizada 1345,1° 1411,4° 489,09 ® 524,11°
SD 120°C 1388,8 1400,1 * 275,63 343,92
SD 150°C 1362,9 1421,3 ® 278,38 " 328,54
SD 180°C 1373,9 1446,0 * 24548 ¢ 279,70 ¢

Valores com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (p<0,05).

Os valores de densidade aparente foram significativamente diferentes (p<0,05) entre
os métodos de secagem, bem como entre as temperaturas do ‘“spray dryer”. A fracdo
liofilizada mostrou a maior densidade aparente e uma diminuicdo destes valores ocorreu
com o aumento da temperatura de secagem. Isto provavelmente ocorreu devido ao fato das
amostras liofilizadas apresentarem um maior didmetro médio de particula em relacdo as
amostras secas em “spray dryer”. Resultados similares foram obtidos para secagem em
“spray dryer” de suco de tomate (GOULA E ADAMOPOULOS, 2004) e suco de agai
(TONON et. al. 2010).

Quanto a densidade real, ndo foram encontradas diferencas significativas (p<0,05)
entre nenhuma das condi¢Oes de secagem, somente entre as duas fragdes. Isto se deve,
provavelmente, ao fato de que a fracdo 11S possui maior nimero de aminodcidos em sua
cadeia e, conseqiientemente, maior massa para uma mesma quantidade em volume em

comparac¢do com a fracdo 7S (UTSUMI & KINSELLA, 1985). A maior densidade real da
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fracdo 11S também pode estar relacionada com o seu maior teor de cinzas em relagdo a

fracdo 7S.

4.1.4. Distribuicao do tamanho de particulas

A andlise de tamanho de particula revela que a secagem em “‘spray dryer” produziu
um p6 mais fino que a liofilizacdo seguida de moagem em liquidificador. Na Figura 4.1 sao
mostradas as distribuicdes do tamanho das particulas das fracdes protéicas 7S e 11S em po.
Uma distribuicdo bimodal foi observada para as fragdes secas em “‘spray dryer”, indicando
dois tamanhos de particulas predominantes. Essa distribuicio bimodal observada pode ser
conseqiiéncia de aglomeracdo ou precipitacio provocada pelo etanol utilizado como
diluente na andlise. Para as duas fracdes, o primeiro pico apresentou menores volumes
(<2%) e diametros de particulas do que o segundo pico. Os valores do didmetro médio das

particulas estdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Didametro médio das particulas D32 (um) das fracdes 7S e 11S da proteina de
soja liofilizada ou seca em “spray dryer” (SD).

Condigdes de Secagem D32 (um)
7S 11S
Liofilizada 30,20 26,63
SD 120°C 2,33* 2,38*
SD 150° C 2,45°" 2,46 "
SD 180° C 242" 2,55¢

Valores com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (p<0,05).

Foi observada uma diferenca muito grande nos valores de didmetro médio entre os
métodos de secagem utilizados, sendo as amostras secas em ‘“‘spray dryer” bem menores
que as liofilizadas. Resultado semelhante foi obtido por Resch et. al. (2004) para proteina
do soro de leite. Apesar de observada diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras
secas em “spray dryer”, que apresentaram um pequeno aumento de didmetro com o

incremento da temperatura de secagem, esta foi minima e, portanto, desconsiderada.
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Tonon et. al. (2010) observaram comportamento similar para 6leo de linhaca
microencapsulado, em que o didmetro médio tendeu a aumentar a maiores temperaturas de
secagem em ‘“‘spray dryer”. Secagem em temperaturas mais elevadas resulta em maiores
taxas de transferéncia de massa, levando a formacdo de uma crosta superficial que nao

permite o encolhimento do material durante a secagem (REINECCIUS, 2004).
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Figura 4.1. Curvas de distribuicdo de tamanho das particulas das fracdes 7S (A) e 11S (B)
da proteina de soja.
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4.1.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Na Figura 4.2 sdo apresentadas micrografias das fracdes 7S e 11S da proteina de

soja liofilizada ou seca em “spray dryer” a 120, 150 ou 180°C.

(D) & ‘ il (H)
Figura 4.2. Microscopia eletronica de varredura das fracdes 7S e 11S da proteina de soja.
As figuras (A) e (E) representam as amostras liofilizadas das fragcdes 7S e 118,
respectivamente, e possuem um aumento de 500x. As Figuras (B), (C), (D), (F),
(G) e (H) representam as amostras secas em “spray dryer” a 120, 150 ou 180°C
das fracdes 7S e 118, respectivamente, e possuem um aumento de 6000x.
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De acordo com a Figura 4.2, as particulas das amostras liofilizadas (A) e (F)
apresentaram uma conformagdo plana e bastante caracteristica dos produtos liofilizados,
também observada por Torrezan (2007) para isolado protéico de soja e Haque e Roos
(2006) para lactose.

J4 as particulas das amostras secas em “spray dryer” apresentaram formato mais
esférico e drea superficial muito maior por causa do menor tamanho das particulas, quando
comparadas as liofilizadas. As superficies das particulas apresentaram concavidades, que se
mostraram mais acentuadas nas amostras secas em maior temperatura. As concavidades sao
formadas quando ndo hd formagdo de uma rede rigida, cristalina, por algum motivo, e
ocorre um rdpido resfriamento. De acordo com Rosemberg et. al. (1985), essas
concavidades na superficie das particulas podem estar associadas a rdpida evaporacao

durante o processo de secagem.

4.1.6. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Na Tabela 4.5 sdo apresentados os resultados obtidos por calorimetria diferencial de
varredura (DSC) para as solucdes de fracdes protéicas 7S e 11S em pd obtidas em
liofilizador e “spray dryer” (secas a 120, 150 ou 180°C), contendo 20% (m/m) de proteina.

A Figura 4.3 mostra os termogramas referentes as fracdes ricas em 7S e 11S.

Tabela 4.5. Efeito do tratamento térmico sobre a entalpia de desnaturagdo total (AHr) e
temperaturas de desnaturacdo, To e Tpico, nas fracdes 7S e 11S da proteina de soja
liofilizada ou seca em “spray dryer” (SD).

7S 118
Condigoes de AHr (J/g To Tpico AHr (/g To Tpico
Secagem proteina) °O) °O) proteina) °O °O
Liofilizada 1,16 70,6* 772 2277 91,5* 984°
SD 120°C 1,35" 70,7*  76,9* 2,20 92,2* 992"
SD 150°C 1,13 70,9*  76,7° 2,02° 92,1* 988"
SD 180°C 0,91 70,0*  754*° 2,65 89,8 982*

Valores com letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si (p<0,05).
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Figura 4.3. Termogramas referentes as fracdes ricas em 7S (A) e 11(B).

As condi¢des de secagem ndo exerceram efeito significativo (p<0,05) sobre as
temperaturas de inicio (To) e de pico de desnaturagdo (Thpic,) da fragdo 7S, porém para a 11S
foram encontradas pequenas diferencas significativas, mas que podem ser desconsideradas.
A temperatura de pico de desnaturagdo (Thpic,) para a fragdo 7S ficou entre 75 e 78°C, e para
a fracdo 11S por volta de 99°C. Para a fracdo 7S, essas temperaturas estdo dentro do
intervalo citado por Corredig & Keerati-U-Rai (2009) e Molina et. al. (2001), que

obtiveram valores entre 70-78°C e 78,44°C, respectivamente. Os valores obtidos para a
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fracdo 11S estdo préximos aos obtidos por Corredig & Keerati-U-Rai (2009) e Molina et.
al. (2001), que obtiveram valores entre 80-98°C e 96,88°C, respectivamente. J4 o valor
obtido por Achouri et. al. (2010) para a fracdo 7S (77,02°C) foi similar ao deste trabalho,
porém para a fracdo 11S (92,31°C) foi menor.

A entalpia de desnaturacdo da fragdo 11S foi aproximadamente duas vezes maior
que da fracdo 7S. A desnaturacio térmica envolve rompimento das ligacdes
intramoleculares, desdobramentos e agregacdes das moléculas de proteina. Assim, um
maior nimero de pontes dissulfidicas intra e inter subunidades presentes na fracdo 11S
proporcionam uma maior estabilidade contra a desnaturacdo térmica (SOBRAL et. al,
2010), explicando os maiores valores de entalpia de desnaturacdo para esta fracdo em
relacio a 7S. Além disso, ambas as fra¢des apresentaram uma diferenca significativa
(p<0,05) muito pequena entre as condi¢cdes de secagem, bem como entre as temperaturas no
“spray dryer”, que também pode ser desconsideradas. A entalpia da amostra seca em “spray
dryer” a 120°C da fracdo 7S mostrou o maior valor, com os valores das demais amostras
menores e estatisticamente iguais entre si. A entalpia da amostra seca em “spray dryer” a
180°C fragdo 11S mostrou o maior valor, com as entalpias das demais amostras também
menores e estatisticamente iguais entre si.

Para as amostras liofilizadas, valor préximo foi encontrado por Achouri et. al.
(2010) para a fracao 7S, (1,04 £ 0,03 J/g), diferindo do publicado por Molina (2001), que
foi de 0,277 £ 0,01 J/g. J& para a fracdo 1185, o valor encontrado por Achouri et. al. (2010)
(6,11 £ 0,08 J/g) € praticamente trés vezes o valor obtido neste trabalho, que é praticamente
o dobro do encontrado por Molina (2001) (1,37 + 0,06 J/g). Essa diferenca de valores pode
estar relacionada com o grau de pureza das fracdes protéicas, visto que o método de

extragdo realizado neste trabalho difere dos demais.

4.1.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A caracterizagdo das fracOes 7S e 11S da proteina de soja foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes (redutoras) e estd

apresentada na Figura 4.4.
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Figura 4.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS PAGE), em condicdes redutoras,
das fracdes 7S e 11S da proteina de soja. A linha 1 (MM) corresponde ao
marcador molecular; as linhas 2 a 5 correspondem a fracdo 11S liofilizada e seca
em “spray dryer” (SD) a 120, 150 ou 180°C, respectivamente, e as linhas 6 a 9
correspondem a fracdo 7S liofilizada (L) e seca em “spray dryer” (SD) a 120,
150 ou 180°C, respectivamente.

Todas as amostras apresentaram duas bandas bem definidas entre 80 e 60 kDa que
representam as subunidades o e a’ e outra entre 48 e 37 kDa que representa a subunidade .
As amostras 2 a 5 apresentam duas bandas de menor massa molecular, que se encontram
entre 37 e 14 kDa, que representam as subunidades &4cidas (A) e bdsicas (B)
respectivamente.

A fragdo 7S € composta das trés subunidades a (57 kDa), o’ (58 kDa) e B (42 kDa) e
a fracdo 11S de subunidades 4cidas (35-37 kDa) e bdsicas (20 kDa) (Utsumi e Kinsella,
1985). Assim, pode-se concluir que as amostras 2 a 5, que correspondem a fragdo 11S e
deveriam apresentar apenas subunidades A e B, continham também as subunidades o, o’ e

B, que sdo susceptiveis de serem contaminantes. Resultados semelhantes foram observados

38



Resultados e Discussées

por Achouri et. al. (2010) e Teng et, al. (2009), com o udltimo atribuindo a contamina¢do ao
método de extracdo, que foi o0 mesmo utilizado neste trabalho.

Nao foram observadas diferencas na caracterizagdo das fracdes protéicas em relagdo
aos métodos de secagem e entre as diferentes temperaturas de secagem em “spray dryer”,
uma vez que o método utilizado (SDS PAGE redutor) ndo permite observar interacdes entre
as protefnas. Assim, somente o método de extragdo afetou a composicdo protéica das

fracdes.

4.1.8. Isotermas de sorciao

As Tabelas 4.6 e 4.7 mostram os valores experimentais médios de umidade de
equilibrio (X.) correspondentes as atividades de dgua (A,) determinadas pelas solucdes

salinas saturadas utilizadas, para a construcao das isotermas de sorcao.
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Tabela 4.6. Umidade de equilibrio (X.) da fracdo protéica 7S, armazenada sob diferentes
condi¢cOes de atividade de dgua a 25°C. SD: “’spray dryer”.

Solugdo X, £ desvio (g d4gua/g massa seca)

Salina Ay Liofilizada SD 120°C SD 150°C SD 180°C
0,0065 + 0,0238 + 0,0156 + 0,0379 £+

LiCl 0,112 0,0020 0,0109 0,0057 0,0295
0,0455 + 0,0416 £ 0,0618 + 0,0566 +

CH;COOK 0,226 0,0107 0,0084 0,0087 0,0045
0,0381 £ 0,0283 + 0,0456 + 0,0534 +

MgCL, 0,328 0,0032 0,0012 0,0036 0,0071
0,0530 £ 0,0585 + 0,0599 + 0,0813 £

K>COs 0,432 0,0013 0,0209 0,0026 0,0184
0,0696 + 0,0675 £ 0,0766 + 0,0920 +

Mg(NO3), 0,529 0,0022 0,0150 0,0014 0,0090
0,1047 £ 0,1021 £ 0,1165 + 0,1304 +

KI 0,689 0,0003 0,0034 0,0093 0,0037
0,1250 £ 0,1243 £ 0,1547 £ 0,1518 £

NaCl 0,753 0,0012 0,0019 0,0183 0,0004
0,1776 £ 0,1719 £ 0,1974 £ 0,2092 +

KCl1 0,843 0,0006 0,0022 0,0052 0,0023
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Tabela 4.7. Umidade de equilibrio (X.) da fracdo protéica 11S, armazenada sob diferentes
condi¢Oes de atividade de dgua a 25°C. SD: “spray dryer”.

Solugdo Ay X, £ desvio (g dgua/g massa seca)

Salina Liofilizada SD 120°C SD 150°C SD 180°C
0,0137 £ 0,0171 £ 0,0210 £ 0,0184 +

LiCl 0,112 0,0007 0,0027 0,0117 0,0038
0,0553 £ 0,0341 £ 0,0415 £ 0,0518 £

CH;COOK 0,226 0,0011 0,0027 0,0063 0,0038
0,0517 £ 0,0274 £ 0,0391 £ 0,0484 +

MgCL, 0,328 0,0042 0,0033 0,0113 0,0051
0,0670 £ 0,0432 + 0,0645 + 0,0593 +

K>COs 0,432 0,0005 0,0176 0,0106 0,0015
0,0722 £ 0,0549 + 0,0757 £ 0,0746 +

Mg(NO3), 0,529 0,0056 0,0102 0,0085 0,0042
0,0887 £ 0,0802 + 0,1039 £+ 0,1079 £

KI 0,689 0,0028 0,0156 0,0590 0,0094
0,1076 £ 0,0958 + 0,1164 + 0,1200 £

NaCl 0,753 0,0006 0,0024 0,0582 0,0020
0,1425 + 0,1289 + 0,1780 £ 0,1625 +

KCl1 0,843 0,0093 0,0011 0,0529 0,0029

Os dados experimentais das isotermas de sor¢do das fragdes protéicas 7S e 11S em
p6 da proteina de soja foram ajustados por seis modelos da literatura, obtendo-se também o
coeficiente de determinacao (Rz) e o desvio relativo médio (DR). Estes valores, juntamente

com os parametros das equagoes, estdo descritos nas Tabelas 4.8 € 4.9.
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Tabela 4.8. Parametros de ajuste da isoterma da fracdo protéica 7S. SD: “spray dryer”.

Modelo Condigdo de Parametro de ajuste R? DR(%)
Secagem
Xm Cias Kgas
GAB Liofilizada 0,0299 5,082 0,914 0,9831 17,65
SD 120°C 0,0382 8,938 0,932 0,9827 11,46
SD 150°C 0,0474 7,996 0,916 0,9701 17,16
SD 180°C 0,0501 19,002 0,906 0,9936 4,59
Xm Cger
BET Liofilizada 0,0299 5,885 0,9674 30,87
SD 120°C 0,0288 7,329 0,9729 20,85
SD 150°C 0,0341 38,617 0,9469 22,86
SD 180°C 0,0363 253,469 0,9704 10,74
Xm Cger n
BET Liofilizada 0,0299 19,803 25,2131 0,9699 42,36
modificado SD 120°C 0,0288 79,688 25,1241 0,9743 16,05
SD 150°C 0,0341 88,968 22,6018 0,9578 24,17
SD 180°C 0,0363 200,016 21,5471 0,9825 9,64
A B
HALSEY Liofilizada 0,0185 1,3023 0,9741 43,14
SD 120°C 0,0162 1,3534 0,9817 12,43
SD 150°C 0,0190 1,3829 0,9640 21,94
SD 180°C 0,0150 1,5606 0,9932 5,62
C D
OSWIN Liofilizada 0,0644 0,6030 0,9821 18,99
SD 120°C 0,0646 0,5811 0,9822 12,81
SD 150°C 0,0771 0,5662 0,9676 16,48
SD 180°C 0,0894 0,4950 0,9906 7,43
k’ n’
HENDERSON  Liofilizada 11,7551 1,0456 0,9750 19,61
SD 120°C 3, 3066 3,3066 0,9758 18,62
SD 150°C 3,0517 3,0517 0,9619 12,29
SD 180°C 1,8072 0,2083 0,9873 20,35

Onde X, € a umidade da monocamada (g de dgua/g de sélidos secos) e Cgap, Kgas, Cper, 0, A, B, C, D, k’ e
n’ parametros de ajuste dos modelos. Os valores de X, correspondentes ao modelo de BET foram fixados
para o ajuste do modelo de BET modificado.
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Tabela 4.9. Parametros de ajuste da isoterma da fragcdo protéica 11S. SD: “spray dryer”.

Modelo Condigao de Parametro de ajuste R? DR(%)
Secagem
Xm Cias Kgas
GAB Liofilizada 0,0349 6,688 0,787 0,9750 11,98
SD 120°C 0,0317 8,608 0,906 0,9891 7,14
SD 150°C 0,0394 10,815 0,926 0,9864 9,23
SD 180°C 0,0501 6,250 0,839 0,9835 7,36
Xm Cger
BET Liofilizada 0,0256 64,000 0,8979 25,17
SD 120°C 0,0222 66,000 0,9626 15,15
SD 150°C 0,0296 68,808 0,9693 14,94
SD 180°C 0,0287 59,1649 0,9423 21,21
Xm Cger n
BET Liofilizada 0,0256 29,299 19,7702  0,8625 21,94
modificado SD 120°C 0,0222 45,259 22,7847  0,9769 13,72
SD 150°C 0,0296 45,502 25,7606  0,9748 13,55
SD 180°C 0,0287 50,072 20,6965  0,9606 19,92
A B
HALSEY Liofilizada 0,0063 1,7059 0,9512 21,29
SD 120°C 0,0095 1,4292 0,9852 11,09
SD 150°C 0,0148 1,4112 0,9849 11,74
SD 180°C 0,0109 1,5344 0,9745 13,89
C D
OSWIN Liofilizada 0,0659 0,4538 0,9724 15,19
SD 120°C 0,0515 0,5468 0,9886 7,22
SD 150°C 0,0683 0,5511 0,9855 8,01
SD 180°C 0,0700 0,5035 0,9834 9,00
k’ n’
HENDERSON Liofilizada 3,5136 3,5136 0,9595 16,51
SD 120°C 3,7705 3,7705 0,9859 14,73
SD 150°C 3,2704 3,2704 0,9757 17,47
SD 180°C 3,3112 3,3112 0,9792 19,15

Onde X, € a umidade da monocamada (g de dgua/g de sdlidos secos) e Cgag, Kgas, Cpet, A, B, C, D, k> en’
parametros de ajuste dos modelos. Os valores de X, correspondentes ao modelo de BET foram fixados para o
ajuste do modelo de BET modificado.

De forma geral, as isotermas apresentaram bons ajustes aos modelos testados, com a
maioria dos valores de coeficiente de determinacdo superiores a 0,90. Para uma avaliacio
mais adequada desses ajustes, o desvio relativo médio entre os valores preditos e os

observados também foi analisado. Desta forma, para as fracdes 7S e 11S da proteina de
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soja, os modelos de GAB e Oswin foram os que apresentaram melhores ajustes, com
desvios inferiores a 18% e coeficientes de determinac@o préximos a unidade.

O modelo de GAB é amplamente utilizado na literatura por descrever bem as curvas
de sorcdo de diversos alimentos. Lewicki (1997) sugere que as constantes deveriam assumir
valores na faixa de 0,24 < Kgag <1 ¢ 5,67 < Cgap < o, de modo a garantir uma boa
descricdo da curva sigmoidal e preencher os requisitos do modelo de BET, bem como
assegurar que os valores da umidade na monocamada ndo diferenciem mais que 15% da
umidade real. Analisando as Tabelas 4.8 e 4.9, observa-se que as constantes encontram-se
dentro do intervalo sugerido por este autor.

Também pode-se observar nas Tabelas 4.6 e 4.7 que para atividade de dgua de até
0,532, o aumento da umidade de equilibrio (X.) foi pequeno, quando comparado as
umidades atingidas em valores de atividade de 4gua maiores, o que também foi observado
por outros autores (Righetto e Netto, 2005, Gabas et al., 2007 e Tonon, 2009). Nessa
ultima regido, a d4gua exerce uma forte influéncia sobre a estabilidade do pd, uma vez que,
estando na forma de moléculas livres, pode dissolver componentes, resultando em uma
aceleracdo de reacdes indesejaveis.

O valor de X,, (umidade da monocamada) calculado pelos modelos de BET e GAB
€ de particular interesse, uma vez que indica a quantidade de dgua que estd fortemente
adsorvida aos sitios especificos na superficie do alimento, e é considerado como o valor
6timo para assegurar sua estabilidade (FENNEMA, 1996). Os valores de X, obtidos para
as fracoes 7S ficaram entre 3% e 5% obtidos a partir do modelo de GAB e 3% e 3,7% pelo
modelo de BET. Para a fragao 118, esses valores ficaram entre 3% e 5% para GAB e 2% e
3% para BET. Cassini et. al. (2006) encontraram valores de 7,5% para GAB e 7,4% para
BET em proteina texturizada de soja. Essa diferenca entre os valores de X,, encontrados
para as fragdes 7S e 11S da proteina da soja e para a proteina texturizada da soja pode ser
atribuida a diferenca na composi¢do dos produtos.

Por apresentar uma boa fundamentacdo tedrica, foi realizada uma representacao
grafica das isotermas de sor¢do das fragdes protéicas 7S e 11S da proteina de soja, ajustadas
pelo modelo de GAB (Figura 4.5). As isotermas de sor¢@o para as duas fragdes podem ser
consideradas como curvas do tipo II, seguindo a classificacdo de Brunauer, Emmet e Teller

(1938).
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Figura 4.5. Isotermas de sorcao obtidas para as fracdes 7S (A) e 11S (A) da proteina de
soja. SD: “spray dryer” e L: liofilizada.

De acordo com a Figura 4.5, para as duas fracdes, pode-se dividir em dois grupos:
as liofilizadas e secas em “spray dryer” a 120°C e as secas em “spray dryer” a 150 ou
180°C. Esse comportamento provavelmente ocorre devido a higroscopicidade das amostras,
que € maior nas secas em maior temperatura devido ao seu menor tamanho de particula e
conseqiiente maior drea de adsorcdo. Além disso, a umidade da monocamada (Xp,)
aumentou a maiores temperaturas de secagem, ou seja, a secagem mais rapida resultou em

maior quantidade de dgua fortemente ligada.
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4.2.Caracterizacao dos géis obtidos a partir da fracao 7s e 11s da proteina de soja.

4.2.1. Ensaios Reologicos Oscilatorios

A gelificacdo térmica dos isolados protéicos de soja foi estudada por ensaios
oscilatdrios usando rampas de aquecimento. O fornecimento continuo de energia promove a
ruptura das interagdes intra-moleculares, levando a desnaturacdo das proteinas globulares.
Esse processo favorece, posteriormente, interacdes entre moléculas vizinhas e, dependendo
da intensidade e quantidade destas alteracdes pode ocorrer a formacdao de agregados
moleculares até o ponto em que é formado um gel (CAVALLIERI et. al., 2010). Nos
ensaios reoldgicos oscilatérios, foram observados dois parametros: G’e G”. O parametro G’
€ denominado mddulo de armazenamento e é a medida do componente eldstico da medida,
representando a resisténcia da estrutura e estd associado a formacdo de uma rede
tridimensional. O pardmetro G” é denominado médulo de dissipacdo e € a medida do
componente viscoso da medida, representando as interacdes que ndo contribuem para a
natureza tridimensional da rede. (SUN & ARNFIELD, 2010).

As Figuras 4.6 e 4.7 mostram os valores de G’ ¢ G” para as fragdes enriquecidas em

7S e 118, respectivamente.
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Figura 4.7. Variacdo dos médulos de armazenamento (G’) e de dissipacdo (G’’) durante o
aquecimento da fracdo enriquecida em 11S nos valores de pH 3 (A, B, CeD)e 7
(E, F, G e H) nas formas de secagem: liofiliza¢do (A e E) e secagem em “spray
dryer”a 120 (B e F), 150 (C e G) e 180°C (D e H).
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Tanto na Figura 4.6 (fracdo rica em 7S) quanto na Figura 4.7 (fracdo rica em 11S),
nota-se a grande diferenca no perfil de G’ e G” das amostras em pH 3 em relagdo as
amostras em pH 7. Quando G’ € maior que G”, o material se comporta mais como um
s6lido, isto €, as deformacgdes sdo essencialmente elasticas (RAO, 1999). Entdo, os
resultados apresentados mostram que o escoamento eldstico predominou sobre o viscoso
em todas as amostras, sendo este comportamento mais acentuado em pH 3.

Para a fracdo de proteina de soja enriquecida em 7S (Figura 4.5), tanto as amostras
em pH 3 como em pH 7 apresentaram valores finais entre 3 e 9 vezes maior de G’ em
relacio a G”. No entanto, cabe ressaltar que esta diferenca caiu com o aumento da
temperatura de secagem. J4 para a fracdo enriquecida em 11S (Figura 4.6), G’ se
apresentou maior que G” em média entre 1 e 6 vezes, sendo esta diferenca mais acentuada
em menor valor de pH e temperatura de secagem.

Como a relagdo entre G’ e G” foi sempre inferior a 10, tanto para os géis obtidos a
partir da fracdo enriquecida em 7S, como com a fragdo enriquecida em 118, estes géis
podem ser considerados fracos. Considerando esta classificacdo, tanto para a fracdo 7S
como para a 11S e nos dois valores de pH estudados, os géis obtidos a partir da fracao
liofilizada ou seca em “spray dryer” a 120°C se mostraram os mais fortes, ficando mais
frageis com o aumento da temperatura de secagem. Estes resultados mostram que, quanto
maior a temperatura de secagem, menor foi a capacidade de formacdo de gel nas amostras.
Bainy et. al. (2008) também observaram maiores valores de G’ em relacdo a G para as
fragdes 7S e 11S da proteina de soja liofilizada e solubilizada em pH 7, sendo essa
diferenca mais acentuada na fracdo 118S.

O ponto de cruze ou a intersecdo de G’ ¢ G” € o critério arbitrario mais utilizado
para a definicdo do ponto de gel (HORNE, 1995). Além disso, em uma varredura de
temperatura a freqii€ncia constante, o ponto em que esses dois parametros se cruzam pode
ser interpretado como a temperatura de mudanca da caracteristica viscoeldstica
predominante da amostra (DJABOUROV et al., 1988). Os pontos de cruze de G’ ¢ G”
durante o aquecimento estdo representados na Tabela 4.10, ou seja, nessas temperaturas a

caracteristica reoldgica das amostras passou de predominantemente viscosa para eldstica.
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Tabela 4.10. Temperaturas de cruze (°C) de G* e G das fragdes enriquecidas em 7S e 11S
da proteina de soja secas por liofilizagdo ou “spray dryer” (SD) em 120, 150 ou
180°C e solubilizadas em pH 3 e 7.

Temperatura de cruze de G’ e G” (°C)

Condigdes de secagem
Amostra pH Liofilizada SD 120°C SD 150°C SD 180°C
7S 3 63,5 37,8 52,7 62,8
______________________ 7 | 499 87 855 820
118 3 30,8 30,5 30,6 33,0
7 61,4 66,9 50,5 81,1

Os géis obtidos em pH 3 apresentaram os pontos de cruzamento entre G’ ¢ G” em
temperaturas inferiores aos pontos obtidos pelos géis em pH 7 para ambas as fracdes, com
excecdo da amostra liofilizada da fracdo 7S, que apresentou comportamento oposto. Esses
valores mostram que em pH 3 o ponto de gel ocorre em temperaturas mais baixas que em
pH 7. Esse predominio do escoamento eldstico sobre o viscoso é bem mais acentuado na
fracdo enriquecida em 118S, pois o ponto de gel ocorreu em temperaturas bem menores que
na fracdo 78S. Isto provavelmente se deve ao fato da fracdo 11S ter a capacidade de formar
géis mais fortes que a fracao 7S (MANION & CORREDIG, 2006).

Tseng et. al. (2009) constataram que com a diminui¢do de pH, houve um aumento
acentuado no valor de G’, indicando a formagdo de uma rede de proteina eldstica para as
fracoes 7S e 11S da proteina de soja liofilizada, resultado similar ao observado neste
trabalho. J4 Alvarez et. al. (2008) observaram que tanto o mddulo eldstico quanto o viscoso
decresceram com a queda de pH para as duas fragdes liofilizadas. No entanto, ndo foram
encontrados na literatura dados sobre o efeito da secagem em “spray dryer” na capacidade
de gelificacdo de fracoes enriquecidas em 7S e 11S da proteina de soja.

As Figuras 4.8 e 4.9 apresentam as microestruturas dos géis formados a partir das
fragdes enriquecidas em 7 e 11S nos diferentes valores de pH estudados usando as mesmas
concentragdes dos ensaios reolégicos. Os géis obtidos a partir da fracdo enriquecida em 7S
em pH 7 mostram granulos de diferentes dimensdes distribuidos aleatoriamente, enquanto
que os géis obtidos a partir da fracdo enriquecida em 11S mostram uma rede mais
estruturada porém heterogénea, que sdo caracteristicas tipicas das redes dessas fragdes
protéicas (SPERONI et. al. 2009). Em pH 3, tanto para os géis obtidos a partir da fragdo

enriquecida em 7S quanto para os obtidos a partir da fracdo enriquecida em 11S, a rede
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principal tornou-se mais continua o que aparentemente induz ao fechamento dos poros que
se tornam menores € mais homogeneamente distribuidos pela estrutura. Isso explicaria os
maiores valores de cardter eldstico observados para os géis formados neste valor de pH,
principalmente os formados a partir da fracdo enriquecida em 11S, visto que a tensdo
aplicada é melhor distribuida pela estrutura que suporta maiores deformacdes.

Para ambas as fragdes protéicas estudadas, observa-se nas imagens a formacao de
uma rede um pouco mais densa nos géis formados a partir da fracdo liofilizada. Nos géis
formados a partir das fracdes secas em ‘“‘spray dryer”, ndo € possivel verificar grandes

diferengas entre os géis avaliados.
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Figura 4.8. Microscopia confocal de géis de fracao enriquecida em 78S liofilizada ou seca
em “spray dryer” em 120, 150 ou 180°C empH 3 (A,B,Ce D)epH 7 (E, F, G,
H) respectivamente.
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Figura 4.9. Microscopia confocal de géis de fracdo enriquecida em 118 liofilizada ou seca
em “spray dryer” em 120, 150 ou 180°C em pH 3 (A,B,Ce D)epH 7 (E, F, G,
H) respectivamente.
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4.2.2. Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas estdo correlacionadas as caracteristicas de textura do
produto, que é um importante fator relacionado a qualidade de alimentos. A avaliagdo
destas propriedades é de grande importancia préatica, uma vez que os alimentos sao
submetidos a tais deformacgdes durante o processamento e o consumo (PICONE, 2005). Os
fatores que afetam as propriedades mecénicas ou de ruptura de géis incluem o nimero de
ligacdes por secdo transversal da rede e a forca de cada ligacdo (VAN VLIET et. al., 1991),
que dependem do pH, natureza e concentracdao das macromoléculas e forca idnica do meio.

Os efeitos da modificacdo do pH (3 ou 7) sobre as propriedades mecanicas dos géis
obtidos a partir das fracdes enriquecidas em 7S ou 11S foram avaliados a partir dos
resultados de compressao uniaxial. A partir desses ensaios, foram obtidos valores para
tensao e a deformac@o na ruptura, que podem ser associados, respectivamente, com a
dureza do gel e a sua deformabilidade.

As solugdes obtidas a partir da fracdo 11S da proteina de soja seca em “spray dryer”
a 150 e 180°C ndo formaram géis auto-sustentaveis em pH 7 e, portanto, estes sistemas nao
foram submetidos a testes de compressao. No entanto, todos os sistemas estudados em pH 3
formaram géis auto-sustentdveis. Cavallieri et. al. (2010) identificaram que sistemas
contendo 8% de isolado protéico de soja (SPI) ndo formaram géis auto-sustentaveis em pH

6,7, mas em pH 5,7 houve a formagao de géis auto-sustentdveis.

4.2.2.1.Tensao de Ruptura (ogr)

As Figuras 4.10 e 4.11 mostram os valores obtidos para a tensdo na ruptura dos géis
obtidos a partir das fragdes enriquecidas em 7S e 11S da proteina de soja em pH 3 e 7,

respectivamente.
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Figura 4.10. Tensao na ruptura dos géis obtidos a partir da fracdo enriquecida em 7S da

proteina de soja em pH 3 e 7. * Letras iguais correspondem a valores estatisticamente

iguais (p<0,05). Letras minusculas representam a analise estatistica das amostras no mesmo pH e
maiusculas entre os dois valores de pH.
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Figura 4.11. Tensao na ruptura dos géis obtidos a partir da fracido enriquecida em 11S da
proteina de soja em pH 3 e 7. NG significa a ndo formagdo de gel auto-

sustentavel. * Letras iguais correspondem a valores estatisticamente iguais (p<0,05). Letras

mindsculas representam a andlise estatistica das amostras no mesmo pH e maidsculas entre os
dois valores de pH.
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Nos géis obtidos a partir da fracdo enriquecida em 7S, para ambos os valores de pH
estudados, a tensdo na ruptura se apresentou muito maior e estatisticamente igual nas
amostras liofilizadas, resultando em géis mais “duros” que nas demais amostras (Figura
4.10). Em uma comparacdo entre os géis obtidos a partir das amostras secas em ‘“‘spray
dryer” e em cada pH, observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os valores de
tensdao na ruptura. Comparando os dois valores de pH para as amostras secas em ‘“‘spray
dryer” nas diferentes temperaturas, foi possivel verificar que em pH 7 os géis eram mais
frageis, com exce¢ao da amostra seca a 150°C em pH 7, que se apresentou estatisticamente
igual a amostra em pH 3.

Nos géis obtidos a partir da fracdo enriquecida em 11S da proteina de soja, a
diferenga nos valores na tensdo de ruptura se mostra bem acentuada entre os dois valores de
pH estudados. Em pH 3, os géis obtidos a partir das amostras liofilizada e seca em “spray
dryer” a 180°C (maior temperatura) se mostraram estatisticamente iguais e com valores
menores de tensdo na ruptura do que os géis obtidos a partir das amostras secas em ‘“‘spray
dryer” a 120 e 150°C (Figura 4.11). J4 em pH 7, o valor encontrado para o gel obtido a
partir da amostra liofilizada foi maior e estatisticamente diferente do que o encontrado para
o gel obtido a partir da amostra seca em “spray dryer” a 120°C, enquanto que as amostras
secas em maiores temperaturas ndo formaram géis auto-sustentdveis neste pH. Em uma
comparacao entre os dois valores de pH estudados, os géis obtidos em pH 7 tiveram valores
de tensdo na ruptura bem menores e estatisticamente diferentes dos encontrados em pH 3.

Comparando os géis obtidos a partir das duas fracdes estudadas, os valores de
tensao na ruptura obtidos para a fracdo rica em 11S foram bem maiores que os obtidos para
a 7S em pH 3. Os géis obtidos em pH 3 a partir da fracdo rica em 11S seca em “spray
dryer” a 120 e 150°C foram os mais rigidos e fortes. Para géis formados a partir de isolado
protéico de soja liofilizado, Puppo e Afidon (1998) e Cavallieri et. al. (2010) obtiveram
resultados opostos, encontrando valores de tensdo na ruptura maiores com o aumento do
pH. Em contrapartida, Torres et. al. (2010) e Valim et. al. (2009) encontraram valores de
tensdo na ruptura menores com o aumento do pH para géis formados a partir de ovalbumina
e proteina do soro de leite comerciais, respectivamente. Dados de propriedades mecénicas
de géis formados a partir das fracOes ricas em 7 e 11S da proteina de soja ndo foram

encontrados na literatura para nenhum dos dois métodos de secagem.
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No geral, os géis da duas fragdes formados no pH 7 se apresentaram mais frageis
que os géis formados em pH 3. Esses resultados sdo uma conseqiiéncia das interacdes
eletrostaticas mais favoraveis em pH 3 e dissulfidicas em pH 7. No pH 7, as interagdes
dissulfidicas estao provavelmente comprometidas pelo processo de secagem, o que leva a

formacao de géis mais frageis.

4.2.2.2.Deformaciao na Ruptura (sg)
As Figuras 4.12 e 4.13 mostram os valores obtidos para a deformagdo na ruptura

dos géis obtidos a partir das fracdes ricas em 7 e 11S da proteina de soja em pH 3 e 7,

respectivamente.
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Figura 4.12. Deformacao na ruptura (eg ) dos géis obtidos a partir da fracao rica em 7S da
proteina de soja em pH 3 e 7. * Letras iguais correspondem a valores estatisticamente

iguais (p<0,05). Letras minusculas representam a analise estatistica das amostras no mesmo pH e
maidsculas entre os dois valores de pH.
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Figura 4.13. Deformacao na ruptura dos géis obtidos a partir da fracdo rica em 11S em pH

3 e 7. NG significa a ndo formacgdo de gel auto-sustentdvel. * Letras iguais
correspondem a valores estatisticamente iguais (p<0,05). Letras mintsculas representam a anélise
estatistica das amostras no mesmo pH e maidsculas entre os dois valores de pH.

Nos géis obtidos a partir da fracdo 7S da proteina de soja, a deformacdo na ruptura
apresentou-se estatisticamente igual em pH 3 para todas as amostras avaliadas. J4 em pH 7,
o gel obtido a partir da amostra liofilizada apresentou a maior deformagio na ruptura, valor
este que decresceu para as amostras secas em “spray dryer” a 120 e 150°C e voltou a
aumentar para a amostra seca em 180°C. Comparando-se os dois valores de pH estudados,
o maior valor de er foi observado no gel formado no pH 7 obtido a partir da amostra
liofilizada, seguido pelas amostras em pH 3 secas nas condi¢des mais brandas (liofilizada e
secas em “spray dryer” a 120 e 150°C), que foram estatisticamente iguais. Os valores de egr
foram iguais para as amostras secas em ‘“spray dryer” a 180°C, independente do pH
avaliado. Estes resultados mostram que, em geral, os géis obtidos em pH 3
(predominantemente eletrostédticos) foram mais deforméveis que os géis formados em pH 7
(dissulfidicos).

Para a fragdo enriquecida em 11S a pH 3, a deformacdo na ruptura apresentou
valores crescentes entre o gel obtido a partir da amostra liofilizada e o formado a partir da
amostra seca em “spray dryer” a 150°C, decrescendo ligeiramente na amostra seca em
“spray dryer” a 180°C. Em pH 7, os valores de eg foram estatisticamente iguais para os géis

obtidos a partir das amostras liofilizada e seca a 120°C. Como ja comentado anteriormente,
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as amostras secas em “spray dryer” a 150 e 180°C ndao formaram géis auto-sustentaveis.
Comparando os dois valores de pH estudados, os géis obtidos a partir das amostras
liofilizadas ou secas a 120°C foram estatisticamente iguais. Estes resultados mostram que o
pH ndo influenciou significativamente os valores de deformacdo na ruptura para os géis
obtidos a partir da fracdo rica em 11S da proteina de soja, porém o método de secagem
modificou esta propriedade mecanica.

No geral, para ambas as fra¢des, os valores de eg foram maiores em pH 7 para os
géis formados a partir das amostras liofilizadas e em pH 3 para os géis obtidos a partir da
amostras secas em “spray dryer”. Novamente, esses resultados sdo uma conseqii€éncia das
interacdes dissulfidicas provavelmente terem sido comprometidas pelo processo de

secagem.

4.2.3. Moédulo de Elasticidade (E)

A regido linear inicial das curvas de tensdo - deformagdo corresponde a faixa de
deformacdo reversivel dos géis, ou seja, onde ndo ocorrem danos irreversiveis a sua
estrutura. O coeficiente angular da curva nesta regido corresponde ao modulo de
elasticidade dos géis e representa a firmeza ou forca da rede a baixas deformagdes.

As Figuras 4.14 e 4.15 mostram os valores obtidos para o0 médulo de elasticidade
dos géis obtidos a partir das fracdes ricas em 7 e 11S da proteina de soja em pH 3 e 7,

respectivamente.
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Figura 4.14. Médulo de elasticidade (E) dos géis obtidos a partir da fracdo rica em 7S da
proteina de soja em pH 3 e 7. * Letras iguais correspondem a valores estatisticamente
iguais (p<0,05). Letras minusculas representam a analise estatistica das amostras no mesmo pH e
maiusculas entre os dois valores de pH.
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Figura 4.15. Mdédulo de elasticidade (E) dos géis obtidos a partir da fragdo rica em 11S da
proteina de soja em pH 3 e 7. NG significa a ndo formagao de gel auto-

sustentavel. * Letras iguais correspondem a valores estatisticamente iguais (p<0,05). Letras
mindsculas representam a andlise estatistica das amostras no mesmo pH e maitsculas entre os
dois valores de pH.
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De acordo com as Figuras 4.14 e 4.15, tanto os géis obtidos a partir da fracdo rica
em 7S como em 11S mostraram valores de médulo de elasticidade estatisticamente iguais,
independente do pH ou condic¢do de secagem usados. A Unica exce¢do foi para a fragdo rica
em 11S em pH 7, que mostrou um valor menor do médulo de elasticidade, mas ainda
préximo dos demais. Puppo e Afndn (1998) também observaram valores préximos do
moédulo de elasticidade em pH 3,0 e 8 para géis de isolado protéico de soja (SPI) com a
mesma concentracdo de proteina utilizada neste trabalho, porém os valores do médulo de
elasticidade encontrados por estes autores foram bem menores em compara¢do com o0s
avaliados neste trabalho. Isto provavelmente ocorreu devido a diferenca entre as redes dos
géis de SPI e de suas fragdes, visto que as mudancas provocadas nas propriedades dos géis
termicamente induzidos sdo funcdes da composicao do isolado ou de fragdes da proteina de

soja (BAINY et. al., 2008).

4.2.4. Capacidade de Retencao de Agua (WHC)

A capacidade de reteng¢do de dgua estd intimamente relacionada a estrutura da rede
dos géis e € uma caracteristica que influencia fortemente a aceitacdo dos produtos pelos
consumidores. Os resultados obtidos para capacidade de retencdo de dgua de géis em pH 3
compostos pelas fragdes ricas em 7 e 118 liofilizadas ou secas em “spray dryer” a 120, 150
ou 180°C estdo apresentados na Figura 4.16. Como para algumas amostras nao houve a
formacgado de géis auto-sustentdveis em pH 7, estes sistemas ndo foram submetidos a testes
de capacidade de retencdo de dgua, pois eram tdo frageis que se rompiam no preparo da

amostra, impossibilitando a realizagao dos mesmos.
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Figura 4.16. Capacidade de retencdo de dgua (WHC) das fragdes 7 e 11S da proteina de

soja em pH 3. * Letras iguais correspondem a valores estatisticamente iguais (p<0,05). Letras
mindsculas representam a andlise estatistica das amostras no mesmo pH e maidsculas entre os
dois valores de pH.

Entre os géis obtidos a partir da fragdo rica em 7S da proteina de soja, somente o
obtido a partir da amostra seca em “spray dryer” a 120°C apresentou-se estatisticamente
diferente e com menor valor. J4 os géis obtidos a partir da fragdo rica em 11S da proteina
de soja mostraram valores de WHC estatisticamente iguais. Comparando as duas fracdes,
os géis obtidos a partir da fragdo rica em 7S apresentaram os maiores valores de WHC,
sendo somente o gel obtido a partir da amostra seca em “spray dryer” a 120°C
estatisticamente igual aos géis obtidos a partir da fracdo rica em 11S, ou seja, a fracdo rica
em 7S produziu géis com maior capacidade de reten¢do de dgua. No entanto, Molina et. al.
(2002) observaram que a capacidade de retencdo de dgua dos géis obtidos a partir da fragdo
rica em 11S foi bem maior (em torno de 27%, e proxima do resultado obtido) que a dos
géis obtidos a partir da fragdo rica em 7S (em torno de 1%), ambos na mesma concentracao
utilizada neste trabalho e em pH 7; enquanto que Puppo e Aidn (1998) encontraram valores

acima de 80% para a capacidade de retencdo de dgua de géis obtidos a partir de SPI em pH

3.
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4.3. Caracterizacao das emulsoes obtidas a partir da fraciao 7s e 11s da proteina de

soja.

4.3.1. Estabilidade a cremeacao

Emulsdes O/A obtidas a partir da mistura de 6leo de soja (30% v/v) com uma
dispersdo aquosa (70% v/v) contendo as fragdes protéicas 7S ou 11S (1% m/v) foram
preparadas em valores de pH 3 e 7. Sob essas condicdes, a maioria das emulsdes
apresentaram separacdo de fases com a formacdo de uma fase superior oleosa e uma
inferior aquosa, com excecdo da emulsdo contendo a fracdo rica em 7S seca em “spray
dryer” a 180°C (maior temperatura usada) preparada em pH 7, que se manteve estdvel
mesmo apds 7 dias de estocagem. A separacdo de fases observada nestas emulsdes ocorreu
devido ao mecanismo de cremeacio, sendo que, para ambos os valores de pH, este processo
foi mais acentuado no segundo dia de estocagem para as emulsdes contendo a fracdo rica
em 7S e ja nas primeiras 24 horas para as emulsdes contendo a frag¢do rica em 118S.

As Figuras 4.17 e 4.18 apresentam o perfil de cremeacdo das emulsdes obtidas a
partir das fragdes ricas em 7S e 11S da proteina de soja, respectivamente. Em ambos os
valores de pH, houve pouca separacdo de fases nas emulsdes contendo a frag¢do rica em 78,
sendo esta mais acentuada nas emulsdes contendo a fracdo rica em 11S. Nas emulsdes
contendo a fracdo rica em 11S preparadas em pH 7 observou-se a formagao de uma terceira

fase acumulada no fundo da proveta, que, provavelmente, se tratava de proteina precipitada.
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Figura 4.17. Perfil de cremeacio das emulsdes obtidas a partis da fracdo rica em 7S da
proteina de soja liofilizada e seca em “spray dryer” a 120, 150 ou 180°C apos 7
dias de estocagem. Emulsoes preparadas em pH 3 e 7.
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Figura 4.18. Perfil de cremeagdo das emulsdes obtidas a partis da fracdo rica em 11S da

proteina de soja liofilizada e seca em “spray dryer” a 120, 150 ou 180°C apos 7
dias de estocagem. Emulsoes preparadas em pH 3 e 7.
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7z

A estabilidade a cremeacdo é medida através do indice de cremeagdo (IC), que
fornece informacdes indiretas sobre o grau de agregacdo das gotas em uma emulsdo: quanto
maior a agregacdo, maiores sdo as particulas e mais rapidamente ocorre a cremeacio
(Kulmyrzaev et. al. 2000). As Figuras 4.19 e 4.20 apresentam os valores do indice de
cremeacdo, calculados a partir da Equacdo 3.2, das emulsdes formadas com as fragdes ricas

em 7S e 11S da proteina de soja, ao longo dos 7 dias de estocagem.
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Figura 4.19. Indice de cremeacgio das emulsdes obtidas a partir da fracdo rica em 7S da
proteina de soja liofilizada ou seca em “spray dryer” a 120, 150 ou 180°C, ao
longo dos 7 dias de estocagem.
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Figura 4.20. indice de cremeacio das emulsdes obtidas a partir da fracdo rica em 11S da
proteina de soja liofilizada ou seca em “spray dryer” a 120, 150 ou 180°C, ao
longo dos 7 dias de estocagem.

A Figura 4.19 mostra que o IC mdximo para as emulsdes obtidas a partir da fracdo
rica em 7S foi préximo a 5%, indicando que as emulsdes apresentaram uma pequena
separagao de fases. Em pH 3, as emulsdes obtidas a partir das fracdes protéicas liofilizada e
seca em “‘spray dryer” a 120°C apresentaram comportamento semelhante, com inicio da
cremeacdo entre 3 e 4 dias. Além disso, o IC final (em equilibrio) foi duas vezes menor que
o das emulsdes obtidas a partir das fracdes protéicas secas em “spray dryer” a 150 e 180°C,
que também apresentaram comportamento similar ao longo do tempo de estocagem. Em pH
7, todas as emulsdes apresentaram comportamento similar, exceto a emulsdo obtida a partir
da fra¢do protéica seca em “spray dryer” a 180°C, que ndo mostrou separacdo de fases.
Comparando-se os dois valores de pH estudados, nota-se que as emulsdes obtidas em pH 3

apresentaram uma curva crescente de IC, atingindo a estabilidade apenas nas ultimas 24
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horas de estocagem; ja as emulsdes obtidas em pH 7 apresentaram uma curva crescente de
IC até o 3° dia de estocagem, tornando-se praticamente estaveis a partir deste ponto.

J4 com a fracdo rica em 11S, o IC médximo foi préximo a 15%, indicando que as
emulsdes apresentaram maior instabilidade em comparagdo as emulsdes estabilizadas com
a fracdo rica em 7S (Figura 4.20). Em pH 3, todas as emulsdes apresentaram
comportamento semelhante em uma curva crescente até o 4° dia de estocagem. A partir
deste ponto, a emulsdo obtida a partir da fracdo protéica seca em “spray dryer” a 180°C
apresentou um IC aproximadamente constante, enquanto que as demais emulsdes
continuaram em uma curva crescente até a estabilidade no final da estocagem (dltimos dois
dias). Ja em pH 7, o IC aumentou fortemente nas primeiras 24 horas e, posteriormente,
permaneceu praticamente constante em todo o periodo de estocagem. A emulsdo obtida a
partir da fracdo protéica liofilizada apresentou um IC final cerca de dois ter¢os menor que o
das emulsdes obtidas a partir das fracdes protéicas secas em ‘“‘spray dryer”, que
apresentaram um comportamento semelhante independente da temperatura de secagem.

Comparando os dois valores de pH estudados para as duas fragdes protéicas,
observa-se que as emulsdes obtidas em pH 3 apresentaram uma curva crescente de IC,
atingindo a estabilidade apenas nas dltimas 24 horas de estocagem, enquanto que em pH 7,
houve um aumento do IC apenas nas primeiras 24 horas, e este tornou-se praticamente
estavel ao longo do restante do tempo de estocagem. Mudangas na estrutura das proteinas
sdo um fendmeno dependente do pH (PUPPO et. al., 2004), pois as proteinas de soja em
solucdo apresentam um tamanho médio em torno de 50 nm, com grandes agregados
presentes em pH dcido, que dificultam a estabilizagdo do sistema (LAM et. al., 2008).
Tratamentos fisicos, como a homogeneiza¢do a alta pressdo, envolvem altas forcas de
cisalhamento, podendo também causar mudangas estruturais e desnaturacdo das proteinas.
Tratamentos a alta pressdo modificam a conformagdo da proteina afetando as interagcdes
hidrofébicas e por pontes de hidrogénio devido ao rompimento das estruturas tercidrias e/ou
quaterndrias da maioria das proteinas globulares. Essas mudancas na conformacgdo da
proteina melhoram sua capacidade emulsificante, mas ndo a estabilidade das emulsdes
(KEERATI-U-RAI & CORREDIG, 2009). Em pH neutro (pH 7), este tipo de tratamento

causa agregacdo na frag@o protéica rica em 11S e um parcial desdobramento da fragdo rica
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em 7S, tornando a segunda mais estdvel que a primeira (MOLINA et. al., 2001; PUPPO et.
al., 2004; PUPPO et. al., 2011).

Wang et. al. (2001) encontraram valores de IC préximos a 2% para emulsdes
obtidas a partir de SPI homogeneizadas a alta pressdo num periodo de 7 dias de estocagem,
que estdo proximos dos encontrados neste trabalho para as emulsdes obtidas a partir da
fracdo rica em 7S da proteina de soja. Galazka et. al. (1999) constataram que a fracdo rica
em 11S da proteina de fava tem capacidade emulsificante e estabilizante inferior quando
comparada com a proteina integral. Com base no IC das fracdes 7S e 11S da proteina de
soja, Puppo et. al. (2011) mostraram que a fracdo 7S é a responsdvel pelas propriedades
globais das emulsdes de proteina de soja, enquanto que a fracdo 11S ndo exerce um efeito
significativo. No entanto, cabe ressaltar que em todos estes trabalhos foi utilizada proteina

liofilizada.

4.3.2. Potencial Zeta (C)

Potencial zeta é a diferenca de potencial entre a camada de ions proxima a superficie
da particula e o meio de dispersdo. Altos valores numéricos do potencial zeta podem ser
relacionados com a estabilidade de emulsdes (WANG et. al., 2011). A Figura 4.21 mostra o
perfil do potencial zeta encontrado para as fracdes ricas em 7S e 11S da proteina de soja
liofilizadas ou secas em “spray dryer” a diferentes temperaturas em funcdo do pH. Malhotra
& Coupland (2004) encontraram um perfil de potencial zeta para emulsdes obtidas a partir

de SPI bem préximo do apresentado.
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Figura 4.21. Perfil do potencial zeta das fragdes ricas em 7S e 11S da proteina de soja
liofilizada ou seca em “spray dryer” a 120, 150 ou 180°C em funcao do pH.

De acordo com a Figura 4.21, a fracdo rica em 7S apresentou o mesmo
comportamento independente da condi¢do de secagem, obtendo valores de potencial zeta
muito parecidos em cada pH. J4 para a fracdo rica em 11S, apenas a amostra liofilizada
apresentou um comportamento diferente das demais, com valores de potencial zeta menores
em pH abaixo do ponto isoelétrico. De maneira geral, o potencial zeta aumentou
gradualmente de um valor negativo para positivo com o decréscimo do pH entre 8 e 3.
Estes valores refletem no padrdo da for¢a de interacdo entre as proteinas, que gradualmente
mudou de repulsdo eletrostdtica negativa para positiva, passando pela atracdo eletrostética.
Quando o mdédulo do potencial zeta € alto, as forcas repulsivas predominam em relacio as
atrativas, fazendo com as goticulas fiquem dispersas no sistema, tornando o sistema
eletrostaticamente estabilizado. Por outro lado, quando o médulo do potencial zeta é baixo
(préximo a zero), as forcas atrativas predominam em relagdo as repulsivas, favorecendo a
aproximacao das particulas, o que resulta em instabilidade do sistema (YUAN et. al., 2010).

Pelos valores encontrados de potencial zeta em pH 3 e 7, todas as amostras deveriam ser
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estdveis, mas ndo sao provavelmente devido ao fato de a proteina ndo ser um emulsificante

muito eficiente para se adsorver no glébulo de gordura.

4.3.3. Distribuicio da Proteina nas Fases

A Tabela 4.11 apresenta os valores do teor de proteina das fases separadas das
emulsdes. As andlises de proteina da fase superior foram realizadas apds 7 dias de
estocagem, quando as amostras atingiram equilibrio cinético (indice de cremeacdo
constante). O teor de proteina da fase inferior foi obtido através do balanco de massa
apresentado na Equacio 3.2. O teor de proteina inicial de todas as emulsdes foi de 1%, com

os teores de 6leo e dgua sendo de 30% e 70%, respectivamente.

Tabela 4.11. Teor de proteina das fases separadas das emulsdes apds 7 dias de estocagem.
SD: ”spray dryer”.
Fase Superior (% m/m) Fase Inferior (% m/m)

Fracdo| pH
Liofilizada SD120°C SD150°C SD180°C | Liofilizada SD120°C SD150°C SD180°C
7S 3 0,981% 1,002  0.921°  0.816° 0,4192 0,398% 0.479" 0,584°¢
7 0,754* 0,939® 0,842 0,815 0,647 0461 0,553¢ 0,585¢

1,185  1,248" 1,163 0,244 0.215%  0,152° 0,237%
0,879 0,825  1,117° 0,543% 0,521* 0,575* 0,283"

Valores com letras iguais na mesma linha nfo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

[y
[y
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o0 =
W W
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Com base na Tabela 4.11, para as duas fracdes protéicas a fase superior do sistema
apresentou um teor de proteina maior que a fase inferior. A fase superior das emulsdes em
pH 3 apresentou um teor maior de proteina que as emulsdes em pH 7, ocorrendo o inverso
na fase inferior. O fato das proteinas de soja ndo adsorvidas poderem vir a gelificar, em pH
acido, principalmente com a fragdo 11S (ALVAREZ et. al., 2008), explica a gelificacdo das
emulsdes em pH 3. Isto também poderia explicar o maior teor de proteina da fase superior
das emulsdes obtidas a partir da fracdo rica em 11S em comparacdo com as emulsdes
obtidas a partir da fragdo rica 7S. Os processos de secagem das fragdes protéicas utilizadas
no preparo das emulsdes teve pouca influéncia sobre o teor de proteina nos sistemas, sendo

o pH o fator de maior influéncia.
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4.3.4. Distribuicio do Tamanho de Gotas

O tamanho das gotas é um pardmetro muito importante para diversas propriedades
das emulsdes como, por exemplo, vida de prateleira, aparéncia, textura e aroma.
Conseqiientemente, ¢ fundamental que se possa controlar e medir com precisdo o tamanho
das gotas em emulsdes (MCCLEMENTS, 2005). A Tabela 4.12 apresenta os valores do
diametro médio das gotas das emulsdes obtidas a partir das fracdes ricas em 7S e 11S da
proteina de soja liofilizada ou seca em “spray dryer” a 120, 150 ou 180°C em valores de pH

3e.

Tabela 4.12. Diametro médio das gotas D3, (um) das emulsdes obtidas a partir das fracdes
7S e 118 da proteina de soja liofilizadas ou secas em “spray dryer” (SD) a 120,
150 ou 180°C solubilizadas em valores de pH 3 e 7.

D3, (um)
Amostra 7S 11S
pH3 pH7 pH3 pH 7
Liofilizada 2,278 1,96% 433" 14,77°®
SD 120°C 2,05% 2,53%E 2,983 16,17%8
SD 150°C 3,659 2,72 3,03% 15,89%8
SD 180°C 3,25¢¢ 3,0496 4,634 19,318

* Letras iguais correspondem a valores estatisticamente iguais (p<0,05).
**Letras mintsculas representam a andlise estatistica das amostras no mesmo pH;
*#**etras maidsculas representam a andlise estatistica das amostras entre os dois valores de pH.

A Tabela 4.12 mostra que as emulsdes obtidas a partir da fracdo rica em 7S da
proteina da soja tanto em pH 3 como em pH 7 apresentaram tamanhos de gotas
estatisticamente diferentes para todos os processos de secagem. De forma geral, o tamanho
médio de gota tende a aumentar com a intensidade do processo de secagem, porém isso foi
mais notdvel em pH 7. Comparando-se os valores de pH estudados, observa-se uma
tendéncia de maior tamanho médio de gota em pH 3. As emulsdes mais estdveis feitas a
partir da fragdo 7S possuiam pH 7 (Figura 4.21), o que se confirmou com os menores
tamanhos de gota observados nesta condi¢do de pH (GALAZKA et. al., 1999).

Para as emulsdes estabilizadas com a fracdo rica em 11S da proteina de soja pode-se

concluir através da Tabela 4.12 que em pH 3, a emulsdo que apresentou o menor tamanho
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de gota foi a que utilizou a fracdo seca em “spray dryer” a 120°C, sendo que houve
tendéncia a aumentar o tamanho de gota com o aumento da temperatura de secagem. A
fragdo liofilizada mostrou resultado proximo a fragdo seca em “spray dryer’ a 180°C. Em
pH 7 também foi observada tendéncia de aumento do tamanho médio de gota com o
aumento da temperatura de secagem. Comparando os dois valores de pH estudados, estes se
mostraram bem diferentes, com as emulsdes em pH 7 apresentando um didmetro médio de
gotas até quatro vezes maior que as emulsdes em pH 3, confirmando os resultados de
estabilidade apresentados na Figura 4.20.

As Figuras 4.22 e 4.23 mostram a distribui¢do de tamanho das gotas das emulsdes
obtidas a partir das fracdes ricas em 7S e 11S da proteina de soja liofilizada ou seca em
“spray dryer” a 120, 150 ou 180°C em pH 3 ou 7. A tendéncia para a distribui¢do bimodal
de algumas fracOes € caracterizada pela sua funcionalidade relativamente pobre (baixa
capacidade emulsificante) e € uma indicacdo de emulsdes mais instdveis (CHOVE et. al.,
2007). As amostras que apresentaram distribui¢do bimodal sdao as emulsdes obtidas com as
fragdes secas em “spray dryer” a 150 e 180°C em pH 3 e seca em “spray dryer” a 180°C em
pH 7 para a fracdo rica em 7S e em todas as amostras obtidas pela fracdo rica em 118S.
Esses resultados condizem com as andlises anteriores de estabilidade, mostrando que essas
sdo as emulsdes mais instdveis com exce¢do da emulsdo obtida pela fracao 7S seca em
“spray dryer” a 180°C em pH 7, que ndo apresentou separacdo macroscépica de fases.
Como emulsdes obtidas a alta pressio em pH neutro (pH 7) mostram algum grau de
agregacdo, pode haver a formag@o de uma rede tridimensional (CHEN et al., 1999), que se
for relativamente forte pode ser a responsavel pela ndo separacdo de fases, apesar da

distribuicao bimodal e do maior didmetro médio de gota apresentado.
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Figura 4.22. Curvas de distribuicdo de tamanho de particula das emulsdes obtidas a partir
da frac@o 7S da proteina de sojaempH 3 e 7.
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Figura 4.23. Curvas de distribuicdo de tamanho de particula das emulsdes obtidas a partir
da fragdo 11S da proteina de sojaempH 3 e 7.

4.3.5. Medidas Reolégicas

4.3.5.1.Estado Estacionario (Curvas de Escoamento)

Medidas reolégicas em estado estaciondrio foram realizadas para todas as emulsoes.
As Figuras 4.24 e 4.25 apresentam as curvas de escoamento referentes a segunda subida das
emulsdes estabilizadas pelas fracdes ricas em 7S e 11S da proteina de soja em pH 3 e 7,

respectivamente. A maioria das emulsdes mostrou aumento da viscosidade aparente com o
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tempo de cisalhamento, caracterizando esses fluidos como reopéticos. Uma explicacio para
este tipo de comportamento € que a aplicacdo de uma forca de cisalhamento em uma
emulsdo aumenta tanto a freqii€éncia quanto a efici€éncia das colisdes entre as gotas, o que
leva a um aumento da agregacdo e, conseqiientemente, a um aumento na viscosidade
aparente com o tempo (MCCLEMENTS, 2005). No entanto, algumas amostras nao

apresentaram reopexia, € sim tixotropia, e sio mostradas no detalhe das Figuras 4.24 e 4.25.
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Figura 4.24. Propriedades reoldgicas das emulsdes estabilizadas pela fracdo rica em 7S da
proteina da soja em pH 3 e 7: curvas de escoamento da segunda subida da fase
superior das emulsoes. Detalhes: curvas de escoamento da emulsdo em pH 7 da
fracdo seca em “spray dryer” a 150°C (1) e a 180°C (2).
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Figura 4.25. Propriedades reoldgicas das emulsdes estabilizadas pela fragdo rica em 11S da
proteina da soja em pH 3 e 7: curvas de escoamento da segunda subida da fase
superior das emulsdes. Detalhes: curvas de escoamento da emulsdo em pH 7 da
fracdo liofilizada (1) e seca em “spray dryer” a 120°C (2), 150°C (3) e a 180°C
4.

Na Figura 4.24, os detalhes (1) e (2) representam as emulsdes estabilizadas com a
fracdo rica em 7S seca nas temperaturas mais elevadas e preparadas em pH 7, mostrando
uma ruptura estrutural da emulsdo na primeira etapa do escoamento, apesar da maior
viscosidade em comparacio com as demais amostras em estado estaciondrio. O
comportamento reopético também foi observado para a fase superior das emulsdes
estabilizadas com a fracdo rica em 11S em pH 3, porém em pH 7 também foi verificada
tixotropia (Figura 4.25 (1), (2), (3) e (4)) devido a presenca de uma rede tridimensional

(CHEN et. al, 2011) provavelmente formada pela gelificagio dessas emulsdes. E

interessante observar que a emulsdo estabilizada pela fracao liofilizada apresentou maior
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tixotropia em relac@o as outras amostras. Além disso, a tixotropia diminuiu com o aumento
da temperatura de secagem em “spray dryer” da fracdo rica em 11S da proteina da soja.

Em estado estaciondrio, observa-se a existéncia de um comportamento
pseudopléstico para todas as amostras, exceto para a fase superior das emulsdes em pH 7
estabilizadas pela fracdo rica em 11S, que mostrou um comportamento mais complexo e
ndo foi possivel o ajuste da equacdo da lei da poténcia. Os parametros de ajuste da equacdo
da lei da poténcia e os valores de viscosidade aparente foram calculados e sdo mostrados na
Tabela 4.13. A taxa de deformacdo de 100 s foi arbitrariamente escolhida considerando

alguns processos como escoamento em tubulacdo, agitacdo ou mastigacdo de alimentos

(STEFFE, 1996).

7



Resultados e Discussoées

Tabela 4.13. Efeito das diferentes condi¢des de secagem nas propriedades reoldgicas das
emulsdes estabilizadas pelas fracdes ricas em 7S e 11S da protefna da soja em pH
3 e 7. Indice de consisténcia (k), indice de comportamento (n), tensio residual (o)
e viscosidade (1)) a 100 s™' da fase superior dessas emulsdes. SD: “spray dryer”.

pH3

Amostra 7

oo (Pa)  k (Pa.s") n Nioo (Pa.s) R
Liofilizada 0 0,011** 0,889™PAB 0,009°* 0,9983
7s SD 120°C 0 0,006* 0,983PAC 0,010* 0,9994
SD 150°C 0 0,050"® 0,836%8 0,025"® 0,9997
SD 180°C 0 0,009% 0,955PAP 0,010% 0,9997

S Liofilizada 0o 0,147 0,796 0,059 09955
s SD 120°C 0 0,118° 0,852° 0,037% 0,9945
SD 150°C 0 0,078* 0,924¢ 0,053 0,9963
SD 180°C 0 0,270¢ 0,712% 0,0729 0,9946
pH7

Amostra 7

oo (Pa)  k (Pa.s") n Nioo (Pa.s) R
Liofilizada 0 0,002** 1,029°¢P 0,003*¢ 0,9991
- SD 120°C 0 0,005 1,039°¢P 0,005% 0,9904
SD 150°C 0 0,086"¢ 0,786%A8 0,036 0,9988
SD 180°C 0 0,096"¢ 0,846*ABD 0,042¢F 0,9977

""""""" Liofilizada - - o 0259 o

s SD 120°C - - - 0,067** -

SD 150°C - - - 0,061 -

SD 180°C - - - 0,053* -

* Letras iguais correspondem a valores estatisticamente iguais (p<0,05).
**etras mindsculas representam a andlise estatistica das amostras no mesmo pH;
*#%] etras maitisculas representam a andlise estatistica das amostras entre os dois valores de pH.

A partir da Tabela 4.13, pode-se observar que para as emulsdes em pH 3

estabilizadas pela fracdo rica em 7S, a viscosidade e o indice de consisténcia (k) se

apresentaram maiores na amostra estabilizada pela fragdo seca em “spray dryer” a 150°C,

sendo menores e estatisticamente iguais nas demais amostras. Por outro lado, os valores de

indice de comportamento (n) apresentaram um comportamento inverso. Ja para as emulsoes

em pH 7 estabilizadas pela fracdo rica em 7S, a viscosidade e o indice de consisténcia (k)
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aumentaram com a intensidade do tratamento térmico. Os valores de indice de
comportamento (n) também apresentaram um comportamento inverso, ou seja, diminuiram
com o aumento da temperatura de secagem. Comparando os dois valores de pH estudados,
a viscosidade e o indice de consisténcia (k) se apresentaram maiores valores nas emulsdes
em pH 7 com as maiores temperaturas de secagem, enquanto que os valores de indice de
comportamento (n) foram menores. Assim, a elevacdo da temperatura de secagem da fracdo
rica em 7S promoveu aumento da viscosidade e da pseudoplasticidade, favorecendo a
estabilidade dessas emulsdes.

A partir da Tabela 4.13 também pode-se observar que para as emulsdes em pH 3
estabilizadas pela fracdo rica em 118, a viscosidade e o indice de consisténcia (k) foram
maiores nas amostras secas a maiores temperaturas, mas a amostra estabilizada pela fracao
liofilizada mostrou viscosidade mais elevada que as demais emulsdes. J4 para as emulsdes
em pH 7 estabilizadas pela fracdo rica em 11S, a viscosidade foi maior na amostra
estabilizada pela fracdo liofilizada e ndo mostrou diferenca entre as demais emulsoes.
Comparando os dois valores de pH estudados, a viscosidade foi maior na amostra em pH 7
estabilizada pela fracdo liofilizada, sendo menor e estatisticamente igual nas demais
amostras. Assim, tem-se que a elevacao da temperatura de secagem em “spray dryer” da
fracdo rica em 11S da proteina de soja promoveu um aumento da viscosidade da fase
superior das emulsdes em pH 3, e a sua diminui¢do em pH 7, provavelmente como
conseqiiéncia da possivel gelificacdo dessas emulsdes j4 mencionada anteriormente, o que

favoreceu a estabilidade em pH 4cido e desfavoreceu a estabilidade no pH neutro.

4.3.5.2.Ensaios oscilatorios

As Figuras 4.26 e 4.27 apresentam as medidas reoldgicas dindmicas da fase superior
das emulsoes estabilizadas pelas fracdes ricas em 7S e 11S da proteina de sojaem pH 3 e 7

respectivamente.
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Figura 4.27. Espectro mecanico da fase superior das emulsdes estabilizadas pela fracao
rica em 11S da proteina de sojaempH 3 e 7.

As medidas reoldogicas dindmicas da fase superior das emulsdes estabilizadas pela
fracdo 7S mostradas na Figura 4.26 indicam que quase todos os sistemas apresentaram
comportamento de solu¢do semi-diluida. Neste caso, G” foi maior do que G’ em baixas
freqiiéncias e estes dois modulos se cruzaram em aproximadamente 1 Hz nas emulsdes em
pH 3 estabilizadas pelas fragdes liofilizadas e secas em “spray dryer” a 120 e 180°C e nas
emulsdes em pH 7 estabilizadas pelas fragdes liofilizadas e seca em “spray dryer” a 120°C.

As medidas reoldgicas dindmicas da fase superior das emulsdes estabilizadas pela

frag@o rica em 11S mostradas na Figura 4.27 indicaram que a maior parte dos sistemas em
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pH 3 se cruzaram a baixa freqiiéncia (préximo a 0,01 Hz), apresentando um
comportamento de solu¢do concentrada, sendo G’ maior que G” em todo o intervalo de
freqiiéncia. Os sistemas em pH 7 apresentaram um comportamento de gel, com G’ maior
que G” e com pouca dependéncia da freqii€éncia estudada.

O médulo de armazenamento ou G’ ¢ a medida da componente elastica dos
agregados e representa a resisténcia da estrutura, contribuindo para a forma¢do de uma rede
tridimensional ¢ G” (ou moédulo de dissipagdo) ¢ a medida da componente viscosa e
representa as interacdes que nao contribuem para a natureza tridimensional da rede (SUN &
ARNFIELD, 2010). A relagdao emtre G” ¢ G’ pode indicar o tipo de rede formada e esta
pode ser expressa pela tangente do angulo de fases, tan 6 (G’/G’). Menores valores de tan
representam estruturas tridimensionais mais fortes (SUN & ARNFIELD, 2010), e este

comportamento foi observado para a fracdo rica em 11S, como mostra a Figura 4.28.
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(AeB)e 11S (C e D) em diferentes condi¢des de secagem (liofilizadas e secas
em “spray dryer” a 120, 150 ou 180°C).

82



CAPITULO 5. CONCLUSAO

83



Conclusao

Os diferentes métodos de secagem e a variacdo da temperatura de secagem no
“spray dryer” ndo levaram a desnaturacdo das proteinas, mantendo as propriedades
funcionais desejaveis. Quanto as caracteristicas do po, as amostras secas em “spray dryer” e
em maiores temperaturas foram as mais claras. Estas também apresentaram menor umidade
devido as taxas de secagem mais elevadas, porém as altas temperaturas resultaram na
obtencdo de produtos em pd com baixa densidade volumétrica, o que resultaria em
pacotes/embalagens de maior volume e, conseqiientemente, um maior valor agregado do
produto.

Na gelificacdo das fragdes 7S e 11S foi observado que o moédulo eldstico
predominou sobre o viscoso nas amostras em pH 3, ocorrendo o inverso em pH 7. Esse
predominio do médulo eléstico sobre o viscoso foi bem mais acentuado na fragdo rica em
11S, que mostrou géis mais fortes que a fracdo rica em 7S. Além disso, os géis obtidos a
partir das fragdes secas em condi¢des mais brandas (liofilizada ou seca a 120°C) eram mais
fortes e com a rede tridimensional mais resistente. A redu¢do do pH (de 7 para 3) também
levou ao aumento da resisténcia e deformabilidade dos géis. J4 para o mddulo de
elasticidade, nem o pH e nem as condi¢des de secagem influenciaram os resultados. De
forma geral, as melhores propriedades mecanicas (resisténcia, dureza e deformacao) foram
obtidas para os géis formados com a fracdo rica em 11S da proteina de soja. Apesar deste
fato, esses géis apresentaram-se com a metade da capacidade de retencdo de dgua que os
obtidos a partir da fragcao rica em 7S.

Com relagdo a capacidade emulsificante, os resultados indicaram que as emulsdes
estabilizadas pela fracdo 7S da proteina de soja foram mais estdveis que as emulsdes
estabilizadas pela fracdo 11S. As emulsdes em pH 7 se mostraram mais estdveis que as
obtidas em pH 3. Nas emulsdes estabilizadas pela fracdo 7S, a condicdo de secagem mais
drastica levou a emulsdo mais estavel em pH 7, devido provavelmente a mais densa rede
tridimensional formada que impediu a separacdo de fases, mostrando um menor indice de
cremeacdo, tamanho de gota e um comportamento mais viscoso que eldstico. No entanto,
em pH 3 o aumento da temperatura de secagem diminuiu a estabilidade das emulsdes
obtidas a partir das fragdes ricas em 7S, ou seja, a emulsdo adicionada da fracdo liofilizada
foi a mais estavel. As emulsdes estabilizadas pela fragdo 11S da proteina de soja

gelificaram ao passar pelo processo de homogeneizagdo a alta pressao, o que foi
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confirmado pelos ensaios reoldgicos oscilatérios. O maior indice de cremeacdo e tamanho
de gota confirmaram que esta fracdo (11S) levou a emulsdes mais instaveis que as
estabilizadas pela fracao 7S.

A secagem em condi¢des mais brandas levou a obtencdo de fracdes ricas em 7S e
11S com a melhor capacidade gelificante, levando a formagdo de géis mais resistentes
especialmente em pH 3. As condi¢des mais brandas de secagem também favoreceram a
capacidade emulsificante da fracdo 7S em pH 3 e da 11S em pH 7. No entanto, fracdes 7S e
11S secas em condi¢des mais drdsticas formaram emulsdes mais estdveis em pH 7 e 3,
respectivamente. Assim, pode-se afirmar a partir dos resultados obtidos que as condi¢cdes de
extracdo e secagem das fragdes da proteina de soja deveriam ser adequadas e ajustadas de
acordo com a aplicacdo final, ou seja, de forma a se obter melhores propriedades gelificante

ou emulsificante.
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