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RESUMO

O isolado proteico de Gergelim (Sesamum indicum L.) pode ser um ingrediente de
grande interesse para aplicagdes na industria de alimentos, contribuindo para uma
economia circular, visto que pode ser gerado a partir de residuos industriais. Neste
sentido, este estudo teve como objetivo avaliar as alteragdes nas propriedades tecno-
funcionais (capacidade de retengcdo de agua e dleo, propriedades emulsificantes e
solubilidade) e estruturais (hidrofobicidade de superficie e FTIR) do isolado proteico
de gergelim (obtido a partir de um subproduto industrial) apds o processamento por
tecnologia de Alta Pressao Hidrostatica (HHP — High Hydrostatic Pressure). O Isolado
Proteico de Gergelim (SPI — Sesame Protein Isolate) foi processado a 200, 400 e 600
MPa por 10 minutos (25°C) em diferentes pHs (4,5; 7,0 e 11,0). O processamento por
HHP causou alteracbes na estrutura secundaria do SPI principalmente quando
processado a 400 e 600 MPa em pH 4,5 e a 200, 400 e 600 MPa em pH 11,0. Foi
observado aumento do conteudo de bobinas aleatorias na estrutura secundaria. Em
relagcédo a hidrofobicidade de superficie (Ho) as amostras processadas a 200 MPa em
pH 4,5 apresentaram aumento de 157% quando comparadas a amostra controle.
Aumento de Ho também foi observado em amostras processadas em pH 11,0 a 400
e 600 MPa, enquanto o processamento em pH 7,0 causou redugcdo conforme o
aumento do nivel de pressao. Os processamentos realizados em pH 4,5 e 7,0,
causaram um aumento de 63% e 80%, respectivamente, na solubilidade do SPI
quando analisados em pH 2,0. Nas mesmas condi¢cdes de processamento quando
analisado em pH 5,0 houve um aumento de 300% e 97% na solubilidade. Os
processos a 200 MPa exerceram maior influéncia no indice de atividade emulsificante
em pH 4,5; 7,0 e 11,0, aumentando em 132%, 115% e 17%, respectivamente. A
estabilidade das emulsdes foi melhorada quando processada a 600 MPaem pH 4,5 e
7,0, aumentando em 170% e 147%, respectivamente. A capacidade de retencao de
agua aumentou em 23% das amostras processadas a 600MPa em pH 4,5 e a 200MPa
em pH 7,0. Em relacédo a capacidade de retencéo de 6leo, os processos com pH 4,5
e 7,0 a 600 MPa apresentaram um aumento de 20%, enquanto a o isolado processado
em pH 11,0 a 200 MPa aumentou em 25%. A partir desses resultados é possivel
afirmar que o processamento por alta pressao hidrostatica consegue modificar as
estruturas proteicas (quartanarias, terciarias e secundarias) do SPIl. Essas

modificagdes em suas estruturas causaram alteracbes em suas propriedades tecno-



funcionais, podendo ser de grande interesse para aplicagao industrial, visto que

proteinas vegetais possuem baixas propriedades tecno-funcionais.

Palavras-chave: Proteina de Gergelim; Alta Pressao Hidrostatica; Mudanca de pH;

Subproduto industrial.



ABSTRACT

Sesame isolate protein (Sesamum indicum L.) will be a promising ingredient for the
food industry, contributing to a circular economy. However, its techno-functional
properties, particularly its solubility, limits its application in food products. In this study,
changes in structural (Surface hydrophobicity index and Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR)) and techno-functional properties (Water and oil holding capacity,
emulsifying activity, emulsion stability index and solubility) of Sesame Protein Isolate
(SPI) were evaluated after processing by High Hydrostatic Pressure (HHP) at
pressures of 200, 400, and 600 MPa for 10 minutes (25°C) at different pH (4.5, 7.0,
and 11.0). HHP treatment caused structural changes in the SPI when processed at
200, 400 and 600 MPa at pH 4.5 and 11.0. Processing by HHP caused changes in the
secondary structure of SPI mainly when processed at 400 and 600 MPa at pH 4.5 and
at 200,400 and 600 MPa at pH 11.0. An increase in the content of random coils in the
secondary structure was observed. Regarding surface hydrophobicity (Ho), samples
processed at 200 MPa at pH 4.5 showed a 157% increase when compared to the
unprocessed sample. Increased Ho was also observed in samples processed at pH
11.0 at 400 and 600 MPa, while processing at pH 7.0 caused a reduction in Ho as the
pressure level increased. Processes carried out at pH 4.5 and 7.0 caused an increase
of 63% and 80%, respectively, on solubility when analyzed at pH 2.0. Under the same
processing conditions at pH 5.0 there was an increase of 300% and 97% in its solubility.
In relation to SPI processed at pH 11.0, only at 200 MPa it was observed a 60%
increase in its solubility (evaluated as pH 8.0) when compared to its control. Processes
at 200 MPa had a greater influence on the emulsifying activity index at pH 4.5, 7.0 and
11.0, increasing by 132%, 115% and 17% respectively. While the stability of the
obtained emulsions was improved when processed at 600 MPa at pH 4.5 and 7.0,
increasing by 170% and 147% respectively. The water holding capacity increased by
23% for samples processed at 600 MPa at pH 4.5 and at 200 MPa at pH 7.0. Regarding
oil holding capacity, SPI processed at pH 4.5 and 7.0 at 600 MPa increased its capacity
by 20%, while SPI processed at pH 11.0 at 200 MPa increased 25%. From these
results it can be concluded that High Hydrostatic Pressure can modify SPI protein
structures (quaternary, tertiary and secondary). These changes in their caused
changes in their techno-functional properties, which may be of great importance for

industrial applications since vegetable proteins have low techno- functional properties.



Keywords: Sesame Protein Isolate; High Hydrostatic Pressure; pH-shifting; Industrial

by-products.
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1 INTRODUGAO

A evolugédo do perfil do consumidor ao longo dos anos vem ocasionando
modificagdes no mercado e na industria de alimentos. Os consumidores querem cada
vez mais tomar decisdes sobre os produtos alimenticios disponiveis para compras,
com base em suas caracteristicas, valores e prioridades (Clark et al., 2022).

Atualmente, a crescente preocupacéo dos consumidores com o meio ambiente
e com o bem-estar animal delineia uma tendéncia ascendente em um nicho de
mercado especifico. Nesse cenario, as tendéncias de mercado incluem o veganismo,
o vegetarianismo e o flexitarianismo (Bryant, 2019). Devido a mudanga desse
mercado, o consumo de produtos plant-based vém crescendo e, esse movimento
impulsiona a industria a buscar por novas fontes de proteinas vegetais.

A soja por muitos anos foi a principal fonte de proteina dos produtos alimenticios
voltados para a substituicdo da proteina animal. No entanto, a alta demanda por
produtos plant-based fez com que o mercado explorasse novas fontes de proteinas,
cedendo espacgo para as proteinas alternativas além da soja (The Good Food Institute,
2021).

Uma fonte leguminosa com grande destaque nos ultimos anos e que vem
sendo amplamente utilizada para produzir os analogos de carne, € a ervilha. As
proteinas alternativas podem ser obtidas a partir de leguminosas (por exemplo,
ervilhas, feijdes, grao de bico, lentilhas e tremogos), de oleaginosas (amendoim,
gergelim, linhaga e colza/canola), de cereais (trigo, milho, arroz, aveia, cevada e
sorgo), de pseudocereais (quinoa, amaranto, chia e trigo sarraceno), de fermentagao
fungica (micoproteinas), de microalgas (Spirulinas) e de insetos (D. Lin et al., 2017).

Uma fonte alternativa que vém sendo cobicada sdo as proteinas extraidas a
partir de subprodutos industriais. Os subprodutos tém sido reconhecidos como uma
fonte abundante e barata de compostos funcionais, como proteinas, antioxidantes e
fibras. A utilizagdo desses residuos vai de encontro com um dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), estabelecidos pela ONU (Organizagdo das
Nagdes Unidas), que é reduzir pela metade o desperdicio de alimentos e reduzir a
perda de alimentos até o ano de 2030 (Poji¢ et al., 2018)
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Muitos estudos tém avaliado as proteinas destes subprodutos como substitutos
promissores as proteinas animais, como € o caso das tortas provenientes da extragao
de oleaginosas como colza (ou canola) (Jia et al., 2021a), abobora (Vinayashree &
Vasu, 2021a), mostarda (Chakraborty et al., 2021), algodao (Kumar et al., 2021),
girassol (Albe Slabi et al., 2020) e semente de gergelim (Sa et al., 2021). O subproduto
da industria de 6leo geralmente tem um alto conteudo proteico (11-55%), que na
maioria das vezes sido descartados pela industria ou usados como matéria-prima para
racdo animal (Gorgug et al., 2019; Vinayashree & Vasu, 2021a).

Uma oleaginosa que vém se destacando é o Gergelim (Sesamum indicum L.),
pois quase toda a sua produgdo € destinada para a extragcdo do Oleo. A torta de
gergelim possui um teor de 35% de proteina (base seca) e pode chegar a 70% quando
livre de lipideos (Sa et al., 2022a).

O gergelim, apesar de nao ser originario do Brasil, € também uma fonte proteica
de grande interesse de exploragao, principalmente devido ao aumento exponencial do
seu cultivo no pais e por gerar um subproduto de alta qualidade (Kaur et al., 2021).
Na safra de 2023/2024 a expectativa do mercado € produzir o dobro da temporada
anterior, que foi de 174 mil toneladas, o que representa 300 vezes mais do que se
plantava ha 10 anos. Em relagdo a exportagao, subiu de 42 mil toneladas em 2022
para mais de 151 mil toneladas em 2023, um aumento de 257% (Conab, 2023).

Porém, assim como a maioria das proteinas vegetais, a proteina do gergelim
possui propriedades funcionais inferiores quando comparadas com as de origem
animal. As proteinas vegetais podem atuar como base estrutural na formulagdo de
produtos plant-based, no entanto, quando utilizadas em sua forma “nativa”, essas
proteinas apresentam desempenho funcional inferior se comparadas as de origem
animal, o que, de certa forma, limita suas aplicagcdes na industria de alimentos. Dessa
forma, métodos de modificacdo de proteinas estdo sendo usados para provocar
alteracdes na estrutura molecular ou em determinados grupos quimicos das proteinas
com a finalidade de aprimorar suas tecno-funcionalidades e ampliar suas aplicacoes
no setor de alimentos (Nikbakht Nasrabadi et al., 2021).

Essas modificagbes podem ser realizadas através de métodos classificados
como fisicos (processamento a alta pressao, processamento térmico, irradiagéo
gama, radiagao ultravioleta, campo elétrico pulsado, extrusao), quimicos (alteragdo de
pH, glicagdo, fosforilagdo, acilagdo, desamidagdo, cationizagdo) e bioldgicos

(modificacdo enzimatica, fermentacao) (Queirds et al., 2018a).
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Dentre os métodos fisicos de modificagdo, o processamento a alta pressao
hidrostatica (High Hydrostatic Pressure - HHP) destaca-se como uma tecnologia
emergente de processamento ndo térmico, no qual os alimentos sdo submetidos a
elevadas pressodes. Além de atuar com a inativagao de micro-organismos, atualmente
o HHP vém sendo utilizado nas modificagdes das propriedades fisico-quimicas e
tecno-funcionais das macromoléculas dos alimentos (Gang Huang et al., 2022).

De acordo com as pesquisas realizadas, constata-se que a utilizagcdo da
tecnologia de alta pressdo pode melhorar as propriedades tecno-funcionais das
proteinas vegetais, como visto na proteina de soja (Ma et al., 2022; Puppo et al., 2004;
Z. Wang et al., 2021a), ervilha (Chao et al., 2018; Hall & Moraru, 2021a; Sim et al.,
2019), feijdo (Ahmed et al., 2018; H. Lee et al., 2018; T. Lin & Fernandez-Fraguas,
2020) e quinoa (Luo, Yang, et al., 2022; Yildiz & Yildiz, 2023).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial do processamento
da Alta Pressao Hidrostatica sobre o isolado proteico de gergelim em diferentes pH,

verificando suas propriedades tecno-funcionais e estruturais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito da tecnologia de Alta Pressao Hidrostatica (HHP) combinado
com mudangas de pH sobre as propriedades estruturais e tecno-funcionais do isolado

proteico de gergelim.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o isolado proteico a partir do farelo de gergelim;

e Processar os isolados proteicos por Alta Pressao Hidrostatica, sob
diferentes pressdes (200, 400 e 600 MPa) e pH (4,5; 7,0 e 11,0);

e Avaliar o efeito do processamento sobre a estrutura proteica através da
Hidrofobicidade de Superficie e a Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR);

e Avaliar o efeito do processamento sobre a Atividade e Estabilidade
Emulsificante, Solubilidade, Capacidade de Retencdo de Agua e

Capacidade de Retengéo de Oleo;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mercado Consumidor

A evolugdo do perfil do consumidor ao longo dos anos vem ocasionando
modificagdes no mercado e na industria de alimentos. Os consumidores estdo cada
vez mais propensos a realizar escolhas em relagdo aos produtos alimenticios
disponiveis para compra com base em uma avaliacdo criteriosa de suas
caracteristicas, valores e prioridades (Clark et al., 2022).

Atualmente, a crescente preocupacao dos consumidores com o meio ambiente
e 0 bem-estar animal delineia uma tendéncia ascendente em um nicho de mercado
especifico. Nesse cenario, as tendéncias de mercado incluem o veganismo,
vegetarianismo e flexitarianismo (Bryant, 2019). Devido a mudanga desse mercado, o
consumo de produtos plant-based vém crescendo e esse movimento impulsiona a
industria a buscar por novas fontes de proteinas vegetais.

Embora os individuos que seguem um estilo de vida vegano sejam uma minoria
no mundo economicamente desenvolvido, as tendéncias recentes indicam um
crescimento notavel em seus numeros (Karmaus & Jones, 2021a). De acordo com
The Good Food Institute (GFI), o crescimento do mercado plant-based é de 7% ao
ano, e esse valor deve chegar a 12% em 2027. Globalmente, estima-se que até o ano
de 2030, as vendas do segmento movimentem US$ 162 bilhdes. No Brasil o setor de
proteinas alternativas recebeu investimento recorde de $5 bilhdes no ano de 2021, ou
seja, 60 % a mais do que no ano de 2020. Neste setor estdo incluidas ndo apenas as
empresas de proteina vegetal, mas também as de carne cultivada e as de fermentagéo
(The Good Food Institute,2022).

Desde 2018, o mercado vegano tem experimentado um crescimento
significativo, e analises mais recentes sugerem que esse nicho esta se consolidando
como uma das principais tendencias globais em termos de consumo (Saari et al.,
2021). A projegao para o mercado a base de carnes vegetais esta estimada para
aumentar de US$ 4,6 bilhdes em 2018 para US$ 85 bilhdes em 2030 (Reports and
Data, 2019).



22

De acordo com a Euromonitor International com esse boom na mudancga de
perfil do consumidor, outros mercados estdo comecando a acompanhar essa
tendéncia, como o mercado de baby food e pet food, no qual esse habito vegano é
passado para os filhos e até mesmo animais de estimacgao. Esse aumento do mercado
exige inovagao das marcas para sustentar o crescimento de valor e qualidade,
portanto, alimentos premium continuarao sendo cruciais para vencer no espago de
alimentos para bebés e pets (Euromonitor International, 2022).

O mercado global de ragdo vegana para pets (cdes e gatos) devera atingir US$
15.6 milhdes até 2028, tendo um CAGR (Compound Annual Growth Rate) de 7.7%
durante 2021-2028. Esse aumento no mercado pet food é devido ao aumento do
numero de donos de animais que sdo veganos e preferem que a comida de seus pets
sejam veganas. As principais inclinagbes no mercado de alimentos para animais de
estimacgao sao influenciadas por tendencias de alimentos humanos, como exemplo,
rétulos clean label, proteinas alternativas e ingredientes saudaveis (The Insights
Partners, 2020).

Porém, essa urgéncia de produtos plant-based € um grande desafio para a
industria. Em um levantamento feito pelo GFI, observou-se que existem alguns
principais desafios da industria para o mercado de produtos vegetais, incluindo
matérias primas e ingredientes com melhores funcionalidades tecnoldgicas (72% das
empresas apontam essa como uma alta prioridade); processos e ingredientes mais
sustentaveis (procura por processamentos que sejam sustentaveis, diminuindo o
impacto ambiental e otimizando o processo); e obtengdo do produto final com
caracteristicas nutricionais equiparado ou superior ao do produto de origem animal
(De Matos et al., 2021).

Na Unido Europeia a reclamagao dos consumidores ocorre principalmente em
torno da qualidade sensorial, englobando a aparéncia, textura e sabor, pois buscam
por produtos que sejam o mais similar possivel com os provenientes de origem animal
(Tuorila & Hartmann, 2020).

Portanto, a industria de alimentos esta criando uma geragao de produtos para
atender essa demanda do seu publico-alvo. O principal desafio nessa area é produzir
produtos similares aos de origem animal, que incluam suas caracteristicas sensoriais
e nutricionais. Assim, a industria alimenticia deve desenvolver combinacdes de

ingredientes, mediante a utilizagdo de técnicas inovadoras de processamento para
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criar esses atributos em alimentos plant-based, além de constituir uma cadeia

produtiva sustentavel.

3.2 Proteinas

As proteinas s&o polimeros, ou seja, moléculas formadas por uma sequéncia
de aminoacidos ligados entre si por ligagbes peptidicas. Possuem quatro niveis
estruturais: a estrutura primaria (sequéncia linear dos aminoacidos unidos por ligagéo
peptidica); a secundaria (interacdo da estrutura primaria local, organizando- se em
estruturas de a- hélice e folhas ); a terciaria (arranjo tridimensional da cadeia
polipeptidica com ela mesma); e a quaternaria (associagao estavel entre duas ou mais
cadeias de polipeptidios) (Sim et al., 2021).

A classificagao das proteinas pode ser feita de acordo com suas fungdes como
cataliticas, estruturais, regulatérias ou hormonais, de transporte, genéticas, imunes,
contrateis, armazenamento; conforme sua forma como fibrosas ou globulares; de
acordo com sua solubilidade como albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas; e
segundo o seu valor nutricional (aminoacidos essenciais) (Nadathur et al., 2017).

Quanto ao conteudo nutricional das proteinas, sabe se que as de origem
animais apresentam alta qualidade e conteudo nutricional, enquanto as de
procedéncia vegetais sdo geralmente deficientes em alguns aminoacidos essenciais
(Fasolin et al., 2019a). Proteinas que atendem aos requerimentos nutricionais para
todos os aminoacidos sdao chamadas de proteinas completas, que sao de origem
animal (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2013). Ao contrario,
as proteinas vegetais sdo normalmente incompletas, como por exemplo o milho é
deficiente em triptofano, o arroz e outros cereais em lisina, enquanto a metionina é o
aminoacido limitante no feijao e outras leguminosas. Combinar diferentes proteinas
vegetais pode ser uma solugao para que se atinja o perfil de aminoacidos desejados
(Aluko, 2018).

Além do importante papel nutricional, as proteinas tém uma relevancia também
pelas suas propriedades tecno-funcionais, que as tornam um alimento mais atraente
sensorialmente. Desta forma, as proteinas desempenham um papel importantissimo

nas propriedades nutricionais, sensoriais, fisico-quimicas e organolépticas (cor,
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textura, sabor) dos alimentos e, por isso, despertam interesse para aplicagdes
industriais (Moure et al., 2006).

As propriedades tecno-funcionais mais importantes das proteinas nas matrizes
alimentares incluem a solubilidade, a capacidade de retengdo de agua e gordura, a
formacgao de gel, a capacidade de emulsificagao, e a formagao de espuma, conforme
Figura 1. Estas propriedades relacionam-se com a forma como as proteinas interagem

com outros componentes (Soares et al., 2020).

Figura 1 - Relagao entre as diferentes propriedades funcionais, a solubilidade das
proteinas animais, e a sua aplicagdo em sistemas alimentares.

SOLUBILIDADE ELEVADA SOLUBILIDADE INTERMEDIA SOLUBILIDADE BAIXA
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. Emu|siﬁ|-_a§§a massas alimenticias enchidos, bolos, padaria
Formacio e estabilizagio de emulsdes * Elasticidade * Flavour bfﬂdfﬂg
& Ex. sistema alimentar: Malhas, sopas, Ligagdo hidrofdbica no gliten; Adsorgio
% bolos, gelade, iogurte Ligagdes sulfete nos géis; Ex. sistema alimentar: Analogos de
u . Forma;éo dE espuma Ex. sistema alimentar: Carnes, carne, padaria
% Formagio e estabilizagdo de espuma padaria, queijo * Filmes hidrofdbicos
: Ex. sistema alimentar: Coberturas * Viscosidade Formacdo de redes interfaciais
[a] batidas, sobremesas, bolos Espessamento e ligagdo a moléculas Ex. sistema alimentar: Revestimentos
é * Formacgdo de gel de dgua t
o  Formacgio e configuracio da matriz Ex. sistema alimentar: Sopas, molhos
3 prDtEiCa e produtos com baixo teor de t'(:l'::..' 3
o Ex. sistema alimentar: Carnes, queijo,
.

alogos oa carnd

Fonte: Voudouris et al., (2017).

Apesar da relevancia das propriedades tecno-funcionais, o uso de proteinas
vegetais como ingredientes geralmente esta associado a algumas limitagdes, como
baixa solubilidade em agua e sabor residual. isso traz um desafio para a industria de
alimentos, principalmente na aplicagcado e desenvolvimento de alimentos plant-based
(Alves & Tavares, 2019). Porém, estrutura, funcionalidade e propriedades fisico-
quimicas das proteinas podem ser modificadas por varios métodos (quimico, fisico ou
enzimatico). O grau de modificagdo dependera de parametros operacionais e
ambientais como teor de proteina, binbmio de processamento (tempo x temperatura),
composigao do meio e pH (Gharibzahedi & Smith, 2021).

Estas propriedades tecno-funcionais dependem diretamente de caracteristicas
fisico-quimicas das proteinas, como seu peso molecular, composicdo dos

aminoacidos, carga liquida, sua hidrofobicidade, estruturas (secundaria, terciaria e
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quaternaria), flexibilidade/rigidez molecular em resposta ao ambiente externo (pH,
temperatura, concentracdo de sal) e a interagdo com outros constituintes dos
alimentos, sendo importante mencionar que as propriedades funcionais da proteina

variam de acordo com a sua fonte (Rodrigues et al., 2012).

3.3Gergelim

O gergelim, (que significa “grao de coentro”) ou conhecido como Sésamo, cujo
nome cientifico € Sesamum indicum L., € uma oleaginosa que pertence a familia
Pedaliaceae (Figuras 2 e 3), originaria do Oriente (EMBRAPA, 2009). As oleaginosas
sdo plantas que contém sementes ou frutos com alto teor de 6leos, como reserva
energética. Elas se caracterizam nao apensas por serem ricas em lipideos, mas
também por seu alto teor proteico (Antoniassi et al., 2013). As sementes de gergelim
branco tém uma alta concentracdo de Oleo (44-58%), proteinas (18-25%) e
carboidratos (13,5%) em base seca (Sa et al., 2022b).

Figura 2 - Plantacao de Gergelim.

Fonte: EMBRAPA, 2021.
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Figura 3 - Semente de Gergelim Branco.

Fonte: EMBRAPA, 2021.

Cerca de 90% do gergelim produzido mundialmente € destinado ao consumo
alimenticio, em sua maior parte utilizado para producédo de dleo. Além do dleo, o
gergelim pode ser consumido como grao in natura, pasta (tahine), doces (halawi) e as
farinhas que podem ser utilizadas nas industrias de panificacdo (EMBRAPA, 2021).

O gergelim é cultivado em 71 paises, mas quase 70% da produ¢do mundial &
proveniente da india, China e Mianmar (Idowu et al., 2021a). Cultivada especialmente
nos paises do continente asiatico e africano, essa planta se adapta tanto aos climas
tropicais quanto subtropicais, e por esta razao, a sua lavoura no Brasil vem crescendo.

Na safra de 2023/2024 a expectativa do mercado € produzir o dobro da
temporada anterior, que foi de 174 mil toneladas, o que representa 300 vezes mais do
que se plantava ha 10 anos. Em relagao a exportagao, subiu de 42 mil toneladas em
2022 para mais de 151 mil toneladas em 2023, um aumento de 257% (Conab, 2023).
O interesse pelo gergelim cresceu ainda mais em 2023 devido ao atraso do plantio da
soja e risco climatico para o milho. Além disso, o gergelim foi incluido em 2020 na lista

de produtos agricolas com beneficios fiscais do Programa Nacional de Produgao e
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Uso do Biodiesel (PNPB), o que ampliou ainda mais o interesse entre os produtores
de terem como alternativa de plantio nas entressafras de soja (Conab, 2023).

A principal utilizacdo do gergelim pela industria é para a extragédo de 6leo, cujo
substrato € muito empregado como intensificador de sabor em cozinhas do oriente
meédio, além de conter sesamol e sesaminol, dois importantes antioxidantes, que
demonstram propriedades anti-inflamatérias e neuroprotetoras (Gina et al., 2023).

Cabe destacar que a producédo de 6leo gera um residuo industrial denominado
de torta ou farelo, conforme Figura 4, a qual ficou estimada mundialmente cerca de
317 milhdes de toneladas em 2016 e esta projetado para 386 milhdes de toneladas
até o ano de 2025 (Kaur et al., 2021).

Figura 4 - Fluxograma de extragdo do éleo.

Semente de
Gergelim
Extragio a frio — Extrapic por prenszgem
(Expellar)
Farelo/ Torta Oleo

Fonte: Autoria propria.

A incorporagcdo desses subprodutos como ingredientes na industria de
alimentos segue os principios de sustentabilidade da cadeia, gerando uma economia
circular, além de terem um grande potencial econémico (matéria prima relativamente

barata e disponivel durante todo o ano) (Han et al., 2021; Melo et al., 2021).
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Devido a grande demanda por proteinas vegetais, atualmente as tortas de
oleaginosas tem sido testada como matéria prima para produzi-las, destacando-se a
semente de colza (ou canola) (Jia et al., 2021a), abdbora (Vinayashree & Vasu, 2021a)
,mostarda (Chakraborty et al., 2021), algodao (Kumar et al., 2021), girassol (Albe Slabi
et al., 2020), semente de gergelim (Sa et al., 2021a) e a principal sendo a soja (Cao
et al., 2022; Z. Wang et al., 2021a, 2021b; Yuan et al., 2023).

Quando se compara o farelo de gergelim com outras fontes tradicionais de
proteina vegetal, ja utilizadas pela industria, como os graos de soja, ervilha e feijao,
que apresenta, um teor de proteina de 35,3%, 21,7 % e 19,9% respectivamente (em
base seca), o gergelim possuiu um excelente potencial como fonte proteica (Tabela 1)
(Sha & Xiong, 2020).

Tabela 1 - Composicéo do farelo de Gergelim (% de peso seco e base livre de

lipidios).
Composicao (peso seco/100q)
Proteina 52,5
Cinza 12,3
Fibra bruta 12,2

Fonte: Sa et al., (2021a).

Apesar da promissora utilizacdo de farelos de oleaginosas como fontes
proteicas na dieta humana, um fator que limita seu uso é o percentual de aminoacidos
essenciais, visto que possuem em maiores concentragdes a Leucina e Valina,
enquanto a Metionina (Met), aminoacido contendo enxofre, estdo presentes em
menores quantidades (Kotecka-Majchrzak et al., 2021a).

O farelo de gergelim possui um teor de aminoacidos sulfurados (Met + Cys)
relevantes, numa proporcado aproximada de 4,50 g/100g de proteina, porém o seu
aminoacido limitante é a Lisina (Lys) com cerca de 3g/100 g de proteina (Sa et al.,
2022b). Segundo Kotecka-Majchrzak (et al., 2021), quando se compara os teores de
Metionina, o farelo de gergelim (0,67 g/100g) estd em um nivel superior se
comparadas com a proteina de frango (0,58 g/100g), proteina bovina (0,57 g/100g) e
a proteina de soja (0,59 g/100q).
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Devido ao seu valor nutricional o farelo de gergelim vem sendo adicionado
como coadjuvante em produtos de panificagdo “sem gluten”, melhorando os valores
nutricionais, além de melhorar as texturas dos produtos (Papagianni et al., 2024,
Parandi et al., 2024).

Todas essas caracteristicas podem impulsionar ainda mais o uso do farelo de
gergelim como ingrediente funcional em varios produtos alimenticios. Varias
pesquisas ja realizaram a extragdo da proteina a partir do farelo, as extragdes foram
feitas via alcalina com precipitagdo acida (ponto isoelétrico) e obtiveram teores
proteicos entre 85 e 98%, sendo considerado um isolado proteico (Achouri & Boye,
2013; Fasuan et al., 2018; Idowu et al., 2021; Lu et al., 2019; Onsaard et al., 2010).

Nas sementes de gergelim séo, principalmente, encontradas as proteinas de
armazenamento, sendo que a principal proteina do gergelim € a globulina 11S
insoluvel, que representa 80% das proteinas totais da semente e é convencionalmente
denominada a-globulina. A principal proteina soluvel, a albumina 2S, que representa
aproximadamente 20% do total de proteinas do gergelim(ldowu et al., 2021a). Essas
fragbes de proteinas séo classificadas de acordo com sua solubilidade e, além da
globulina e albumina, tem-se a glutelina e prolamina (Koysuren et al., 2021).

Outra relevancia é o fato do hidrolisado de proteina de gergelim apresentar
atividade antioxidante, efeito anti-hipertensivo, efeito na resisténcia insulinica e
quelante de metais(Lu et al., 2019b).

Uma atuagao promissora € o uso de peptideos antibacterianos (ABPs), que
podem ajudar a preservar os alimentos (S. Wang et al., 2016). Em recente estudo Zhu
(et al., 2024), verificou que os peptideos derivados do gergelim, pertencente a familia
11S e 2S tém potencial inibitoério contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Além disso a proteina SIAMPZ2 pertencente a familia da albumina 2S foi avaliada
também como uma proteina antimicrobiana, uma vez que inibe a Klebsiella sp., e,
portanto, mostra que as proteinas de armazenamento podem atuar como

antimicrobianos (Maria-Neto et al., 2011).

3.4Processamento por Alta Pressao Hidrostatica

A tecnologia de Alta Pressao Hidrostatica (HHP — High Hydrostatic Pressure)

emprega um método de processamento fisico ndo térmico que € amplamente utilizada
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na industria de alimentos e é classificada como uma das 10 principais tecnologias de
ponta do mundo (Pan et al., 2022a).

O processamento por HHP, é uma técnica de pasteurizagao a frio que consiste
em colocar produtos liquidos ou sélidos previamente embalados em um recipiente
hermeticamente fechado e submeté-los a alta presséo (100 a 700 MPa), por pequenos
intervalos de tempo (de poucos segundos a alguns minutos), em temperaturas
normalmente inferiores a 40°C, através de um meio transmissor de pressao
(normalmente agua), promovendo uma transferéncia uniforme e instantédnea de

pressao, como descrito na Figura 5 Silva & Evelyn, (2023).

Figura 5 - Processamento por Alta Pressao Hidrostatica.
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Fonte: Adaptado de Silva & Evelyn, (2023).
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Dois principios essenciais governam esta tecnologia, o Principio de Le
Chatelier e o Principio Isostatico. O principio de Le Chatelier, que afirma que qualquer
mudancga feita em um sistema em equilibrio (reagdo quimica, transigdo de fase ou
modificagdo de configuragdes moleculares) acompanhada por uma diminuigdo de
volume é compensada por um aumento de pressao e vice-versa. O principio Isostatico
estipula que a pressao é distribuida uniformemente por toda a amostra, seja em
contato direto ou em uma embalagem flexivel, independentemente de sua forma ou
tamanho (Cristianini et al., 2023; Pinto et al., 2021).

A principal utilizacdo do HHP pelas industrias visa a inativagdo microbiana e o
aumento da vida de prateleira dos produtos, sem influenciar nas questdes sensoriais
do alimento. Entretanto, atualmente ele vem sendo empregado na melhoria das
caracteristicas tecno-funcionais das proteinas. As alteragbes das ligagdes e
interacdes entre as moléculas devido a acao da alta pressdo podem induzir mudangas
estruturais nas proteinas, modificando suas caracteristicas e propriedades
(Hernandez-Hernandez et al., 2019). No entanto, essas mudangas estruturais das
proteinas sido diretamente dependentes do tipo e concentragcido da proteina, pH, forca
ibnica, além das condi¢des de processamento (Gharibzahedi & Smith, 2021).

Dependendo das condigdes do tratamento, isto €, da pressao, da temperatura
e do tempo de processo, as estruturas das proteinas podem ser afetadas e,
consequentemente, suas propriedades tecno-funcionais (Fasolin et al., 2019b).
Porém, no geral, o HHP nao tem efeito sobre a estrutura primaria das proteinas, visto
que essas estruturas sdo formadas por ligacbes peptidicas (ligagbes com menor
compressibilidade) (Queirés et al.,, 2018b). A modificagcdo da proteina acontece
principalmente pelas rupturas ou formacdo de novas interagbes e ligagdes nao
covalentes, como ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofdbicas. Novas ligagbes
dissulfeto também podem ser formadas, promovendo interagao entre as proteinas ou
estabilizando proteinas desnaturadas (Long et al., 2016; Yang et al., 2021).

As modificagdes estruturais podem ser reversiveis (elasticas) ou irreversiveis
(plasticas). Pressdes acima de 300 MPa podem resultar em desnaturagéo irreversivel
da proteina a temperatura ambiente, enquanto menores pressdes levam a
transformacdes reversiveis. Assim modificacbes nas estruturas quaternarias e
terciarias s&o reversiveis (requerem menores pressfes), ao passo que as
modificagdes das estruturas secundarias sao irreversiveis, (dependendo de uma

pressao superior a 300MPa), conforme ilustrado na Figura 6 (Pinto et al., 2021).
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Figura 6 - Modificagdes Estruturais Decorrentes da Aplicacdo de Pressao pela HHP.
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Fonte: Adaptado de Pinto et al., (2021).

As alteracdes estruturais decorrentes da pressurizagao podem ocasionar o
desdobramento e posteriormente a agregacdo de diferentes proteinas. Estes
fendbmenos afetam as propriedades tecno-funcionais dos materiais proteicos, como a
solubilidade, capacidade de retengao de agua, capacidade de formagao de espuma e
capacidade emulsificante, além de melhorar a digestibilidade e reduzir a
alergenicidade (Abera, 2019; Pan et al., 2022b; R. P. Queirds et al., 2018a).

Também é relevante mencionar que os efeitos do HHP na estrutura secundaria
da proteina podem ser dependentes do pH. Em geral, mudangas mais pronunciadas
na estrutura da proteina ocorrem mais em pH alcalino e neutro do que em pH acido
(Achouri & Boye, 2013b; Luo, Cheng, et al., 2022; Puppo et al., 2004).

Recentemente, o emprego desta tecnologia para modificar as propriedades de
proteinas vegetais tem ganhado atencgao especial. Alsalman & Ramaswamy, (2020)
avaliaram o efeito da alta pressao nas propriedades emulsificantes da proteina de
aquafaba (extraida da agua de cozimento do grao de bico). A aquafaba foi submetida
ao processamento de 300 MPa por 10 minutos (23°C) em uma concentragao de 25%

de proteina (p/v) em agua. O processamento por HHP melhorou a capacidade de
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emulsao (EAI) quando comparada com o controle, porém a estabilidade da emulséo
(ESI) foi diminuida. Essa melhora da EAI se deu pelo do aumento do grau de
desnaturacao e esta relacionado a uma maior hidrofobicidade. A alta press&o reduziu
os agregados de proteinas em 33,3% e as folhas 3 diminuiram em 80% em relagéo
ao controle. Essas duas redugdes correlacionam com o aumento da digestibilidade da
proteina.

Um estudo realizado com a proteina de soja (SPI) Wang et al., (2021a)
investigaram o efeito da alta pressao hidrostatica na capacidade de retengao de agua
(WHC), atividade emulsificante (EAI), estabilidade emulsificante (ESI) e solubilidade.
A proteina foi processada a 280 MPa por 19 minutos (25°C) com uma concentragao
de 8% de proteina (p/v). As propriedades tecno- funcionais foram analisadas em
diferentes pH (3, 7 e 8). As propriedades de WHC e solubilidade nas 3 condi¢des de
pH demostraram uma melhora significativa quando comparada a amostra nao tratada
e que isso se devia ao desdobramento parcial da proteina permitindo interagdes entre
as subunidades para formar uma rede flexivel na qual a agua foi aprisionada,
aumentando a interagao proteina- solvente. O EAI foi maior em pH 3 e 8 (devido ao
aumento da solubilidade) e inferior no pH 7. Ja a ESI mostrou um aumento em todas
as condic¢oes de pH, podendo indicar uma repulsao eletrostatica entre as goticulas.

A solubilidade, uma das propriedades tecno-funcionais mais importantes das
proteinas, apresenta resultados controversos em isolados proteicos processados por
esta tecnologia. Pesquisas desenvolvidas com diversas proteinas vegetais ja
reportaram a reducao da solubilidade devido ao processamento. Hall & Moraru (2021),
avaliaram o efeito do HHP em proteinas de leguminosas (ervilha, lentilha e feijao).
Todas as proteinas foram processadas nas mesmas condi¢des (600 MPa, 4 minutos,
5°C e 5% de proteina (p/v)). Em todas elas as proteinas diminuiram significativamente
a solubilidade em relagdo as amostras n&o processadas. As amostras apresentavam,
aproximadamente, 65% de solubilidade e apds o processamento os valores ficaram
em 40%, provavelmente devido a exposigdo de grupos hidrofébicos que estavam
escondidos dentro do nucleo da proteina.

Luo et al., (2022) investigaram o efeito da alta pressdo na proteina de quinoa.
O tratamento aplicado foi de 250 e 600 MPa por 15 minutos a 33°C, em uma solugao
contendo 1% de proteina (p/v) combinado com uma mudanga de pH da amostra. As
amostras foram processadas em pH 5, 7 e 9. As amostras apresentaram um aumento

na solubilidade apenas apds o processamento a 600 MPa em pH 7 e 9; de 14,7%
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(controle — ndo processado) para 22,8% (pH 7) e 39,8% (pH 9), no entanto apds o
processo em pH 5 a solubilidade se manteve igual. Os autores atribuiram isso a
conversdo de agregados insoluveis em soluveis, diminuindo a estrutura secundaria
ordenada, acompanhado de um aumento nas estruturas secundarias desordenadas.

Mune Mune et al., (2020) investigaram mudancgas estruturais nas proteinas do
feijao de bambara, induzidas por processamento a alta pressao (200 - 600 MPa, 22°C,
10 minutos) em diferentes pH (4,5; 7 e 9). A vicilina foi a principal proteina do isolado
proteico de feijao. Os resultados sugeriram dissociagdo de subunidades da vicilina por
HHP (600 MPa) em pH (4,5), ja em pH 7 ocorreram duas transicdes de conformacéao
com a formacgéao de um intermediario, seguido de dissociagao de subunidades. Em pH
9 as alteragbes foram mais complexas ocorrendo quatro transigdes. Os rearranjos
estruturais alteraram a exposicado dos residuos de Trp (triptofano) e Try (tirosina),
resultando na diminuicdo do numero total de pontes de hidrogénio. Assim, segundo
os autores, as forcas que impulsionaram as mudangas estruturais induzidas pela
pressado foram nas interagdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio, forgas de van der
Waals e o efeito hidrofébico. Os rearranjos conformacionais das proteinas sob pressao
crescente induzem mudangas na exposi¢cao de diferentes aminoacidos, explicando
assim as variagdes da superficie hidrofébica disponivel.

O processamento por Alta Pressao demonstra que novos ingredientes e
produtos plant-based podem ser desenvolvidos em fungdo das modificacdes
funcionais das proteinas vegetais (Gharibzahedi & Smith, 2021; Karmaus & Jones,
2021b; Mulla et al., 2022; Nikbakht Nasrabadi et al., 2021; Penha et al., 2021;

Venkateswara Rao et al., 2021).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

O farelo de gergelim (Sesamum indicum L.) da variedade K3 foi doada pela
empresa Sésamo Real Ind. Com. Prods. Alims. LTDA, localizada no municipio de

Valinhos (Sao Paulo -SP) e foi utilizada para obteng¢ao do isolado proteico de gergelim.

4.2 Métodos

4.2.1 Extragdo do Isolado Proteico de Gergelim

Para obtencédo dos Isolados Proteicos de Gergelim (SPI — Sesame Protein
Isolate), o farelo passou por um processo de remocéao de lipideos utilizando solvente
hexano na proporgéo 1:10 (p/v) com agitagdo constante por 4 horas em temperatura
ambiente (RT) conforme proposto por (Achouri & Boye, 2013a). A necessidade da
remocgao adicional de lipideos do farelo de gergelim se deu pelo fato de que a extragao
do dleo industrial é feita apenas por prensagem (expeller), o que resulta em uma
grande quantidade de 6leo residual no farelo de gergelim (aproximadamente 35% de
oleo).

Apos a remocgao dos lipidios, o farelo desengordurado de gergelim (FDG) foi
submetido a extragao alcalina. O FDG foi suspenso em agua deionizada 1:8 (p/v) e
teve o pH ajustado para 11,0, usando NaOH 1N. A suspenc¢ao foi agitada durante 1
hora em temperatura ambiente e centrifugada por 15 minutos a 6000 g (5 °C) em uma
centrifuga refrigerada (Allegra 25R, Beckman Coulter, USA). Apés a centrifugagéao, o
sobrenadante foi coletado para a precipitagcao acida com adi¢cao de HCI 1N até pH 4,5
(ponto isoelétrico da proteina de gergelim).

As suspensdes em pH 4,5 foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos
(5°C), os sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram diluidos em agua
deionizada (1:2 p/v), ajustados para o pH para 7,0 (com adicdo de NaOH 1N),
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congelados e liofilizados. Apds a liofilizagao os isolados proteicos foram armazenados
em embalagens plasticas de polietileno (15 x 25 cm) e mantidas em temperatura de -
15 °C até o momento da realizac&o do processamento (Singharaj & Onsaard, 2015).

A Figura 7 apresenta as etapas realizadas no desenvolvimento do projeto.

Figura 7 - Fluxograma das principais etapas do projeto.
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4.2.2 Processamento por Alta Pressdo Hidrostatica (HHP)

Os isolados foram suspensos em agua deionizada na concentragao de 5% (p/v)
de proteinas. Em seguida foram feitos os ajustes de pH das suspencodes, em pH 4,5
(condicao acida — ponto isoelétrico do SPI), pH 7,0 (condi¢gao neutra) e pH 11,0
(condicao alcalina — pH de maior solubilidade da proteina). Apds o ajuste de pHs, as
suspensdes foram acondicionadas e embaladas a vacuo (sacos de polietileno 15x25
cm). O processamento por HHP do isolado proteico foi realizado em equipamento QFP
2L-700 (Avure Technologies, OH, USA) equipado com uma camara cilindrica com
capacidade de 2L, pressdao maxima de trabalho de 100.000 psi (690 MPa) e agua
deionizada como fluido pressurizador.

Foram realizadas trés as condi¢des de pressao: 200 MPa (pressao moderada),
400 MPa (pressao intermediaria) e 600 MPa (pressao elevada), o tempo foi fixado em
10 minutos e a temperatura mantida em aproximadamente 25°C. Apds o
processamento as amostras foram neutralizadas em pH 7,0, liofilizadas e
armazenadas (5°C) para caracterizacao.

Cabe destacar que as amostras controles (ndo processadas) consistiram em
suspensdes de 5% de proteina em pHs 4,5, 7,0 e 11,0, deixadas durante 10 minutos
em pressao atmosférica (0,1 MPa). Apds o processo as amostras foram neutralizadas
em pH 7,0, liofilizadas e armazenadas (5°C) para caracterizagao.

Os experimentos foram realizados em duplicata de processo e duplicata de
amostra. Independente das condi¢cbes de processamento, as analises estruturais e
tecno-funcionais foram realizadas em pH 7,0, com excecéo da solubilidade proteica,

conforme demonstrado na Figura 8.
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Figura 8 - Condicdes das analises estruturais e tecno-funcionais do SPI independente do

pH de processamento.
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4.2.3 Composigédo Centesimal e Rendimento Proteico

O conteudo de umidade e cinzas foram determinados segundo métodos

padrées da AOAC (2005), ja o teor de proteinas sera realizado por Dumas (NDA 701,

fabricante Velp Scientifica, Italia) utilizando 6,25 como fator de conversdo de

nitrogénio. O total de carboidratos foi calculado por diferenca. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

O rendimento de extragdo proteica (%) foi obtido conforme descrito por

Mathews et al., (2023a), sendo calculado através da Equacgéo 1:

Rendimento Proteico (%) =

g de SPI x teor de proteina no SPI

g de FDG x teor de proteina no FDG

x100 (1)
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onde, SPI é o Isolado Proteico de Gergelim e FDG é Farinha Desengordurada

de Gergelim.

4.2.4 Determinagé&o instrumental de cor
A cor instrumental (transmiténcia) das amostras de proteina foi medida por um
espectrofotdbmetro (Hunter Lab, UltraScan PRO, EUA) como descrito por
Ayustaningwarno et al., (2021).
Foram analisadas as componentes L* (Luminosidade), a* (tonalidade
vermelho-verde), b* (tonalidade amarelo-azul) e AE (Equacéo 2), que significa a
diferencga total de cor de uma amostra em relagéo ao padréo, segundo técnica C/IELab.

Todas as leituras foram realizadas em ftriplicata.

AE = \/(L * —L0)?+ (a* —ao)®+ (b * —bo)? (2)

onde Lo, a0 e bo s&0 as médias dos valores da amostra ndo processada

(controle).

4.2.5 Hidrofobicidade de Superficie (Ho)

O indice de hidrofobicidade da superficie foi determinado a partir da inclinagao
da reta da intensidade de fluorescéncia da sonda acido-8anilino-1-naftalenossulfonico
(ANS) em funcao da concentragao de proteina, conforme descrito em Vidotto (et al.,
2022). As dispersdes de proteina foram diluidas em concentragdes de 0,0025% a
0,015% (w/w). Uma aliquota de 2 mL de cada disperséao preparada foi misturada em
vortex por 10 s com 10 pyL de solugdo ANS 8mM. A intensidade fluorescente foi
determinada utilizando um leitor de microplaca (SynergyMx -Biotekinstruments,
Winooski, USA) em um comprimento de onda de excitagdo de 390 nm e um
comprimento de onda de emissao de 470 nm. Todas os experimentos foram realizados

em triplicata.

4.2.6 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Amostras liofilizadas foram analisadas usando um espectrofotdmetro FTIR
(Jasco - FT/IR 6100, Téquio, Jap&o) na faixa de 4000 a 400 cm"a 25°C. As medigbes
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foram realizadas com uma resolucdo de 4 cm™, utilizando 32 varreduras. Foram
realizadas duplicatas de leituras. As deconvolug¢des de Fourier foram realizadas na
regido amida | (1600-1700 cm™') e foram realizadas utilizando o software Origin Pro
versao 2023b (Origin Lab Corporation, Northampton, MA, EUA).

Analise de Componentes Principais (PCA)

Inicialmente, os espectros foram analisados para identificar bandas
caracteristicas das amostras. Foi utilizado a centralizacgdo média e outros pré-
tratamentos foram testados: suavizagdo de Savitzky-Golay (S-G) usando uma janela
de tamanho variando de 7 a 13, empregando regressao polinomial local (ordem 0)
para remover ruido. Derivadas de primeira e segunda ordens foram utilizadas para
corrigir a linha de base, calculadas usando o algoritmo de Savitzky-Golay e uma janela
de tamanho de 7 a 15 pontos de dados. A corre¢ao de dispersdo multiplicativa (MSC)
e a normalizacao variavel normal (SNV) foram aplicadas para lidar com os efeitos de
dispersado de luz (Barnes et al., 1989; Martens and Geladi, 1983). Apds os testes,
apenas os dados que apresentaram melhor desempenho foram apresentados. A
analise estatistica multivariada foi conduzida utilizando o software Matlab R2019a
(Mathworks, Natick, USA) com a PLSToolbox da Eigenvector Research, Inc. (Manson,
WA, USA). Para anadlise de tendéncia e agrupamento, foi realizada uma analise
exploratoria de dados por meio da Analise de Componentes Principais (PCA). Modelos
de PCA foram desenvolvidos com uma faixa estreita de espectro de 1100 a 1800 cm™,
representando a regido de maior importancia para as amostras. Amostras anémalas

(outliers), foram identificadas e eliminadas usando graficos Q residual e Hotelling T2.

4.2.7 Solubilidade Proteica

A solubilidade das proteinas isoladas foi determinada seguindo o método
descrito por Calderon-Chiu et al., (2021) com algumas modificagdes. As proteinas
isoladas foram dissolvidas em solugbes tampao (10mg/ml), de acordo com cada pH
(pH 2,0 até 8,0), usando tampao acido cloridrico/cloreto de potassio (pH 2,0) tampéao
citrato (pH 3,0 a 6,0) e tampao fosfato (pH 7,0 e 8,0). As suspensodes foram agitadas
por 30 minutos e em seguida centrifugada a 8.000 rpm por 15 minutos a 25°C. Os
sobrenadantes resultantes foram entdo submetidos a um ensaio de Bradford

(Bradford, 1976), em uma absorbancia de 595 nm, utilizando espectrofotdmetro de
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microplaca (BioTek-800TS microplate reader, CA, USA), para determinar o teor de
proteina. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A solubilidade da

proteina foi expressa em porcentagem, conforme mostrado na Equagéao (3):

Solubilidade d teina (%) = Teor de protéina do sobrenadante 100 3
orubtiidade daproteina t7o) = Teor de proteina Total x ®3)

onde, o teor de proteina total se refere a amostra 100% solubilizada. A
quantidade de proteina foi calculada a partir da curva padréo de albumina do soro
bovino (BSA).

4.2.8 Indice de Atividade e Estabilidade Emulsificante

Os indices de Atividade (EAIl) e a Estabilidade (ESI) foram determinados de
acordo com o meétodo descrito por Pearce & Kinsella, (1978) com algumas
modificagdes. Foram preparadas emulsdes a partir de 300 mg do isolado, 30 mL de
agua destilada e 10 ml de d6leo de girassol utilizando ultra-turrax a 20000 rpm durante
1 min. Logo apos o preparo, 50 yL das emulsées foram diluidas em 12,5 mL de
solugdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 0,1%. Entdo, foi feita a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro a 500 nm (DU- 800 spectrophotometer, Beckman
Coulter, USA). Todas os experimentos foram realizados em triplicata. O EAI foi

calculado conforme a Equagéo 4-:

EAl = 2x2,303xAox N )
© 10000xLxCx6

onde Ao € a absorbancia a 500 nm imediatamente apds a preparagéao, N refere-
se ao fator de diluigédo (250), 6 a proporgao da fase 6leo (0,25), L espessura da cubeta
(0,01 m) e C a concentragao da proteina na disperséo (g/mL).

Apds 10 min outra parte da emulséo (50 pL) foi diluida em SDS a 0,1% e feita
novamente a leitura da absorbancia a 500 nm. Assim, a estabilidade da emulsao foi
determinada de acordo com a Equacgéao 5:

Ao

ESI = —— _xt
(Ao — 410) ~

(5)
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onde Ao refere-se a absorbancia inicial, A1o a absorbancia apés 10 mine t =10

min.

4.2.9 Capacidade de Retengdo de Agua

A capacidade de retencdo de agua (CRA) foi determinada usando a
metodologia descrita por Ozdemir et al., (2022b), com algumas modificagbes. Em
microtubo previamente pesado, o concentrado (100 mg) foi disperso em 1 mL de agua
destilada. As dispersbes foram agitadas em vortex durante 30 segundos.
Posteriormente, as dispersdes foram centrifugadas a 3.000g por 30 min (Allegra 25R,
Beckman Coulter, USA) em temperatura ambiente (25°C). A partir da decantacéo do
sobrenadante o excesso de agua foi drenado. Para determinar a quantidade de agua
retida por grama de amostra o tubo contendo o residuo de proteina foi pesado
novamente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Desta forma, a CRA

foi calculada através da Equacao 6:

P inicial — P final
CRA =

(6)

P isolado proteico

onde P inicial refere-se ao peso do tubo + peso do concentrado proteico + peso
da agua; P final refere-se ao peso do tubo + peso do concentrado proteico+ peso da

agua absorvida.

4.2.10 Capacidade de Retengdo de Oleo

A capacidade de retencao de 6leo (CRO) foi determinada usando a metodologia
descrita por Ozdemir et al., (2022b), com algumas modificagdes. Em micro tubo
previamente pesado o concentrado (100 mg) foi disperso em 1 mL de dleo de soja.
Entdo, as dispersbées foram agitadas em vortex durante 30 segundos. As dispersoes
foram centrifugadas a 3.000 g por 30 minutos (Allegra 25R, Beckman Coulter, USA)
em temperatura ambiente. A partir da decantacdo do sobrenadante, foi drenado o
excesso de 6leo. Para determinar a quantidade de 6leo retido por grama de amostra,
o tubo contendo o residuo de proteina foi pesado novamente. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata. Desta forma, a CRO foi calculada através da Equacgao
7.
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P inicial — P final

CRO = (7)

P isolado proteico

onde P inicial refere-se ao peso do tubo + peso do concentrado proteico + peso
de Oleo; P final refere-se ao peso do tubo + peso do concentrado proteico+ peso de

6leo absorvido.

4.2.11 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como Média + Desvio Padrao e todos os resultados
foram avaliados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA). O teste de Tukey
foi utilizado para avaliar a diferengca de médias com nivel de 5% de significancia (p<
0,05). A analise estatistica foi realizada por meio do Software The R Foundation for
Statistical Computing - R verséo 4.3.0 (2023).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composigcao centesimal e Rendimento Proteico
A Tabela 2 apresenta a composigcdo centesimal do farelo de gergelim (FG),

farinha de gergelim desengordurado (FDG) e do isolado proteico (SPI).

Tabela 2 - Composicéo centesimal (g/100g).

% base seca (g/1009)

Amostras Proteina Lipideos Cinzas Carboidratos Umidade
FG 38,75+ 0,07 ¢ 35,78+0,1a 5,65+0,3b 19,82%0,1b 5,55+0,02b
FDG 52,83+0,05b 7,30+0,9b 7,90+0,4a 31,97+0,3a 9,33+0,01a
SPI 90,93+ 0,06 a 2,21+0,2¢c 2,95+0,4¢ 3,91+0,1¢c 2,88+0,02¢

Todos os valores sao médias = desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Todas as analises foram
realizadas em pH 7,0, independente do pH de processo.

O conteudo de carboidratos disponiveis foi determinado calculando a diferenga percentual

de todos os constituintes [100g de peso seco — (g proteina + g lipideos + g cinzas)].

A partir da Tabela 2, observa se que o teor de proteina do farelo de gergelim e
da farinha desengordura, em base seca, estdo de acordo resultados de Sa (et al.,
2021b) , que obteve 52,5 % de proteina para a farinha desengordurado e 35,3% para
o farelo de gergelim. Esses valores (farinha desengordurada) sdo superiores aos
encontrados em abdbora (~47%) (Vinayashree & Vasu, 2021b), chia (~29%) (Renoldi
et al., 2023), linhaga (~32%) (Liu et al., 2020) e canola (~32%) (Jia et al., 2021b).

A amostra de farelo de gergelim foi obtida empregando extracao por prensagem
a frio sem solventes organicos. Esta técnica de extracdo apresenta grandes
vantagens (ex. maior qualidade do dleo extraido); no entanto, pode apresentar
rendimentos de 6leo mais baixos do que a extragao de 6leo utilizando alta temperatura
e solventes organicos. Os resultados de lipidios (com base no peso seco)
demonstraram que o 6leo residual ainda é apresentado no farelo, em torno de
35.7%. A eliminagao do 6leo residual foi feita com solvente (hexano), reduzindo para

7.30% o teor de d6leo de farinha, assim aumentando a concentragdo dos demais
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constituintes. O rendimento da extragéo proteica (%) foi de 45,89 % obtendo-se um

isolado proteico final com 90,93% de proteina.

5.2 Determinacgao instrumental de cor

A cor dos alimentos € uma das principais caracteristicas de qualidade sensorial
para os consumidores e determinam a aceitagdo de um produto (Ayustaningwarno et
al., 2021). A analise instrumental convencional utiliza uma amostra homogénea e
fornece trés coordenadas de cor em L* (Luminosidade), a* (tonalidade vermelho-
verde) e b* (tonalidade amarelo-azul) que representam uma cor como sendo a cor
média de um produto (Wexler et al., 2016).

Ainterpretacao independente dos trés parametros (L*, a* e b*) que compdem a
percepgao da cor pode ser mais complexa. Portanto, uma abordagem eficaz para
descrever a variacdo de cor é utilizar a diferenca total de cor (AE), que engloba os
parametros L*, a* e b*.

De acordo com a avaliagdo de Choi et al., (2002), apenas mudancas de cor
visualmente perceptiveis ao olho humano ocorrem para valores de AE superiores a

2,0 entre duas amostras (Figura 9).

Figura 9 - Gradacao das diferengas de cor.

Quadro 1 — Gradacao das diferencas de cor

Valorde AE*" Gradacao da diferenca
0-1 Diferencga praticamente invisivel.
1-2 Diferenga muito pequena, apenas perceptivel para um olho trainado.
2-35 Diferenca média, mas perceptivel para um olho nao trainado.
3,5-5 Diferenca Obvia
>6 Uma diferenca muito 6bvia

Fonte: CTB — Colorimetria (2016).

A Tabela 3 apresenta os resultados de analise de cor do controle e das
amostras processadas por HHP e a Figura 10 apresenta os resultados visuais das
amostras gerados a partir do software Colorizer (Color picker, calculator and generator

with high precision and contrast test- colorizer.org)
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Tabela 3 - Parametros de cor do SPI processados por HHP a 200, 400 e 600 MPa
empH4,5; 7,0 e 11,0.

Amostras L* a* b* AE

0,1 MPa x pH 4,5 51,98+0,1d 390+0,11a 19,54+0,15a -
200 MPaxpH45 56,63+0,2a 3,28+0,16d 17,88+0,3c 4,98
400 MPaxpH4,5 5533+0,13b 3,68+0,14b 19,28+0,18b 3,37
600 MPa x pH 4,5 5361+0,3c 345+0,11c 19,59+0,11a 1,69

0,1 MPax pH 7,0 47,45+0,11d 4,01+0,2c 18,16 + 0,1 a -
200 MPaxpH7,0 5029+0,12c 430+0,19a 17,89+0,25b 2,86
400 MPaxpH7,0 5492+02a 299+03d 1493+0,28d 8,20
600 MPa x pH 7,0 54,20+0,3b 4,08+0,21b 17,69+0,2cC 6,77

0,1 MPaxpH11,0 4586+0,19c 4,73+0,2b 18,21%+0,11b -
200 MPaxpH 11,0 47,39+0,13b 487+0,12b 18,94+0,14a 1,70
400 MPaxpH 11,0 42,74+0,22d 5,03+0,15a 18,79+0,26a 3,19
600 MPaxpH 11,0 4868+0,24a 393+0,11c 17,24+0,29¢ 3,09

Todos os valores sao médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Todas as analises foram

realizadas em pH 7,0, independente do pH de processo.

Através da Tabela 3, observa — se que no pH 4,5 de processamento o
parametro L* aumentou (p< 0,05) para todas as amostras processadas, com destaque
para pressao de 200 MPa (56,63), que representa uma cor branca mais forte e uma
cor preta enfraquecida. Essas alteragdes nos parametros mostraram um AE = 4,98
(200 MPa), exibindo uma diferenga perceptivel na coloragdo. Ja para as amostras
processadas em 400 MPa essa diferenca foi menor, mas perceptivel (AE = 3,37),
conforme Figura 10. Por outro lado, para as amostras processadas a 600 MPa a
diferenga na coloragao foi muito pequena, dificiimente percebida (AE = 1,69) pelo
consumidor.

Para as amostras processadas em pH 7,0, nota se também um aumento (p<

0,05) da luminosidade (L*) em comparagéao as amostras controle. Com as alteragbes



47

causadas pelo HHP, tanto o SPI processado a 400 MPa (AE = 8,20), quanto ao de 600
MPa (AE = 6,77), tiveram uma diferenga bastante perceptivel na alteragdo da cor
(Figura 10); ja o SPI processado a 200 MPa apresentou uma diferenga menor (AE =
2,86).

A amostra processada em pH 11,0 a 400 MPa teve uma diminuicao (p< 0,05)
em seu parametro L*, que representa uma cor branca mais enfraquecida e uma cor
preta mais intensa. Essa diminuicdo no L* pode estar associada ao pH alcalino, como
relatado por Sharma et al., (2016), no qual encontrou uma cor mais escura em géis
de proteina de gergelim em pH alcalino. Este mesmo relato também foi encontrado
por Bourtoom, (2008) e Wang et al., (2024), em géis de proteinas de feijao e soja em
pH alcalino.

Para o parametro visual (AE), as amostras processadas a 400 e 600 MPa
apresentaram uma diferenga na gradacao moderada, sendo ainda perceptivel (AE =
3,19 e 3,09, respectivamente), ja em 200 MPa a diferenga foi muito pequena (AE =
1,70)., dificilmente sendo perceptivel aos olhos nus.

A mudancga no parametro L* pode ser explicada pela producédo de particulas
menores as quais tem uma area superficial maior, 0 que causa um aumento na
dispersao da luz, e, portanto, um aumento no valor de L* ( Zhang et al., 2024). Essa
relacdo de L* com o tamanho de particula foi observado em proteina de ervilha (Cheng
et al., 2022) e na proteina de abdbora (Sert et al., 2024), no qual os autores sugeriram
que as particulas foram quebradas durante processamento de HDP (High Dynamic
Pressure), gerando particulas menores.

Até o momento nao foi encontrado na literatura cientifica publicagdes sobre

tratamentos de HHP na analise de cor do isolado proteico de gergelim.
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Figura 10 - Aparéncia visual do SPI processados por HHP a 200, 400 e 600 MPa em pH
4,5;7,0e 11,0.
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As cores foram geradas a partir dos valores de paradmetros de cor (L*, a*, b*) utilizando o

software Colorizer. Todas as leituras foram realizadas em pH 7,0, independente do pH de

processo.

5.3 Hidrofobicidade de Superficie (Ho)

A hidrofobicidade de superficie (Ho) pode ser um indicador de alteragbes na
estrutura terciaria e quaternaria das proteinas, uma vez que, em sua forma nativa, os
grupos hidrofébicos estdo mais voltados para dentro de suas estruturas. Alteragdes
na conformacéo e exposigao de grupos hidrofébicos podem ser induzidas por meio do
processamento (Mulla et al., 2022).
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A Figura 11 apresenta o indice de hidrofobicidade superficial da disperséo de
SPI processada as 200, 400 e 600 MPa em pH 4,5, 7,0 e 11,0. As amostras
processadas em pH 4,5 (400 e 600 MPa) e 7,0 (todos os niveis de pressao)
apresentaram uma diminuigao significativa (p< 0,05) na sua Ho em relagdo a
respectiva amostra controle (0,1 MPa). Porém quando processada em condigao
alcalina (pH 11,0) houve um aumento significativo (p< 0,05) do Ho, para ambas as
pressdes (400 e 600 MPa) comprando com seu respectivo controle.

O aumento de Ho esta frequentemente relacionado com a exposigéo de grupos
hidrofébicos previamente “enterrados” na estrutura da proteina (He et al., 2014). No
entanto, no caso de proteinas vegetais que frequentemente apresentam uma estrutura
quaternaria complexa, o aumento de Ho também pode ser atribuido a rupturas de
estruturas quartanarias de proteinas e/ou agregados proteicos previamente
estabilizados por interagdes hidrofébicas (Lopes et al., 2023).

Como em pH 11,0 é esperado uma alta repulsao eletrostatica, € razoavel inferir
rupturas de agregados proteicos e/ou estruturas quartanarias contribuiria para explicar

os resultados observados.

Figura 11 - indice de Hidrofobicidade Superficial (Ho) do SPI processado a 200, 400 e 600
MPa em pH 4,5; 7,0 e 11,0.
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Diferentes letras para o mesmo pH indicam diferenca significativa (p< 0,05 para teste de

Tukey). Todas as analises foram realizadas em pH 7,0, independente do pH de processo.

Pela Figura 11 também pode-se observar que o pH influencia a hidrofobicidade
da proteina, onde as amostras nao processadas (0,1 MPa) de pH 4,5 e 11,0 tiveram
seu Ho reduzido em relagdo ao pH 7,0 (0,1 MPa). Segundo Tang et al., (2021), quando
valores extremos de pH sao ajustados de volta ao pH neutro, as fortes interagdes entre
proteinas sao reduzidas, causando modificagbes na estrutura quaternaria.

Essa influéncia do pH também pode facilitar a formacédo de agregados,
principalmente em condigdes proximas ao seu ponto isoelétrico, onde ha maior
proximidade das moléculas de proteinas. Este efeito pode ser observado para as
amostras processadas em pH 4,5 (ponto isoelétrico) e pressées de 400 e 600 MPa,
onde houve grande redugao de Ho. Isto também foi relatado para proteina de quinoa
processada por HHP, onde a diminui¢ao de Ho foi maior em pH 5,0 quando comparada
apH7,0e9,0 (Luo, Yang, et al., 2022).

No pH 4,5 de processamento, apesar dessa reducao na Ho (em relagéo ao SPI
controle de pH 7,0), quando foi aplicada uma pressao baixa (200 MPa) houve um
aumento (p< 0,05) de 157% na Ho quando comparada a amostra controle (0,1 MPa x
pH 4,5).

Proteinas vegetais como a proteina do amendoim(Hall & Moraru, 2021a),
proteina de soja (He et al., 2014), proteina de ervilha (Li et al., 2012), proteina de
lentilha (Wang et al., 2021) e de feijao (Wang et al., 2021a) quando processadas por
HHP apresentaram um valor maximo (peak value) em sua hidrofobicidade. Esse valor
maximo ocorreu nas pressoes entre 200 e 400 MPa. Esse resultado também pode ser
visto na condicédo de processamento em pH 4,5, conforme Figura 11, no qual ha um
aumento de Ho relacionado ao aumento da presséo de 0,1 MPa para 200 MPa (peak
value).

Mudancas reversiveis na estrutura proteica podem estar relacionada com esse
valor de maximo Ho, no qual a estrutura proteica esta em um estado intermediario de
desnaturacgao, podendo expor grupos hidrofébicos (Queirds et al., 2023).

A diminuicdo de hidrofobicidade também pode estar relacionada a agregacéao
proteica induzida por pressao, onde agregados proteicos de alto peso molecular séo
formados através de interagdes hidrofobicas (Elahi & Mu, 2017; Hu et al., 2013; R. P.
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Queirods et al., 2018a), como observado nas amostras processadas em pH 7,0, que
em todos os niveis de pressao houve uma reducéo de Ho, mostrando que o HHP pode

atuar em estruturas proteicas.

5.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A banda Amida | é a regido espectral mais explorada na analise FTIR de
proteinas, abrangendo de 1600 a 1700 cm™. Essa banda surge principalmente da
vibragdo de estiramento do C=0O (carbonila) na espinha dorsal do peptideo e é
sensivel a conformacao da cadeia polipeptidica. Picos distintos nessa regiao indicam
diferentes estruturas secundarias de proteinas, como a-hélices, folhas-B, voltas-§ e
configuragcdes desordenadas (Moreno-Santander et al., 2020). O tratamento com Alta
Pressdo Hidrostatica pode induzir alteracdes na dobragem e oligomerizagédo de
proteinas, de acordo com o principio de Le Chatelier, favorecendo um deslocamento
do equilibrio do sistema biofisico em dire¢cdo a um estado ocupando um volume molar
parcialmente menor (Dong et al., 2020; Wang et al., 2022).

Para determinar as quantidades percentuais das estruturas secundarias de
proteinas foi realizada a deconvolugéo espectral da regido Amida | (1600 — 1700 cm™),
atribuindo cada componente as estruturas secundarias correspondentes, como
folhas-B (1600 — 1640 cm™), a-hélices (1650 - 1660 cm™), voltas- (1660 — 1700 cm™)
e estruturas desordenadas ou bobinas (1640 - 1650 cm™) (Gul et al., 2023; Kim et al.,
2023; Mathews et al., 2023b; Saini et al., 2018; Ylzer & Gengcelep, 2023).

A Tabela 4 mostra a porcentagem de estruturas secundarias de proteinas do
SPI processado por HHP em pH 4,5, 7,0 e 11,0. Pode-se observar uma presenca
significativa de folhas-3 e bobinas aleatdrias, juntamente com estruturas de voltas-8

nas amostras analisadas.
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Tabela 4 - Estruturas Secundarias do SPI processados por HHP a 200, 400 e 600

MPa em pH 4,5; 7,0 e 11,0.

Condicbes de

% Estruturas Secundarias

Processo folhas-B voltas- bobinas a- hélices
aleatérias

0,1 MPa x pH 4,5 82,90 17,06 - -
200 MPa x pH 4,5 92,12 7,87 - -
400 MPa x pH 4,5 75,64 2,16 22,19 -
600 MPa x pH 4,5 - 6,84 72,30 1,13
0,1 MPa x pH 7,0 89,30 10,65 - -
200 MPa x pH 7,0 57,30 42,63 - -
400 MPa x pH 7,0 87,90 7,27 - 4,54
600 MPa x pH 7,0 61,13 38,80 0,82
0,1 MPa x pH 11,0 100,00 - - -
200 MPa x pH 11,0 12,06 2,51 85,40 -
400 MPa x pH 11,0 42,69 11,96 40,77 -
600 MPa x pH 11,0 2,38 - 97,61 -

Todos os valores foram gerados a partir da deconvolugao dos espectros de FTIR. Todas as

analises foram realizadas em pH 7,0, independente do pH de processo.

A partir dos espectros FTIR mostrados nas Figuras 12a, 12b e 12c (pH 4,5, 7,0

e 11,0, respectivamente), o pico principal da Amida | apareceu em um nimero de onda

de aproximadamente ~1630 cm™ em todas as condig¢des, indicando a prevaléncia de

estruturas de folhas-B. Essa confirmacéao de estruturas de folhas-f3 e voltas- também

€ observada na Figura 11b, onde o grafico demonstra que os picos de contribuigdes

significativas estdo em 1630 cm™ e 1700 cm™.
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Figura 12a - Espectros de FTIR do SPI processado por HHP a 200, 400 e 600 MPa em pH
4,5.
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Todas as leituras foram realizadas em pH 7,0, independente do pH de processo.

Figura 12b- Espectros de FTIR do SPI processado por HHP a 200, 400 e 600 MPa em pH
7,0.
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Todas as leituras foram realizadas em pH 7,0, independente do pH de processo.

Figura 12c - Espectros de FTIR do SPI processado por HHP a 200, 400 e 600 MPa em pH
11,0.
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Todas as leituras foram realizadas em pH 7,0, independente do pH de processo.

O conteudo dessas estruturas € notavel na estrutura proteica semelhante a
nativa (0,1 MPa x pH 7,0), onde as principais estruturas da proteina de gergelim sao
folhas- e voltas-B. No entanto, com uma alteragao no pH (sem tratamento de HHP),
observa-se que as quantificagcdes das estruturas de folhas-B e voltas-f foram
alteradas, indicando que o processamento sob diferentes pH também influencia essas
estruturas proteicas.

Nas amostras processadas em pH 4,5 e 11,0, nota-se que a pressao teve uma
influéncia maior nas estruturas de bobina aleatéria. Na condigao de 200 MPa x pH 4,5,
observa-se que essa influéncia € mais pronunciada nas estruturas de folhas-B. Essa
influéncia da pressao nas estruturas de folhas-B e bobina aleatéria também foi
observada por Achouri & Boye, (2013), onde o tratamento com HHP induziu mudangas
na proteina de gergelim, especialmente em folhas-p em pressdes mais baixas (100-

200 MPa), principalmente em pH acido (pH 2,0). Em pressdes mais altas (300-600
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MPa), observou-se um aumento nas bobinas aleatérias (em 1645 cm™), indicativo de
maior dissociagcdo e/ou agregacgao proteica. Essa redugao na estrutura de folhas-$
também foi identificada na proteina de quinoa, especialmente nas amostras a pH 9
(600 MPa x 15 min). Essa redugao ocorreu porque as cavidades e ligacbes de
hidrogénio das proteinas sdo as partes mais compressiveis, € a pressurizagao por
HHP causa um colapso das proteinas, permitindo a penetracdo de agua nessas
cavidades e reduzindo a distancia entre as ligagcées de hidrogénio (Luo, Yang, et al.,
2022).

Conforme observado na Tabela 4, o aumento no conteudo de bobinas
aleatdrias nas condigdes de processo a 400 e 600 MPa em pH 4,5 pode estar
relacionado com a diminuigdo da hidrofobicidade, o que pode ser um indicativo de
formagao de agregados proteicos. Esse aumento de bobinas aleatdrias também foi
visto quando SPI processado em pH 11,0 a 400 e 600 MPa, onde houve um aumento
da hidrofobicidade, podendo estar relacionado com a dissociacéo proteica.

Pela Tabela 4 observa-se que, em pH 7,0 (processamento) nas pressdes de
200 e 600 MPa, uma diminuigao nas folhas-f e um aumento nas voltas-B, e, sob a
condigdo de 400 MPa, houve uma redugdo em ambas as estruturas, mas com o
aparecimento mais significativo de a-hélices (4,54%). A auséncia de picos claros na
regido de a-hélices (1650 - 1660 cm™) em todas as condi¢des, exceto em 400 MPa x
pH 7,0 e 600 MPa x pH 4,5, pode indicar que essas estruturas estdo ausentes e/ou
nao sao as formas secundarias predominantes nas condi¢des analisadas.

A Figura 13a apresenta o grafico de pontuagdes obtido apdés a Andlise de
Componentes Principais (PCA), o qual fornece uma representacdo visual da
distribuicdo dos dados no espago de componentes principais, permitindo a
visualizacdo de padrdes, agrupamentos ou tendéncias nos dados com dimensodes
reduzidas. Os dados espectrais brutos foram centrados na média (MC) e, em seguida,
pré-processados utilizando suavizagdo S-G com 9 pontos + 12 derivada S-G com 7
pontos. Dois componentes principais foram selecionados, explicando 96,85% da
variabilidade. No PC2 foi possivel analisar a variagdo de pH das amostras, onde
pontuagdes negativas correspondem a amostras submetidas abaixo pH (4,5 e 7,0),
enquanto pontuagdes positivas representam amostras com alto pH (11,0). As
diferengas estruturais entre as proteinas da amostra controle (sem processamento) e

das outras amostras processadas podem ser vistas conforme mostrado na Figura 13a.
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Figura 13a - Analise de Componentes Principais (PCA) da analise de FTIR do SPI
processado por HHP a 200, 400 e 600 MPa nos pH 4,5; 7,0 e 11,0.
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Figura 13b - Grafico de Loadings ilustrando a distribui¢do no conjunto de dados do
espectro FTIR do SPI processados por HHP a 200, 400 e 600 MPa em pH 4,5; 7,0 e 11,0.
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Além do grafico de pontuacdes foi gerado o grafico de loadings (Figura 13b),
onde a contribuicdo ou peso de cada comprimento de onda para a formacgao de cada
componente principal pode ser analisada. Esses loadings podem ser positivos ou
negativos, indicando a diregdo da influéncia da variavel no componente principal.
Quanto maior o valor absoluto do loading, maior a contribuicdo da variavel para o
componente principal. Por outro lado, loadings proximos de zero indicam que a
variavel tem contribuicado limitada para aquele componente principal especifico. Os
comprimentos de onda que mais contribuiram para a distribuicdo de proteinas no PC2
foram 1485 cm™, 1515 cm™' , 1535 cm™ , ligados as regides caracteristicas de amida,
1630 cm™' correspondente a regides de folhas-B e 1700 cm™' para voltas-B, regides
previamente destacadas.

As amostras submetidas a 200 MPa e 400 MPa em pH 11,0 mostraram maior

distingao das demais, conforme Figura 13a. Essa distingao pode estar correlacionada
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com as caracteristicas distintas dessas proteinas apresentadas no presente trabalho.
Houve um aumento na hidrofobicidade na pressao de 400 MPa em pH 11,0 e menor
solubilidade (p < 0,05) em comparagdao com a amostra controle (0,1 MPa em pH 11,0).
A solubilidade proteica, a atividade emulsificante (EAI) e a capacidade de retengao de
o0leo (CRO) da amostra processada a 200 MPa em pH 11,0 aumentaram
significativamente (p< 0,05) em relagao ao seu controle.

No geral, o processamento por HHP em proteinas vegetais resulta em
desnaturacao irreversivel, geralmente em pressdes mais elevadas, acima de 400
MPa. Normalmente as estruturas a-hélices sdo menos sensiveis a pressao em relacao
as folhas-pB (Akasaka, 2006; Dehnad et al., 2024; Gharibzahedi & Smith, 2020).

5.5Solubilidade Proteica

A solubilidade das proteinas € uma propriedade tecno-funcional proeminente,
essencial para aplicagbes tecnologicas na industria alimenticia, especialmente para
proteinas usadas como ingredientes funcionais. Isso contribui para a qualidade e
estabilidade dos alimentos processados (Boye et al., 2010).

A solubilidade das proteinas € minima em valores de pH préximos ao ponto
isoelétrico devido ao equilibrio entre cargas positivas e negativas que reduz a repulsao
eletrostatica, favorecendo a agregacao e precipitacdo das proteinas ( Lee et al., 2021;
Los et al., 2020). Em contraste, em valores extremos de pH (acido ou alcalino), as
proteinas possuem cargas liquidas (positivas ou negativas) que aumentam a repulséo
eletrostatica, resultando em maior hidratagdo e, consequentemente, maior
solubilidade (Lopes et al., 2023).

A proteina de gergelim tem seu ponto isoelétrico (pl) em pH 4,5, e, portanto,
menor solubilidade (Achouri et al., 2012; Khalid et al., 2003; Onsaard, 2012; Onsaard
et al., 2010b).

A Figura 14 apresenta a solubilidade analisada na faixa de pH de 2,0 até 8,0 do
SPI das amostras controles (0,1 MPa). Os Apéndices de A— G apresentam as analises

estatisticas dos ensaios de solubilidade para cada pH de analise.
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Figura 14 - Solubilidade do SPI - Controle em pressao atmosférica (0,1 MPa) processada
empH4,5;7,0e 11,0.
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Todos os valores sdo médias + desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Todas as analises foram realizadas em

faixa de pH 2,0 a 8,0, independente do pH de processo.

A partir da Figura 14 pode se notar a mudanga da solubilidade da proteina
somente pela mudanga do meio (pH). Vale lembrar que o SPI foi submetido aos pHs
de 4,5, 7,0 e 11,0 por 10min a 0,1MPa para servirem como controle das amostras
processadas em pressdes de 200, 400 e 600MPa. Apods este procedimento as
amostras foram neutralizadas e liofilizadas. A analise da solubilidade das amostras foi
entdo realizada nos pH de 2,0 a 8,0.

Pode se observar que o meio tem influéncia na solubilidade. No pH 3,0 observa-
se um aumento da solubilidade (p < 0,05) das amostras processadas em pH 4,5 (0,09
mg/ml), seguido pelo pH 11,0 (0,06 mg/ml) e pH 7,0 (0,04 mg/ml). J4 no pH 5,0, as
amostras submetidas ao pH neutro foram mais soluveis (p< 0,05) do que as ao pH
alcalino e acido, respectivamente. Em pH 6,0 as amostras submetidas ao pH acido e
alcalino nao tiveram diferenga entre si (p< 0,05). Em pH 8,0 as amostras de do pH
acido e neutro foram mais soluveis (p< 0,05) comparado com o pH alcalino.

Apesar de pH alcalino causar uma alta solubilidade em proteinas, essa

mudanca de pH (pH 11,0 de processo) ndo causou efeitos positivo na solubilidade da
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proteina do gergelim, diferente do causado em proteinas de leguminosas, onde pH
alcalino apresenta um aumento da solubilidade das proteinas ( Zhang et al., 2024).

Observa-se umaa mudanca da solubilidade nas amostrasa processadas em
pH 4,5, principalmente pelo fato de estarem proximas do ponto isoelétrico,
ondepredominam forgas atrativas, como as forgas hidrofébicas e de van der Waals,
causando agregacao de proteinas e aumento no tamanho das particulas (Horvitz et
al., 2024; D. Zhang et al., 2024).

Neste sentido, a mudancga de pH € empregada para aumentar a solubilidade de
proteinas vegetais, pois, durante esse processo, a estrutura da proteina sofre um
desdobramento inicial em uma condigdo alcalina ou acida, seguido por um
redobramento parcial quando volta para seu pH neutro, resultando em uma estrutura
“‘mais flexivel” (Jiang et al., 2018; Kahraman et al., 2022; Q. Wang et al., 2024).

No entanto, como visto, a mudanga de pH por si s6 nao foi suficiente para
modificar a proteina isolada do gergelim. Consequentemente, a combinagdo com a
tecnologia de alta pressao hidrostatica pode aumentar a eficiéncia desse processo de
solubilizagédo (Karabulut & Yemis, 2022; Tang et al., 2021b).

As Figuras 15a, 15b e 15¢ apresentam a solubilidade do isolado proteico de
gergelim em pH variando de 2,0 a 8,0 quando processado a alta pressao hidrostatica.
Pode-se observar que as amostras tratadas com HHP a 200 MPa, 400 MPa e 600
MPa apresentam perfis de solubilidade diferentes em comparagdo com as amostras

controle em diferentes valores de pH.
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Figura 15a - Solubilidade do SPI processado por HHP a 200, 400 e 600 MPa em pH
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Todos os valores sao médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna

indicam diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Todas as analises foram

realizadas em faixa de pH 2,0 a 8,0, independente do pH de processo.
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Figura 15b- Solubilidade do SPI processado por HHP a 200, 400 e 600 MPa

35

30

25

20

15

10

em pH 7,0.

—e—0.1 MPa —e— 200 MPa 400 MPa —e— 600 MPa



62

Todos os valores sao médias * desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Todas as analises foram

realizadas em faixa de pH 2,0 a 8,0, independente do pH de processo.

Figura 15c¢- Solubilidade do SPI processado por HHP a 200, 400 e 600 MPa

em pH 11,0.
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Todos os valores sao médias = desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Todas as analises foram

realizadas em faixa de pH 2,0 a 8,0, independente do pH de processo.

A Figura 15a apresenta a solubilidade das amostras processadas em pH 4,5.
No ponto isoelétrico, esperariamos a menor solubilidade, ja que as cargas positivas e
negativas das proteinas se neutralizam, resultando em pouca ou nenhuma repulsao
entre as moléculas e, portanto, uma maior tendéncia a agregacéo (Gharibzahedi &
Smith, 2020).

Todas as amostras processadas em pH 4,5 (200, 400 e 600 MPa) e analisadas
em seu ponto isoelétrico (pH 4,5) aumentaram sua solubilidade (p< 0,05) em

comparagao a amostra controle (0,1 MPa). Isto pode indicar que o HHP altera a
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estrutura da proteina de uma forma que favorece a solubilidade, mesmo sob
condicbes em que normalmente seria baixa (pl).

Com aumento do pH de analise (de 5,0 para 7,0), as amostras de 0,1, 200 e
400 MPa apresentaram solubilidade semelhante. Porém, o SPl a 600 MPa apresentou
menor solubilidade (p< 0,05). Isto pode estar relacionado a redugdo de sua
hidrofobicidade observada quando as amostras foram processadas a 600 MPa, onde
a formagao de agregados reduz a exposigao de grupos hidrofébicos, mas aumenta o
tamanho das particulas.

A Figura 15b apresenta a solubilidade das amostras processadas em pH 7,0.
Em pH neutro e longe do ponto isoelétrico da proteina, o comportamento das amostras
quanto a solubilidade pode ser mais influenciada pela pressdo do que pelo pH. Isso
ocorre, pois, as cargas superficiais das proteinas devem ser distribuidas de maneira
mais uniforme (Queirds et al., 2018a).

Em pH acidos da analise, as amostras processadas a 200 e 400 MPa
apresentaram maior solubilidade (p< 0,05), que o SPI controle (0,1 MPa). Houve um
aumento de 120% e 222% a 200 MPa e de 76% e 130% a 400 MPa em pH 2,0 e 3,0,
respectivamente. A amostra processada a 600 MPa apresenta solubilidade
significativamente menor (p< 0,05) do que as respectivas amostras controle, indicando
que a alta pressao pode estar promovendo interagdes que reduzem a solubilidade em
ambientes acidos.

Em pH 4,0 e 5,0 (da analise), o SPI processado em pH 7,0 (Figura 15b)
apresenta maior solubilidade (p< 0,05) do que a amostra controle, com a solubilidade
aumentando com a pressao aplicada, sendo o processamento a 200 MPa o mais
soluvel (aumento de 80% e 119%, respectivamente). O aumento da solubilidade com
pressdes acima de 100 MPa também foi relatado por Achouri & Boye, (2013), em que
pressoes de 200 e 300 MPa promoveram maior solubilidade das fragcdes proteicas 7S
e 11S da proteina de gergelim.

Esta tendencia de pressdes de 200 e 400 MPa em pH 7,0 de processo, em que
a solubilidade é melhorada, esta relacionada a converséo de agregados insoluveis em
soluveis, desnaturacédo proteica e exposicao de diferentes grupos hidrofébicos e
hidrofilicos. Este desdobramento inicial da proteina em pressbes intermediarias é
seguido pela subsequente agregacgao e reassociagao de proteinas em pressdes mais
altas (Li et al., 2012; Luo, Cheng, et al., 2022).
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Esses resultados puderam ser observados na proteina de soja, onde a
solubilidade maxima das fragdes (7S e 11S) ocorreu em 300 MPa Wang et al., (2011),
enquanto Molina et al., (2001.) observou o melhoramento da solubilidade dessas
subunidades em 200 e 400 MPa. A proteina de soja também apresentou aumento em
400 e 450 MPa, conforme visto em Puppo et al., (2004); Torrezan et al., (2007) e a
200 MPa na proteina de tremoco (Chapleau & De Lamballerie-Anton, 2003.).

Na Figura 15c¢ pode se observar que as amostras processadas em pH 11,0 sob
pressdes de 200 e 400 MPa apresentaram menor solubilidade (p< 0,05) quando
avaliadas em pHs mais baixos em comparagdo a amostra controle (0,1 MPa) e a
amostra processada a 600 MPa. Porém a medida que o pH da analise aumenta, o SPI
a 200 MPa apresenta um notavel aumento na solubilidade (p< 0,05). Esse aumento
foi de 36% quando comparada a amostra controle. Isso pode estar relacionado com a
mudanca da estrutura secundaria da proteina, como visto na Figura 13a (PCA), onde
a amostra processada a 200MPa em pH 11,0 mostrou se distinta das demais.

Em pH 8,0 (analise) o aumento da solubilidade em relagdo ao controle foi de
59% (p< 0,05). Este padrdo também pode ser observado em proteinas de quinoa e
soja, onde a solubilidade aumentou apenas em um valor de pressédo (400 MPa) a
medida que o pH passou de 3 para 8. Isto pode ser devido a rupturas de estruturas
quaternarias e/ou agregados proteicos (Luo, Cheng, et al., 2022; Puppo et al.,
2004).0s mecanismos pelos quais a alta pressao hidrostatica afeta as modificagdes
proteicas estdo intrinsicamente ligados a magnitude da variagdo no volume das
moléculas proteicas em solugdo. Este fendbmeno resulta na ruptura das estruturas
quartenarias das proteinas, desnaturacdo e agregagao. A mudanca no volume da
proteina sob HHP geralmente envolve a compressao de cavidades proteicas, rupturas
de interagbes n&o covalentes (como interagbes hidrofébicas e eletrostatica) e
modificagdes nas interagdes proteina- solvente (Galazkaa et al., 2000).

Estas transformagdes nas estruturas e interagcbes moleculares tem o potencial
de provocar mudancgas nas propriedades fisico-quimicas e tecno-funcionais das

proteinas (Huang et al., 2021).
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5.6Indice de Atividade Emulsificante (EAI) e indice de Estabilidade
Emulsificante (ESI)

As proteinas sao utilizadas como agentes emulsificantes na industria
alimenticia devido a sua natureza anfifilica, ou seja, pois reduzem a tenséo interfacial
ao redirecionar sua fragao hidrofilica para fase aquosa e sua parte hidrofébica para
fase oleosa (Gundogan & Can Karaca, 2020; Nunes & Tavares, 2019).

A partir da Tabela 5 pode-se observar que, na pressao de 200 MPa, houve um
aumento (p< 0,05) na capacidade emulsificante do SPI, independentemente dos
valores de pH (4,5, 7,0 e 11,0). Essa EAl maxima é geralmente obtida a perto de 200
MPa (valor de pico), como visto em proteina de batata-doce (Khan et al., 2014),
proteinas de feijdo (Ahmed et al., 2018), proteinas de ervilha e feijao (Hall & Moraru,
2021a).

Tabela 5 - Indice de Atividade Emulsificante (EAI) e indice de Estabilidade
Emulsificante (ESI) do SPI processados por HHP a 200, 400 e 600 MPaem pH 4,5; 7,0 e
11,0.

Condicdes de Propriedades Emulsificantes

Processo EAI (m?2/q) ESI (min)
0,1 MPa x pH 4,5 504+0,1c 34,99+0,01c
200 MPa x pH 4,5 11,70+ 0,71 a 31,46 £ 0,09 c
400 MPa x pH 4,5 10,47+09b 49,20+£0,01 b
600 MPa x pH 4,5 10,59 + 0,08 b 94,81 +0,1a
0,1 MPax pH 7,0 11,57+£0,58 Db 23,13+0,07 c
200 MPa x pH 7,0 2495+042a 22,47 +£0,09 c
400 MPa x pH 7,0 6,93+0,76 C 40,03+0,02b
600 MPa x pH 7,0 741+0,1c 57,37 +£0,8a
0,1 MPa x pH 11,0 21,33+£0,61b 17,06 £0,07 b
200 MPa x pH 11,0 25,01 £0,29 a 26,41 £ 0,06 a
400 MPa x pH 11,0 10,45+0,98d 1964+£0,4Db
600 MPa x pH 11,0 15,38+ 0,14 c 20,17 £0,07 b
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Todos os valores sao médias * desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Todas as analises foram

realizadas em pH 7,0, independente do pH de processo.

Esse valor maximo (peak value) na pressao de 200 MPa, corresponde a um
aumento de 132% (pH 4,5), 115% (pH 7,0) e 17% (pH 11,0) em sua atividade
emulsificante. Esse aumento significativo, principalmente em pH 4,5 pode estar
relacionado com o aumento da sua hidrofobicidade. O aumento da Ho pode gerar
dissociagao proteica, o que € associado com uma melhor flexibilidade da proteina,
melhorando sua atividade na interface agua/dleo.

Por outro lado, em condicdes de pressao de 400 e 600 MPa, em pH 4,5, houve
um aumento (p< 0,05) na capacidade emulsionante em comparagdo com a amostra
controle (0,1 MPa). Essa mudanga também foi observada em proteina de soja, onde
a EAI foi maior em pH préximo ao ponto isoelétrico Torrezan et al., (2007), mas em
pHs 7,0 e 11,0 houve uma diminui¢ao (p< 0,05) em relagdo a amostra ndo processada
(0,1 MPa). A diminuicdo na EAl em pH mais elevado (pH 7,0 e 8,0) também foi
observada em proteinas de soja e ervilha, explicada pelo fato de que o HHP resultou
numa redugdo da carga superficial da proteina, diminuindo sua capacidade
emulsionante (Queirds et al., 2023).

Observa-se pela Tabela 5 que o efeito da pressdo de 200 MPaem pH 4,5¢e 7,0
nao alterou a ESI, sendo significativamente igual aos controles (p< 0,05). Por outro
lado, em condi¢cbes alcalinas (pH 11,0), a pressdao de 200 MPa aumentou a
estabilidade em 55%. Sob condi¢ao de pressao mais elevada (600 MPa) e pH 4,5 ou
7,0 observou-se uma melhor estabilidade (p< 0,05) de 94,81 min e 57,37 min,
respectivamente, em comparag¢ao com o pH 11,0 (20,17min).

Em alguns casos € relatado que, embora o processamento por HHP possa
melhorar a EAI das proteinas, pode comprometer a estabilidade da emulsédo, ou seja,
a atividade emulsificante e a estabilidade da proteina sao propriedades que podem
ser antagbnicas (Wang et al., 2022) . Isso ocorre devido ao fato de, sob algumas
condi¢cbes de processamento, o HHP pode induzir a formagao de agregados proteicos,

resultando em uma flexibilidade conformacional limitada, o que pode ser util para a
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estabilidade da emulsao (Baier & Knorr, 2015; T. Lin & Fernandez-Fraguas, 2020;
Singh & Ramaswamy, 2015).

Esse antagonismo entre EAl e ESI pode ser observado em pH 7,0, no qual
houve um aumento em ESI e uma diminuicdo em EAI para a proteina processada a
400 e 600 MPa. A formacgao de agregados proteicos também pode ser observada com
a reducéao da hidrofobicidade superficial (Ho), onde, em pH 7,0, todas as condigdes
apresentaram uma reducéo nesse indice, assim como em pH 4,5 e, nas pressodes de
400 e 600 MPa, houve uma redugdo em Ho e um aumento em ESI.

O processamento por alta pressdo (400 e 600 MPa) em pH 4,5 reduziu a
hidrofobicidade, e aumentou sua estabilidade (ESI) do SPI. O tratamento com HHP,
ao reduzir a hidrofobicidade, expde mais sitios de proteinas polares devido a formagao
de agregados, que também podem contribuir para a estabilizacdo na interface
emulsionante. Esses resultados também podem estar relacionados com a diminui¢ao
da solubilidade proteica na condi¢do de 600 MPa em pH 4,5, sendo mais um indicativo
de formagao de agregados insoluveis.

O aumento em EAIl e ESI, especialmente a 600 MPa, sugere que, apesar da
diminuicdo na hidrofobicidade as proteinas podem estar se reorganizando para
aprimorar sua atividade e estabilidade emulsionante.

Considerando o processamento em pH 11,0 a 200 MPa, nota se um aumento
de 17% de sua EAIl em relacdo ao seu controle. Esse aumento pode estar associado
com um aumento da solubilidade proteica, nesta mesma condicdo, além disso a
amostra apresentou uma diferenca significativa em sua estrutura secundaria de
acordko com o PCA (Figura 13a). Além disso, pode se observar que,
independentemente da aplicacdo da pressao, o pH teve influéncia sobre a EAI.
Quando comparada as amostras a 0,1 MPa em pH 7,0 e 11,0, nota se um aumento
de 84% para o pH 11,0, o que pode estar relacionado com as mudangas na carga
proteica em pH alcalino afetando as interagdes eletrostaticas, afastando assim as
moléculas de proteinas, aumentando a flexibilidade molecular na interface agua/éleo.

As amostras processadas a 200 MPa em pH 4,5, 7,0 e 11,0 obtiveram um
melhor desempenho do EAI, enquanto as amostras a 600 MPa em pH 4,5 e 7,0
tiveram uma melhor estabilidade no ESI, aumentando em 170% e 147%,

respectivamente.
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5.7 Capacidade de Retencdo de Agua e Capacidade de Retengdo Oleo

CRA (Capacidade de Retencdo de Agua) é a capacidade da proteina de reter

agua em sua estrutura tridimensional, assim como CRO (Capacidade de Retencéo de

Oleo) é a capacidade da proteina de reter éleo (Gundogan & Can Karaca, 2020). Os

efeitos do processamento HHP combinado com mudanga de pH na CRA e CRO no

Isolado Proteico de Gergelim (SPI — Sesame Protein Isolate) sdo apresentados na

Tabela 6.

Tabela 6 — Capacidade de Retencdo de Agua (CRA) e Oleo (CRO) de SPI
processadas por HHP a 200, 400 e 600 MPa em pH 4,5; 7,0 e 11,0.

Condicdes de CRA (g/9) CRO (g/9)
Processo

0,1 MPa x pH 4,5 2,01+0,65b 1,99+0,88b
200 MPa x pH 4,5 2,38+0,33a,b 2,45+0,09 a
400 MPa x pH 4,5 2,28+0,384a,b 2,45+0,55a
600 MPa x pH 4,5 249+0,74a 225+09a
0,1 MPax pH 7,0 1,94+£0,67b 253+0,2bh,c
200 MPa x pH 7,0 237+091a 2,40+0,22c
400 MPa x pH 7,0 2,04+0,61a,b 2,97+0,324a,b
600 MPa x pH 7,0 2,32+0,67a,b 3,07+0,96 a
0,1 MPa x pH 11,0 2,21+0,09a 3,83+0,11c
200 MPa x pH 11,0 2,12+0,21a 5,02+0,38a
400 MPa x pH 11,0 2,16 +£0,94 a 4,39+0,89b, c
600 MPa x pH 11,0 2,34+0,22a 477+041a,b

Todos os valores sao médias + desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna

indicam diferencga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Letras iguais na mesma coluna

indicam que ndo ha diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey) entre as amostras.

Todas as analises foram realizadas em pH 7,0, independente do pH de processo.
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A partir da Tabela 6, analisando somente as amostras controle (0,1 MPa), nota-
se que o meio (pH) teve influéncia na CRA. As amostras em pH 11,0 tiveram um
aumento de 10% (p< 0,05) em relagcdo as amostras de pH 4,5 e de 14% em relagéo
as amostras de pH 7,0, mostrando que o pH alcalino tem influéncia consideravel nesta
caracteristica. Assim como o pH de processamento teve influéncia na CRA, o mesmo
também influenciou a CRO, onde a amostra controle em pH 11,0 aumentou (p< 0,05)
sua CRO em 91% quando comparada ao controle de pH 4,5 e um aumento de 51%
quando comparada ao pH 7,0 (p< 0,05). Essas mudangas na CRO podem ser
atribuidas aos aminoacidos nao polares nas cadeias laterais das proteinas que foram
expostos e que se ligaram as cadeias de acidos graxos, retendo o 6leo em sua
estrutura (Gundogan & Can Karaca, 2020; Onsaard et al., 2010).

Para as amostras processadas em pH 45 e 7,00 a CRA aumentou
significativamente quando foram submetidas as pressdes de 600 e 200 MPa,
respectivamente. Assim como no SPI, a proteina de ervilha processada a 300 MPa
em pH neutro teve alteragdes significativas geradas pela presséo, expondo grupos
enterrados que contribuiram para o aumento da CRA (Kalayci et al., 2022; Peyrano et
al., 2016). Este aumento pode ser de grande interesse, uma vez que o CRA esta
diretamente relacionado com a capacidade de formar géis.

Para o SPI processado em pH alcalino (11,0), ndo houve alteracdo na CRA em
relagdo ao controle, ou seja, a pressao nao influenciou tanto nessa propriedade tecno-
funcional quanto o pH de processamento.

Com relacdo a CRO, as amostras processadas em pH 4,5 tiveram aumento
significativo (p< 0,05) em todos os niveis de pressdo em comparagao com a amostra
controle (0,1 MPa). No pH 7,0 de processamento houve aumento (p<0,05) na CRO
apenas na pressao de 600 MPa.

As amostras processadas em pH 11,0 a 200 e 600 MPa tiveram um melhor
desempenho na capacidade de retencéo de 6leo, quando comparadas ao seu controle
(0,1 MPa), aumentando em 31% e 24% respectivamente. Vale a pena ressaltar que
esse aumento da CRO em pH 11,0 a 200 MPa pode estar relacionado com a melhoria
da atividade emulsificante (EAI). Além disso, nessa condigdo houve o aumento da

solubilidade e mudancgas proeminentes na estrutura secundaria (Figura 13a).
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6 CONCLUSAO

O processamento por HHP combinado com a variagdo de pH, induziu
mudangas estruturais isolado proteico de Gergelim. Estas mudangas foram
observadas através da hidrofobicidade de superficie que diminuiu nas condi¢cbes de
400 e 600 MPa em pH 4,5 e a 200, 400 e 600 MPa em pH 7,0 podendo ser associado
a formacgéo de agregados proteicos. Por outro lado, nas condi¢gdes de 200 MPa em
pH 4,5 e a 400 e 600 MPa em pH 11,0 houve um aumento da hidrofobicidade o que
pode estar relacionado com a dissociagao proteica, relacionando a ruptura da
estrutura quaternaria da proteina.

Além disso, mudangas nas estruturas secundarias do SPI foram avaliadas a
partir da analise de FTIR, onde pressdes de 400 e 600 MPa em pH 4,5 e 11,0 tiveram
maior influéncia sobre a estrutura de bobinas aleatdrias, indicando novamente a
formagao de agregados e/ou dissociacao proteica. Com base nos resultados de FTIR
notou-se que a proteina de gergelim tem um predominio de estrutura folhas-j3,

Essas modificagdes nas estruturas quartanarias, terciarias e secundarias da
proteina de Gergelim induziram mudancas significativas em suas propriedades tecno-
funcionais (capacidade de retengcdo de agua e Oleo, solubilidade e atividade e
estabilidade emulsificante), especialmente na solubilidade, uma propriedade
tecnoldgica altamente desejada para proteinas vegetais na industria alimenticia,
facilitando sua aplicagao em formulagdes alimenticias.

A solubilidade das amostras processadas em pH 4,5 e 7,0, aumentaram quando
analisadas em uma faixa de pH de 2,0 a 5,0, o que pode ser de grande interesse para
aplicagdes em bebidas acidas e até mesmo lacteas. Ja para as amostras analisadas
em uma faixa de pH de 6,0 a 8,0, o processamento em pH 11,0 a 200 MPa apresentou
uma solubilidade melhorada, facilitando sua aplicagdo em produtos carneos, por
exemplo.

Com relagdo as propriedades tecno-funcionais emulsificantes, as amostras
processadas a 200 MPa (em todos pH) tiveram um aumento dessa atividade, ja as
amostras processadas a 400 e 600 MPa (pH 4,5 e 7,0) tiveram um aumento da
estabilidade. A melhora dessa propriedade pode ser de interesse em aplicagdes de
produtos emulsionados, onde a atividade e estabilidade emulsificante € de suma

importancia.
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Outra caracteristica importante € a CRA e CRO, onde essas capacidades
geram aos alimentos, texturas e sabores mais proeminentes. Esse aumento de CRA
foi principalmente em 600 e 200 MPa em pH 4,5 e 7,0, respectivamente. Com relagao
ao CRO todas as amostras processadas em pH 4,5 aumentaram essa capacidade, e
em pH 7,0 a 600 MPa e em pH 11,0 a 200 MPa.

Com isso, nota-se que condigdes dos parametros do processo (pressao, tempo,
temperatura), condi¢gdes do meio (pH), concentragdo da proteina, tipo de proteina,
entre outros parametros influenciam diretamente nas modificagdes estruturais e
consequentemente em suas propriedades tecno-funcionais. Pesquisas adicionais séo
necessarias para esclarecer os efeitos desses diferentes parametros (HHP e pH).

Finalmente, este estudo demonstrou que as propriedades funcionais e
tecnoldgicas do Isolado Proteico de Gergelim podem ser adaptadas ao selecionar as
diferentes condigdes de processamento (pressao e niveis de pH), potencialmente
beneficiando a industria ao facilitar a incorporacdo desse ingrediente em produtos

alimenticios.
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APENDICE A - RESULTADOS GERAIS DA SOLUBILIDADE EM PH 2,0

Solubilidade proteica do SPI processado por HHP a 200,400 e 600 MPa em pH 4,5,
7,0 e 11,0. — Analise em pH 2,0

Condicdes de Solubilidade Proteica

Processo

(mg/ml)

0,1 MPa x pH 4,5

200 MPa x pH 4,5
400 MPa x pH 4,5
600 MPa x pH 4,5
0,1 MPax pH 7,0

200 MPa x pH 7,0
400 MPa x pH 7,0

600 MPa x pH 7,0

0,1 MPa x pH 11,0
200 MPa x pH 11,0
400 MPa x pH 11,0

600 MPa x pH 11,0

0,1079 £ 0,06 b, c
0,1765+ 0,03 a
0,0925 +£0,08 b, c
0,1950 £ 0,04 a
0,0828 £ 0,05 b, c
0,1825+ 0,09 a
0,1459 £ 0,06 a, b
0,0674 £ 0,06 c
0,1033+0,01 b, c
0,0750 £ 0,20 c
0,0968 + 0,03 b, c

0,0844 £ 0,13 b, Cc

Todos os valores sao médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Letras iguais nha mesma coluna
indicam que nao ha diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey) entre as amostras.

Todas as analises foram realizadas em pH 2,0, independente do pH de processo.
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APENDICE B - RESULTADOS GERAIS DA SOLUBILIDADE EM PH 3,0

Solubilidade proteica do SPI processado por HHP a 200,400 e 600 MPa em pH 4,5,
7,0 e 11,0. — Analise em pH 3,0

Condicdes de
Processo

Solubilidade Proteica
(mg/ml)

0,1 MPa x pH 4,5

200 MPa x pH 4,5
400 MPa x pH 4,5
600 MPa x pH 4,5
0,1 MPax pH 7,0

200 MPa x pH 7,0
400 MPa x pH 7,0
600 MPa x pH 7,0
0,1 MPa x pH 11,0
200 MPa x pH 11,0
400 MPa x pH 11,0

600 MPa x pH 11,0

0,0974+£0,05Db,c,d, e
0,1340+ 0,02 a, b
0,07465 + 0,39 d, e, f
0,1310+0,09 a, b, c
0,0481 +0,06 e, f, g
0,1551+0,31a
0,1104 £0,11 a, b, c, d
0,0468 + 0,07 e, f, g
0,06804 + 0,09 d, e, f
0,00462 + 0,08 g
0,0260 £ 0,05 f, g

0,0771+0,12c,d, e, f

Todos os valores sao médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Letras iguais ha mesma coluna
indicam que nao ha diferencga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey) entre as amostras.

Todas as analises foram realizadas em pH 3,0, independente do pH de processo.
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APENDICE C - RESULTADOS GERAIS DA SOLUBILIDADE EM PH 4,0

Solubilidade proteica do SPI processado por HHP a 200,400 e 600 MPa em pH 4,5,
7,0 e 11,0. — Analise em pH 4,0
Condicdes de

Solubilidade Proteica

Processo

(mg/ml)

0,1 MPa x pH 4,5

200 MPa x pH 4,5
400 MPa x pH 4,5
600 MPa x pH 4,5
0,1 MPa x pH 7,0

200 MPa x pH 7,0
400 MPa x pH 7,0
600 MPa x pH 7,0
0,1 MPa x pH 11,0
200 MPa x pH 11,0
400 MPa x pH 11,0

600 MPa x pH 11,0

0,0394 £ 0,08 c, d
0,1203 + 0,05 a
0,0694 £ 0,09 b

0,06968 + 0,09 b

0,0388 £ 0,16 ¢, d
0,0702 £ 0,03 b

0,0588 £ 0,11 b, c

0,0616 £ 0,27 b, c

0,0389 £ 0,09 c, d
0,0086 + 0,08 e

0,0178 £0,09d, e

0,0477 £0,02 b, c

Todos os valores sao médias = desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferencga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Letras iguais na mesma coluna
indicam que nao ha diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey) entre as amostras.

Todas as analises foram realizadas em pH 4,0, independente do pH de processo.
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APENDICE D - RESULTADOS GERAIS DA SOLUBILIDADE EM PH 5,0

Solubilidade proteica do SPI processado por HHP a 200,400 e 600 MPa em pH 4,5,
7,0 e 11,0. — Analise em pH 5,0

Condicdes de

Solubilidade Proteica

Processo

(mg/ml)

0,1 MPa x pH 4,5

200 MPa x pH 4,5
400 MPa x pH 4,5
600 MPa x pH 4,5
0,1 MPax pH 7,0

200 MPa x pH 7,0
400 MPa x pH 7,0
600 MPa x pH 7,0
0,1 MPa x pH 11,0
200 MPa x pH 11,0
400 MPa x pH 11,0

600 MPa x pH 11,0

0,0265 + 0,17 f
0,1098 +£ 0,09 a
0,0758 £ 0,09 b, c
0,0522 +0,30d, e
0,0386 £ 0,09 e, f
0,0849 £0,17 b
0,0627 £0,11 c, d
0,0691 £ 0,07 b, c,d
0,0312 £ 0,18 f
0,0307 +£ 0,08 f
0,0358 £ 0,03 ¢, f

0,0377£0,02 e, f

Todos os valores sao médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Letras iguais ha mesma coluna
indicam que n&o ha diferencga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey) entre as amostras.

Todas as analises foram realizadas em pH 5,0, independente do pH de processo.
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APENDICE E — RESULTADOS GERAIS DA SOLUBILIDADE EM PH 6,0

Solubilidade proteica do SPI processado por HHP a 200,400 e 600 MPa em pH 4,5,
7,0 e 11,0. — Analise em pH 6,0

Condigdes de Solubilidade Proteica
Processo (mg/ml)

0,1 MPa x pH 4,5 0,0592 £ 0,06 a, b, ¢, d
200 MPa x pH 4,5 0,0840 £ 0,22 a, b, c
400 MPa x pH 4,5 0,04524 + 0,08 b, c, d
600 MPa x pH 4,5 0,0118 £ 0,08 d
0,1 MPax pH 7,0 0,1128 + 0,04 a
200 MPa x pH 7,0 0,1048 £0,04 a, b
400 MPa x pH 7,0 0,0878 £0,09a, b
600 MPa x pH 7,0 0,0819 £ 0,07 a, b, c
0,1 MPa x pH 11,0 0,0577+0,16a, b, c, d
200 MPa x pH 11,0 0,0765+£ 0,06 a, b, c
400 MPa x pH 11,0 0,0117 £0,03d
600 MPa x pH 11,0 0,0250 £ 0,09 ¢, d

Todos os valores sao médias = desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferencga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Letras iguais na mesma coluna
indicam que nao ha diferencga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey) entre as amostras.

Todas as analises foram realizadas em pH 6,0, independente do pH de processo.
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APENDICE F — RESULTADOS GERAIS DA SOLUBILIDADE EM PH 7,0

Solubilidade proteica do SPI processado por HHP a 200,400 e 600 MPa em pH 4,5,
7,0 e 11,0. — Analise em pH 7,0

Condigdes de Solubilidade Proteica
Processo (mg/ml)

0,1 MPa x pH 4,5 0,1645+0,094a, b
200 MPa x pH 4,5 0,1400£0,054a, b
400 MPa x pH 4,5 0,1229+£0,09a, b
600 MPa x pH 4,5 0,0209 + 0,08 c
0,1 MPax pH 7,0 0,1620 £ 0,06 a, b
200 MPa x pH 7,0 0,1523+0,04 a, b
400 MPa x pH 7,0 0,1104 £ 0,06 a, b
600 MPa x pH 7,0 0,1488 £ 0,07 a, b
0,1 MPa x pH 11,0 0,1312+0,04a,b
200 MPa x pH 11,0 0,1790 + 0,04 a
400 MPa x pH 11,0 0,1042 £ 0,02 b
600 MPa x pH 11,0 0,1209+£0,09a, b

Todos os valores sao médias = desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferencga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Letras iguais na mesma coluna
indicam que nao ha diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey) entre as amostras.

Todas as analises foram realizadas em pH 7,0, independente do pH de processo.
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APENDICE G — RESULTADOS GERAIS DA SOLUBILIDADE EM PH 8,0

Solubilidade proteica do SPI processado por HHP a 200,400 e 600 MPa em pH 4,5,
7,0 e 11,0. — Analise em pH 8,0

Condicdes de Solubilidade Proteica
Processo (mg/ml)

0,1 MPa x pH 4,5 0,2970+£ 0,06 a, b
200 MPa x pH 4,5 0,1783 +£0,02d, e, f
400 MPa x pH 4,5 0,1372 £0,09 e, f
600 MPa x pH 4,5 0,1114 + 0,10 f
0,1 MPa x pH 7,0 0,2735+0,054a, b, c
200 MPa x pH 7,0 0,2301 + 0,07 b, c, d
400 MPa x pH 7,0 0,1573+0,03 d, e, f
600 MPa x pH 7,0 0,2077 £0,07 c,d, e
0,1 MPa x pH 11,0 0,2062 +0,06 c, d, e
200 MPa x pH 11,0 0,3284 £ 0,06 a

400 MPa x pH 11,0 0,2177 0,03 b, ¢, d, e

600 MPa x pH 11,0 0,1695+0,10d, e, f

Todos os valores sao médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey). Letras iguais ha mesma coluna
indicam que n&o ha diferencga significativa (p< 0,05 pelo teste de Tukey) entre as amostras.

Todas as analises foram realizadas em pH 8,0, independente do pH de processo.



