UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS - GRADUACAO EM CIENCIA E
TECNOLOGIA DOS ALIMENTOS

ANA LUISA GOMES GENRO

EFEITO DO ULTRASSOM NAS PROPRIEDADES
TECNOLOGICAS DA PROTEINA ISOLADA DE SOJA

Santa Maria

2018



Ana Luisa Gomes Genro

EFEITO DO ULTRASSOM NAS PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DA
PROTEINA ISOLADA DE SOJA

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
dos Alimentos, da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM, RS), como
requisito parcial para obtencé&o do titulo
de Mestre em Ciéncia e Tecnologia dos
Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre José Cichoski

Santa Maria

2018



Genro, Ana Luisa

EFEITO DO ULTRASSOM MAS PROPRIEDADES TECHOLOGICAS DA
FROTEINA ISOLADA DE SOJA / Ana Luisa Genro.— 2018.

82 p.; 30 cm

Orientador: Alexandre José Cichoski

Dissertacdo (mestrade) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Programa de Pos
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, RS, 2018

1. proteina isolada de soja 2. ultrassom 3. emuls3oc 4.
antioxidante I. José Cichoski, Alexandre II. Titulo.

Sistema de geragdo automética de ficha catalografica da UFS5M. Dados fornecidos pelo
autor{a). Sob supervisio da Diregdo da Divisdp de Processos Técnicos da Biblioteca
Central. Bibliotecéria responsawvel Paula Schoenfeldt Patta CRE 10/17Z28.



Ana Luisa Gomes Genro

EFEITO DO ULTRASSOM NAS PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DA
PROTEINA ISOLADA DE SOJA

Dissertacdo apresentada ao Curso
de Pos-Graduagdo em Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos, da
Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM, RS), como requisito
parcial para obtengéo do titulo de
Mestre em Ciéncia e Tecnologia
dos Alimentos.

Aprovado em 28 de junho de 2018:

Aol bl

Pru;/ Dr. Alexandre José Cichoski
/ (Presidente/Orientador)

Co OO o)

Prof. Dr". Carla Cristina Bauermann Brasil (UFSM)

A‘* Ny OLL SAUTO
Prof.\Dr*. Aline de Oliveira Fogaga (UFN)

Santa Maria, RS
2018



“Once you eliminate the impossible, whatever remains, no matter how

improbable, must be the truth.”

Sir Arthur Conan Doyle



RESUMO

EFEITO DO ULTRASSOM NAS PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DA
PROTEINA ISOLADA DE SOJA

AUTORA: ANA LUISA GOMES GENRO
ORIENTADOR: ALEXANDRE JOSE CICHOSKI
LOCAL E DATA DA DEFESA: SANTA MARIA, 28 DE JUNHO DE 2018.

A industria de alimentos estd em constante evolucdo em resposta as
necessidades do mercado consumidor. A producéao de alimentos seguros e de
melhor qualidade torna necessaria a busca por tecnologias que preservem as
qualidades sensoriais e nutricionais dos alimentos processados sem prejudicar
suas propriedades organolépticas. A tecnologia do ultrassom possui uma
abordagem segura e sua aplicacdo pode alterar a estrutura das proteinas
modificando suas propriedades tecnoldgicas, este processo pode resultar em
maior rendimento e reducdo de custos para a industria. A proteina isolada de
soja (PIS) é amplamente utilizada como ingrediente alimentar devido ao seu
potencial para substituir proteinas de custo mais elevado e manter as
caracteristicas do produto. Conhecer suas propriedades tecnologicas é
importante para analisar sua possivel utilizacdo pela industria. O objetivo deste
estudo foi avaliar as propriedades tecnologicas da PIS, comercializada como
aditivo alimentar para a industria de produtos carneos, quando submetida ao
tratamento de ultrassénico de 35 kHz em diferentes amplitudes, tempos de
exposicao, temperaturas e concentragdes. Para avaliar a influéncia do ultrassom
montou-se um planejamento experimental utilizando a Metodologia de Superficie
de Resposta (MSR) por meio do Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR). Avaliou-se a umidade, o pH, o potencial de oxidac&do-reducdo, a
capacidade de retencdo e agua (CRA), a capacidade de retencdo de gordura
(CRG), a atividade emulsificante (AE), a estabilidade da emulsdo (EE), a
capacidade espumante (CE) e a atividade antioxidante (AA) da proteina. As
analises de umidade, pH e AE apresentaram interacdes significativas entre as
varidveis independentes de concentracdo, temperatura e amplitude. Os
resultados de CRA e CRG foram inferiores aos resultados da amostra controle,
porém nas andlises de AE e EE foram obtidos resultados superiores aos da
amostra controle que sugerem efeitos positivos da aplicacdo do US de alta
intensidade.

Palavras-chave: proteina isolada de soja, ultrassom, emulséo, espuma,
capacidade de retencdo de agua, capacidade de retengdo de gordura,
antioxidante.



ABSTRACT

ULTRASOUND EFFECT ON THE TECNOLOGICAL PROPERTIES OF SOY
PROTEIN ISOLATE

AUTHOR: Ana Luisa Gomes Genro
ADVISOR: Alexandre José Cichoski

The food industry is in constantly evolution in response to consumer market
needs. The production of higher quality and safer foods makes it necessary to
search for technologies that preserve the sensorial and nutritional qualities of
processed foods without harming their organoleptic properties. Ultrasound
technology has a safe approach and its application can alter the structure of
proteins and modify their technological properties, this process can result in
higher yields and lower costs for the industry. Soy Protein Isolated (SPI) is widely
used as a food ingredient due to its potential to replace higher cost proteins and
maintain product characteristics. Understand its technological properties is
important to analyze its possible use by industry. The objective of this study was
to evaluate the technological properties of SPI, commercialized as a food additive
for the meat products industry, when subjected to 35 kHz ultrasonic treatment in
different amplitudes, exposure times, temperatures and concentrations. To
evaluate the influence of ultrasound, an experimental design was set up using
the Response Surface Methodology (RSM) through the Rotational Central
Composite Design (RCCD). Moisture, pH, oxidation-reduction potential, water
holding capacity (WHC), fat imbibing capacity (FIC), emulsifying activity (EA),
emulsion stability (ES), the foaming capacity (FC) and the antioxidant activity
(AA) of the protein. The moisture, pH and EA analysis showed significant
interactions between the independent variables of concentration, temperature
and amplitude. The results of WHC and FIC were lower than the results of the
control sample, but in the analyzes of EA and ES the results obtained was
superior to those of the control sample, which suggest positive effects of the
application of high intensity US.

Keywords: soy protein isolate, ultrasound, emulsion, foam, water holding
capacity, fat imbibing capacity, antioxidant.
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1 INTRODUCAO

O processamento do gréo de soja resulta em diferentes produtos que séao
classificados para comercializagdo de acordo com seu método de
processamento e teor de proteina. Os produtos obtidos séo a farinha de soja, o
extrato de soja, a proteina concentrada e a proteina isolada de soja (PIS), sendo
gue a primeira possui entre 56-59% de proteina e a PIS apresenta o maior teor
de proteina, entre 88-92% (YASUMATSU et al., 1972; SILVA, 2007). No Brasil,
segundo maior produtor mundial deste grdo, a maior parte da producédo é
destinada a exportacdo, e grande parte do consumo interno é empregada na
extracdo de Oleo e seu residuo € destinado a alimentagdo animal (EMBRAPA,
2017b). Porém, o uso da soja e de seus produtos derivados pela industria de
alimentos tem aumentado devido ao seu baixo custo, propriedades tecnoldgicas
e alto valor nutricional (BARBOSA et al., 2006; WANG et al., 2010; CHEN et al.,
2011a; MORALES et al., 2015).

A soja e seus produtos derivados possuem propriedades benéficas que
sdo exploradas no mercado de alimentos funcionais devido a presenca de
compostos bioativos. A isoflavona tem sido muito estudada em relacéo aos seus
efeitos positivos a satde humana atribuidos ao seu potencial antioxidante, anti-
inflamatorio e anticarcinogénico (LUI et al., 2003; GOES-FAVONI et al., 2004;
MANTOVANI et al., 2018). Na industria de alimentos, justifica-se a utilizacao da
proteina isolada de soja devido as suas propriedades tecnologicas desejaveis no
produto final e seu uso estende-se a uma variedade de alimentos, desde
produtos lacteos e diferentes tipos de bebidas até produtos carneos. A adicao da
proteina da soja resulta em alimentos menos caléricos, com teor reduzido de
lipidios, elevado teor de proteina e de aminoacidos essenciais (YASUMATSU et
al., 1972; SILVA et al., 2006; SALINAS e LOPEZ-SOBALER, 2017).

O processamento de alimentos esta em constante evolu¢cdo em resposta
as necessidades do mercado consumidor. A producado de alimentos seguros e
de melhor qualidade torna necessario a evolugéao das tecnologias utilizadas e o
desenvolvimento de novas técnicas de processamento nas industrias. Esta
necessidade tornou constante a busca por tecnologias, que nao causem
modificacdes fisicas e quimicas que prejudiguem as propriedades

organolépticas e que preservem as qualidades sensoriais e nutricionais dos
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alimentos processados (ASHOKKUMAR, et al., 2008; CARCEL, GARCIA-
PEREZ e MULLET, 2012; ARZENI et al., 2012; PINGRET et al.,2013). Para
atender essa demanda, uma das tecnologias emergentes € a do ultrassom (US),
visto como uma tecnologia limpa, quando comparada com outros tipos de
processamentos, seu uso pode minimizar processamento e manter a qualidade
dos alimentos (KENTISH e FENG, 2014; ARVANITOYANNIS, 2015).

O US é uma onda sonora que opera acima do alcance da audicao
humana. A onda se propaga na forma de compressbes e rarefacdes pela
amostra, sendo que essa transmissdo pode ser influenciada pelo tipo de
amostra, sua composicao fisica e quimica (PICO, 2015). A aplicacéo do US de
baixa frequéncia (20 kHz até 100 kHz) pela industria de alimentos é algo
relativamente novo, esta tecnologia possui uma abordagem segura que pode
atuar em baixas temperaturas, sendo ideal para o processamento dos alimentos.
O alcance das ondas produzidas pelo US pode resultar em alteracdes fisicas,
guimicas ou mecanicas, sendo capazes de romper estruturas, modificar reacdes
quimicas acelerar a cristalizacao e transferéncias de massa (JAYASOORIYA et
al., 2004; JAYASOORIYA et al., 2007; JAMBRAK et al., 2008; KENTISH e FENG,
2014).

Assim, neste estudo, serdo avaliadas as propriedades tecnoldgicas da
proteina isolada de soja, comercializada como aditivo alimentar na industria de
produtos carneos, quando submetida ao tratamento de US em diferentes
amplitudes, tempos de exposicao, temperaturas e concentragées. Conhecer as
propriedades tecnolégicas de uma proteina é importante para avaliar suas
possiveis aplicacfes pela industria de alimentos e manter as caracteristicas
organolépticas desejaveis no produto final. A proteina isolada de soja é uma
proteina que possui uma boa relagédo entre custo e funcionalidade e apresenta
potencial para substituir proteinas de custo mais elevado sem prejudicar o
produto desenvolvido. Porém deve-se considerar as condi¢cfes de fabricacao da
proteina isolada para que suas caracteristicas tecnolégicas nao sejam reduzidas

Nno processamento.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da aplicacdo do US de 35 kHz nas propriedades

tecnoldgicas da proteina isolada de soja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Aplicar ultrassom em diferentes concentracdes de proteina isolada de
soja utilizando diferentes amplitudes, tempos e temperatura,

» Avaliar a capacidade de retencdo de agua e gordura, as propriedades
emulsificantes, estabilidade de emulsdo e propriedades espumantes da
proteina isolada de soja,

» Avaliar a capacidade antioxidante da proteina isolada de soja tratada pelo
ultrassom pelo método de indugéo de oxidacéo,

» Determinar pH, potencial de oxidacdo-reducéo e umidade.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1PROTEINAS DE SOJA

A soja é uma leguminosa cultivada inicialmente na Asia, ha pelo menos
trés mil anos. A producdo mundial de soja na safra 2016/2017 foi de 351,320 mil
toneladas com uma é&rea plantada de 120,958 milhdes de hectares. O Brasil
ocupa a posicao de segundo maior produtor de soja mundial com 114,075 mil
toneladas, sendo o Rio Grande do Sul o terceiro maior produtor brasileiro.
Estima-se que na safra 2017/2018 o Brasil sera responsavel por 31,01% da
producdo mundial, ficando atras somente dos Estados Unidos (33,60%). O
consumo interno de gréos € de 45,781 milhdes de toneladas, sendo a maior parte
da producéo destinada a exportacao (EMBRAPA, 2017a; CONAB, 2017).

Cerca de 70% do farelo de soja é destinado a exportacéo e o restante é

utilizado em racdo animal, sendo que uma proporc¢ao reduzida € utilizada como
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matéria-prima industrial. Devido a versatilidade da soja obtém-se varios
derivados como, proteinas isoladas, concentrada e texturizada, Oleo vegetal,
gordura vegetal hidrogenada, lecitina, farinha de soja, fibra dietética, farelo de
soja e Oleo bruto, que podem ser utilizados na producéo de diversos alimentos.
Ao adicionar derivados de soja em produtos alimenticios obtém-se menor valor
caldrico, teor de lipidios reduzido, maior conteudo de proteinas e reducédo de
custo, sendo possivel preservar as caracteristicas fisicas e sensoriais do produto
tradicional através de sua habilidade na formacao de gel, emulsdo, capacidade
de retencdo de agua e gordura (GOES-FAVONI et al., 2004; TAKAHARA e
TANNO, 2013; NISHINARI et al., 2014).

A soja pode ser considerada como um alimento completo, apresenta em
sua composicdo cerca de 40% de proteinas, 20% de lipidios e 34% de
carboidratos (MORAES et al., 2006; ZAKIR e FREITAS, 2015). A qualidade de
uma proteina é determinada por sua composi¢cdo de aminoacidos. A soja
apresenta em sua composi¢cdo aminoacidos polares, tirosina, histidina, cisteina,
treonina, glicina e serina; apolares, fenilalanina, isoleucina, leucina, metionina,
valina, triptofano, alanina e prolina; acidos, acido aspartico e glutamico e basicos,
lisina e arginina, sendo considerada uma proteina completa em aminoacidos
essenciais. A utilizacdo de tratamento térmico no processamento dos produtos
da soja pode inativar os fatores antinutricionais presentes na soja como
saponinas e fitato, que podem influenciar em sua digestibilidade e
biodisponibilidade dos nutrientes (MORAIS e SILVA, 1996; PIRES et al., 2006;
ALMEIDA, 2011; MIRANDA, 2012).

A soja é rica em muitos minerais, entre eles magnésio, fosforo, ferro, cobre
calcio, potassio, sodio, manganés, selénio e zinco. A soja é também uma boa
fonte de vitaminas como, A, E, K, C, Bz, Bz, niacina, acido pantoténico, Bs, folato
e colina (MORAIS e SILVA, 1996; SALINAS e LOPEZ-SOBALER, 2017). No
oriente seu consumo € observado na forma de produtos fermentados (shoyo e
outros molhos) e ndo fermentados, como tofu, soja seca, extrato de soja e outros.
No Brasil, a disseminacao de informacdes sobre os beneficios do consumo dos
produtos da soja para a saude aliado ao baixo custo, aumentou seu espago no
mercado interno, aumentando a disponibilidade e variedade produtos a base de
soja para consumo (PAULETTO e FOGACA, 2012; TAKAHARA e TANNO,
2013).
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Os trés maiores produtos derivados da soja, séo a farinha de soja, a
proteina concentrada de soja e a proteina isolada de soja (PIS); eles possuem
diferentes conteudos de proteina e sao utilizados em diferentes aplicacdes. A
PIS é o produto da soja mais refinado, com um conteddo de proteina maior que
90%. A PIS é feita a partir de uma extragéo alcalina da proteina para remover a
fibra insolavel, com subsequente precipitacdo acida para remocéao dos acucares
soltveis (Figura 1) (WANG, 1998; CHEN et al., 2011b). A proteina isolada de
soja é de grande interesse para a industria de alimentos pois apresenta
propriedades de emulsificacdo e gelificacdo que a caracterizam como um
ingrediente altamente funcional. A utilizacdo de um aditivo alimentar no
desenvolvimento de produtos pela industria baseia-se tanto na qualidade
nutricional como nas propriedades tecnolégicas do alimento para definir suas
aplicacdes (VIEIRA, 2007; O'SULLIVAN et al., 2016).

Figura 1 — Processo industrial tipico para isolamento da proteina de soja a partir

de farinha desengordurada de soja.

~ : Flocos de soja . ~ :
Gréos de soja desengordurados. Disperséo da farinha de

descascados passam S soja em pH 8-9.
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v
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DesF:arte o residuo. sobrenadante. Proteina Isolada de
Ajuste do pH do —>| O residuo é dissolvido |—> Soja.

sobrenadante para 4,5.

Centrifugacao. em agua € Seco por

spray-drying.

Fonte: Adaptado (DAMODARAN, PARKIN E FENNEMA, 2010)

As propriedades tecnolégicas da PIS, como o0 comportamento

hidrodindmico e as interacfes entre proteinas, refletem a sua composicéo e
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estrutura. As proteinas em maiores concentracdes, aproximadamente 75%, na
PIS séo as globulinas glicinina (11S) e a B-conglicinina (7S). Outras proteinas
também estdo presentes, como a lipoxigenase, o inibidor de tripsina Kunitz,
inibidores de protease de baixo peso molecular, urease e lecitina. A proteina da
soja apresenta uma estrutura globular compacta, estabilizada principalmente por
ligacdes dissulfito e pontes de hidrogénio. Este tipo de estrutura possui baixa
flexibilidade molecular e quando comparada com outras proteinas como as do
leite, apresenta baixa capacidade emulsificante (WAGNER et al., 2000;
MORAES et al., 2006; LACERDA, 2008; CHEN et al., 2011a).

A estrutura da globulina 11S é composta por 12 subunidades, onde
metade apresenta caracteristicas acidas e a outra metade sdo de natureza
bésica, cada par de subunidades esta unido por liga¢cfes dissulfeto. A globulina
7S apresenta apenas trés subunidades, é caracterizada como uma glicoproteina
com baixo conteudo de enxofre e sem ligacdes dissulfeto (YU, DAMODARAN,
1991; LACERDA, 2008). As fracbes [B-conglicinina (7S) e glicinina (11S)
constituem aproximadamente 70% das proteinas presentes na PIS, sendo que
desta porgéo 46% é composto pela globulina 11S, e o restante é representado
por uma lipoproteina (LP). O tratamento térmico aplicado na farinha
desengordurada de soja, antes da precipitacdo e separacdo da PIS, pode
influenciar esta propor¢cdo, ao reduzir o conteudo de nitrogénio, e
consequentemente a fracado lipoproteica (SAMOTO et al., 2007; SILVA, 2007).

As propriedades das globulinas 11S e 7S dependem basicamente do grau
de agregacdo, dissociacdo e desnaturacdo da proteina. A solubilidade e
agregabilidade sdo caracteristicas importantes nas proteinas e sua diminuicédo
pode limitar a aplicag&o pratica da PIS pela indUstria de alimentos. A modificacédo
estrutural da proteina pode melhorar suas propriedades tecnoldgicas alterando
sua conformacado e a distribuicdo dos residuos hidrofobicos e hidrofilicos dos
aminodcidos, e pode ser obtida através de tratamentos térmicos ou quimicos,
sendo o ultimo o mais utilizado. A maioria dos tratamentos com &cido incluem
aguecimento, o que adiciona outras modificagcbes como hidrolise e desaminacéao.
Os efeitos de diferentes tratamentos dependem de diferentes condi¢bes, como
temperatura, tempo, concentracdo de proteina, pH e forca ibnica (WAGNER et
al., 2000; MOURE et al., 2006; ANON et al., 2012).
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3.2pH E SOLUBILIDADE

As propriedades tecnologicas das proteinas podem ser afetadas por
alteracdes em sua solubilidade. Ao relacionar o pH da proteina com sua
solubilidade é possivel observar que em valores de pH proximos do ponto
isoelétrico (pl) sua solubilidade € minima. O pl € o ponto representado pelo pH
no qual a carga elétrica de uma molécula carregada em solucéo é igual a zero,
Ou seja, as cargas positivas e negativas se equilibram e ocorre uma atracdo entre
elas, levando a reducédo da solubilidade e precipitacdo. As globulinas da soja
apresentam solubilidade minima em pH entre 3,7 e 5,2 e seu ponto isoelétrico é
observado em pH préximo a 4,5 (SILVA, 2007; LACERDA, 2008; DAMODARAN
et al., 2010).

3.3PROPRIEDADES TECNOLOGICAS

3.3.1Emulsao

Emulsdes sao dispersdes entre dois liquidos imisciveis, sdo pequenas
gotas dispersas na fase continua de outro liquido. Na industria de alimentos
possuimos diversos produtos emulsionados, como o leite, a manteiga, a
mortadela, salsichas e outros. Pode-se caracterizar uma emulsdo como agua em
0leo (a/0) ou 6leo em &gua (o/a), esta definicdo determina com que liquido pode
ser diluida (DAMODARAN et al., 2010). Para formar uma emulsdo, um tipo de
energia externa, como agitacdo, é necessario para diminuir o tamanho dos
glébulos e aumentar a area interfacial. Com a exce¢do de micro emulsées, as
emulsdes em geral séo termodinamicamente instaveis, o uso de proteinas auxilia
na formacéo e estabilizagcéo destes sistemas (WILDE, 2000; SIKORSKI, 2007).

As proteinas, ou surfactantes, séao utilizadas pela industria para melhorar
a emulsificacdo dos produtos, sua funcionalidade deve-se a sua estrutura
anfifilica que torna possivel sua adsorcdo e formacédo de filmes em interfaces
Oleo-4gua, associando-se as suas respectivas fases polar e apolar
(O’'SULLIVAN; PARK e BEEVERS, 2016). Os surfactantes possuem a habilidade

de gerar interacfes repulsivas entre as gotas de 6leo e formar uma membrana
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interfacial resistente. O processo de emulsificacdo é afetado pelas proteinas,
pois reduzem a tenséo interfacial promovendo a quebra da gota, o que também
€ importante para a estabilizacdo do sistema (MCCLEMENTS, 2004; CHEN et
al., 2011b).

A aplicacdo de proteinas vegetais que ndo alterem as caracteristicas dos
produtos emulsionados surgiu como alternativa para as proteinas
tradicionalmente utilizadas, como a do leite, do ovo e da carne animal. Fontanari
et al. (2007) avaliou a utilizagdo de um isolado proteico de semente de goiaba,
produzido a partir de residuo industrial, onde foi observado que o isolado
apresentou caracteristicas emulsificantes semelhantes a outras proteinas
utiizadas como ingrediente alimenticio. Santana et al. (2017), avaliou as
propriedades emulsificantes de diferentes farinhas vegetais e verificou que as
farinhas de aveia, feijdo branco, linhaca, banana, maracuja, soja e trigo integral
apresentavam boa atividade emulsificante, podendo ser utlizadas como
ingredientes em formulagdes industrializadas reduzindo custos de producéo e
mantendo a qualidade nutricional do produto.

As proteinas da soja possuem caracteristicas como solubilidade,
capacidade emulsificante, de retencdo de agua e gordura, que podem ser
utilizadas na formulacdo de alimentos como ingrediente proteico, podendo ser
adicionadas na producéo de maioneses, sopas, molhos e produtos carneos. Em
um estudo sobra as propriedades emulsificantes da proteina de soja decorticada
branqueada, em concentragbes de 0,25 e 0,75% de NaHCOs, durante 25
minutos de branqueamento, observou-se que a farinha de soja apresentou maior
capacidade de formacéo de emulsao, indicando a possibilidade de sua utilizacéo
pela industria (WANG et al., 2010). Chen et al., (2011a), avaliou o efeito da
combinacdo de um pré-tratamento de extrusdo e hidrolise enzimética, nas
propriedades interfaciais e emulsificantes de PIS e confirmou que a combinacao

melhorou a capacidade emulsificante e a estabilidade das emulsdes com PIS.

3.3.2Capacidade de retencéo de agua

A capacidade de retencdo de 4gua (CRA) refere-se a capacidade da
proteina de absorver e reter a agua dentro de uma matriz proteica apesar da

forca gravitacional. A agua pode apresentar-se na forma de agua absorvida que
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esta mantida na estrutura da proteina, pode estar ligada a molécula e assim nao
esta mais disponivel como solvente, ou na forma de agua retida, presa na matriz
da proteina (KNEIFEL et al., 1991; DAMODARAN et al., 2010). Proteinas de soja
sao frequentemente adicionadas em produtos embutidos, em quantidades
méaximas entre 2,5 - 4,0% de acordo com a Instrugcdo Normativa n® 04, do
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2000), com o objetivo de melhorar suas
propriedades fisicas. Em alimentos processados uma maior CRA pode
proporcionar uma reducédo da perda de peso durante o cozimento, e produtos
com melhor textura e maciez (FACCHINI, 2016; SIRISON et al., 2017).

3.3.3Capacidade de retencéo de gordura

A capacidade de retencdo de gordura (CRG) pode ser definida como a
aptidao para reter gordura durante o processamento dos produtos emulsionados.
Uma boa capacidade de retencéo de gordura € importante para evitar a formacéao
de bolsas de gordura que podem propiciar fendbmenos de degradacdo dos
produtos, como a oxidacéo lipidica. A separacdo das fases é um ponto critico
em alimentos emulsionados devido a mobilidade molecular, assim a estabilidade
da fase dispersa de gordura, presente na forma de particulas é essencial para a
aceitacdo do produto pelo consumidor (DAMODARAN, 2005; DAMODARAN et
al., 2010).

3.3.4Estabilidade de emulsao e Atividade Emulsificante

As emulsdes estabilizadas por proteinas animal ou vegetal, podem
permanecer estaveis durante dias, assim ndo se observa uma quantidade
detectavel de separacao de fase em um determinado intervalo de tempo durante
0 armazenamento. Para avaliar a estabilidade de um produto de forma rapida,
frequentemente usam-se condi¢cOes drasticas, como temperatura elevada ou
separacdo sob forca centrifuga. O periodo de estabilidade depende das
caracteristicas da interface separando a fase dispersa da fase continua. Para

que uma proteina aja de forma efetiva como agente emulsificador, ela deve ser
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capaz de adsorver-se com rapidez a interface, desdobrar-se prontamente e
rearranjar-se na interface, e ser capaz de formar uma pelicula coesiva viscosa
por meio de interacdes intermoleculares (WILDE, 2000; DAMODARAN et al.,
2010).

O uso de novas tecnologias, como alta pressao e ultrassom, podem
melhorar as propriedades tecnoldgicas da PIS. A utilizacdo de tratamentos com
alta presséo pode melhorar a atividade emulsificante de proteinas de soja, porém
nao influenciam positivamente a estabilidade emulsificante. O US altera as
propriedades emulsificantes da PIS principalmente através da reducdo do
tamanho das particulas da proteina (MOLINA et al., 2001; PUPPO et al., 2005;
JAMBRAK et al.,, 2009). Yasumatsu (1972) descreve que a atividade
emulsificante (AE) da soja se relaciona positivamente com o conteudo de
nitrogénio, em outro trabalho de Seibel e Beléia (2009), observaram que a AE
era maior na amostra de soja que possuia 0 maior teor de proteina, uma vez que
a AE avalia de forma indireta a area superficial da membrana proteica que

recobre as goticulas de 6leo.

3.3.5Capacidade espumante

Espumas séo dispersbes de um fluido hidrofébico em um liquido
hidrofilico, sdo constituidas por uma fase continua aguosa e uma fase dispersa
gasosa. A propriedade de uma proteina para formar espuma depende de sua
capacidade de desenvolver uma pelicula fina e resistente na interface gas-
liquido, de modo que grandes quantidades de bolhas de gas possam ser
incorporadas e estabilizadas. A producdo de espuma depende do processo de
aeracdo, uma pelicula é formada ao redor da bolha de ar e as bolhas séo
empacotadas em uma estrutura maior. Entender estes mecanismos é importante
para a industria de alimentos no desenvolvimento de produtos de alta qualidade
(FOEGEDING e DAVIS, 2006; DAMODARAN et al., 2010).

A capacidade de uma proteina para formar espuma € muito importante,
porém o principal critério para definir seu uso é a estabilidade apds a formacao
da espuma. Esta estabilidade refere-se a capacidade da proteina de estabilizar
a espuma contra as tensdes gravitacionais e mecanicas. De forma geral, as

espumas sao termodinamicamente instaveis, pois a fase imiscivel dispersa sé
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se mantém como uma fina disperséo por um periodo limitado de tempo, uma vez
que as bolhas vao eventualmente coalescer e separar em seus componentes
iniciais. A estabilidade pode ser expressa como o tempo necessario a drenagem
de 50% do liquido da espuma ou para reducao de metade de seu volume (CARP
et al., 1997; WILDE, 2000; DAMODARAN et al., 2010).

A utilizacdo de proteinas como agentes espumantes em alimentos deve-
se a sua contribuicdo para a formacao e estabilidade da estrutura da espuma. A
desestabilizacdo da espuma em repouso € determinada por fatores como
drenagem ou ruptura do filme e desproporc¢éo no tamanho das bolhas. Uma vez
que a espuma é formada, ela pode ser caracterizada pelo volume da fase
(overrrun), propriedades reoldgicas e estabilidade. A avaliacdo destas
caracteristicas ndo € sempre exata, pois o processo de desestabilizacdo ocorre
simultaneamente com a formacao da espuma e imediatamente apds a formacao
(FOEGEDING e DAVIS, 2006). Produtos de soja podem ser utilizados com
sucesso como substitutos da clara de ovo em varios alimentos industrializados,
como sobremesas geladas, sorvetes e coberturas, devido a sua habilidade de
formacao de espuma (YASUMATSU et al., 1972).

3.4ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os processos de fabricacdo de um produto na industria de alimentos
potencializam o estresse oxidativo, pois aumentam a area de contato do alimento
com 0 oxigénio em etapas de corte, mistura e homogeneizagdo. O
processamento pode remover antioxidantes naturais e endégenos dos alimentos
e aumentar os fatores pro-oxidantes, em casos de exposicdo a luz e de
tratamentos térmicos. A incorporacdo de acidos graxos como o Omega-3
também pode reduzir a estabilidade do alimento. A estabilidade oxidativa do
produto pode ser alterada ao aprimorar a atividade das proteinas encontradas
naturalmente e modificar sua estrutura, ou com a utilizacdo de proteinas ou
peptideos com atividade antioxidante (AA) como aditivos alimentares (ELIAS et
al., 2008).

Os atributos de qualidade, como sabor, aroma, textura e cor dos alimentos
podem ser alterados por reacdes de oxidacdo. Os antioxidantes mais utilizados

pela induUstria, em alimentos que contém gorduras sdo compostos fendlicos
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como hidréxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT), que séo
sintéticos, e o tocoferol que é um antioxidante natural. Estes compostos atuam
doando elétrons de hidrogénio que inativam os radicais livres formados durante
a reacdo de oxidacéo, interrompendo a reagdo em cadeia. A substituicdo de
antioxidantes sintéticos por naturais estd ganhando espaco no mercado de
alimentos. A utilizacdo de proteinas ou seus hidrolisados possuem vantagens
adicionais quando comparados com outros antioxidantes, pois conferem
propriedades tecnoldgicas e nutricionais (RAMALHO e JORGE, 2006; MOURE
et al., 2006; ALVES et al., 2010).

A oxidacdo de proteinas pode ocorrer diretamente através de espécies
reativas de oxigénio e do nitrogénio, ou indiretamente através de produtos
secundarios do estresse oxidativo. Os radicais livres podem oxidar residuos
individuais de aminoécidos, principalmente os que possuem enxofre ou grupos
aromaticos, modificando suas cadeias laterais ou podem atacar diretamente a
cadeia polipeptidica da proteina (CHEN et al., 1995; SOLADOYE et al., 2015). A
estabilidade oxidativa relaciona-se com o balanco entre antioxidantes e pro-
oxidantes nos tecidos biolégicos dos quais obtemos os alimentos. O estresse
oxidativo ocorre em todos 0s organismos expostos ao oxigénio, esta oxidacéo
pode ser inibida através de diversos mecanismos que podem ser enddégenos ou
exdgenos do alimento. Uma pratica comum em alimentos industrializados € a
adicdo de antioxidantes que podem controlar os radicais livres, pro-oxidantes e
intermediarios da oxidacéo (ELIAS, 2008; DAMODARAN et al., 2010).

Peptideos bioativos sdo fragmentos especificos de proteinas que estao
inativados dentro da sequéncia principal da proteina que sao liberados por
hidrélise enzimética. A AA dos peptideos deve-se a interacfes entre a habilidade
de doar elétrons, inativar espécies reativas de oxigénio, eliminar radicais livres,
quelar metais de transicao e reduzir hidroperoxidos. A oxidacao lipidica durante
0 processamento e armazenamento de produtos alimenticios prejudica sua
qualidade e valor nutricional, o0 seu consumo pode ser potencialmente téxico e
prejudicial para a saude do consumidor (ELIAS et al., 2008; SARMADI e ISMAIL,
2010; ZOU et al., 2016). Xie et al. (2008), avaliaram a AA de peptideos extraidos
da folha de alfafa e observaram que as amostras apresentavam habilidade de

doar elétrons ou hidrogénio e eram capazes de eliminar os radicais livres. Chen



26

et al., (1995), avaliaram os efeitos antioxidantes da [(3- conglicinina com cinco

diferentes proteases e isolaram seis diferentes peptideos que apresentavam AA.

3.5ULTRASSOM

O ultrassom (US) caracteriza-se como uma onda sonora que opera acima
do alcance da audicdo humana. As ondas sdo classificadas por parametros
como amplitude, comprimento de onda e frequéncia (Figura 2). As aplicacdes
nas quais a energia ultrassbnica € utilizada para produzir mudancas
permanentes no meio de propagacao constituem a area de alta intensidade e
baixa frequéncia, com ondas entre 20-100 kHz. As aplicacdes de alta intensidade
incluem uma grande variedade de efeitos, como limpeza, secagem, mistura,
homogeneizacdo, emulsificacdo, desgaseificacdo, atomizacdo, entre outras
aplicacdes tipicas do US de alta frequéncia (>1 MHz) incluem testes néao-
destrutivos, determinagdo de composicao e estrutura, controle de processos e
diagnosticos médicos (KENTISH e FENG, 2014; VILLAMIEL et al., 2017).

Figura 2 — Espectro do som.
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Fonte: adaptado (FENG, BARBOSA-CANOVAS e WEISS, 2010).

A onda é uma forma de energia mecéanica do som que se propaga por
meio de um condutor como uma onda longitudinal produzindo compresséao
alternada com rarefagéo. Estas ondas séo geradas e recebidas por transdutores
pizoelétricos que convertem energia elétrica em energia mecanica, e podem
atravessar diferentes materiais como liquidos, tecidos e sélidos. A propagacéo
das ondas depende das propriedades acusticas, da composicao fisica e quimica
da amostra e do meio em que a onda se propaga. A propagacdo de uma onda

ultrassonica resulta em varios efeitos, dentre eles os principais sdo a cavitacao
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acustica e a transmissdo acustica. Estes efeitos podem causar alteractes
macroscopicas e assim aumentar a transferéncia de calor, este aquecimento do
meio € um efeito subsequente que ocorre devido a dissipacdo de energia
mecanica (BISCEGLI, 2003; LEGAY et al., 2011; PICO, 2015).

A cavitacdo acustica pode ser definida como um fendmeno de criagéo,
expansao e colapso de microbolhas em um liquido irradiado com ultrassom,
estas bolhas expandem e entram em um colapso violento que resulta em altas
temperatura (5000 K) e pressdo (1000atm), ondas de alta energia de
cisalhamento e turbuléncia na area de cavitacdo, estes eventos resultam em
mudancas fisico-quimicas nas propriedades das proteinas expostas ao
tratamento ultrassonico. As bolhas formadas podem ser divididas em cavitacao
estavel, onde permanecem estaveis ao longo de varios ciclos de compressao e
rarefacdo, e cavitacdo transiente, onde as bolhas existem por um curto periodo
e entram em colapso (Figura 3). A transmissao acustica ocorre em frequéncias
acima de 1 MHz, onde a zona de cavitacdo torna-se menos violenta e os efeitos
da transmissado acustica sdo predominantes (PATIST e BATES, 2008; TIWARI,
2015; HIGUERA-BARRAZA et al., 2016).

Figura 3 — Bolhas de cavitacao
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Fonte: Adaptado (SORIA e VILLAMIEL, 2010)

A aplicacdo do US necessita de um equipamento confiavel e resistente,
todos os equipamentos ultrassdnicos apresentam trés partes essenciais, 0

gerador, os transdutores que podem variar em nimero e localizacdo, mas devem
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vibrar na mesma fase, e sistema de distribuicdo. O gerador transforma
eletricidade em corrente alternada, na sequéncia o transdutor converte a
corrente em vibracdes mecanicas e por fim o sistema de distribuicdo transmite a
vibragdo. O ultrassom pode ser utilizado de diferentes formas pela industria de
alimentos, e sao geralmente aplicados em sistemas liquidos ou liquido-soélido. As
amostras podem ser submersas em banhos ultrassénicos (Figura 4) ou uma
sonda pode ser introduzida no sistema (CARCEL, GARCIA-PEREZ e MULLET,
2012; TAO e SUN, 2015).

Figura 4 — Tanque ultrassénico seccionado
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Fonte: Adaptado (POVEY; MASON, 1998)

A tecnologia do US é uma forma rapida e economicamente viavel para
modificar a estrutura e propriedades tecnologicas das proteinas. Os efeitos
positivos da aplicacdo do US devem-se aos efeitos quimicos, mecanicos e fisicos
da cavitacdo acustica. O tratamento com US de alta intensidade pode modificar
a conformacdo da proteina ao afetar as pontes de hidrogénio e interactes
hidrofobicas, rompendo as estruturas quaternarias e/ou terciarias das proteinas
globulares (CHEN et al., 2011b). Em um estudo conduzido por Xiong et al. (2018)
utilizando proteina isolada de ervilha, observaram que as estruturas primarias e

secundarias da proteina ndo apresentaram alteracdes apos o tratamento com
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sonda US de 20 kHz. A amostra apresentou um aumento do contetido de grupos
sulfidrila na superficie da proteina, o que foi atribuido ao rompimento das
ligacbes dissulfito pelo efeito da cavitacdo, o que pode sugerir um
desdobramento parcial da estrutura da proteina.

Na industria de alimentos o ultrassom possui diversas aplicacfes que
podem melhorar a producéo e reduzir custos. Villamiel e Jong (2000), avaliaram
os efeitos do tratamento ultrassénico de 20 kHz em fluxo continuo e temperaturas
préximas a 62 °C, utilizando o aquecimento produzido pelo US no leite cru em
P. fluorescens, S. thermophilus e na contagem total de bactérias do leite. Os
resultados apresentados sugerem que o tratamento US € uma técnica
promissora, pois além do leite apresentar condicbes microbiolégicas
semelhantes ao tratamento térmico convencional, os glébulos de gordura eram
menores. José (2009), avaliou a eficiéncia da utilizagcdo do US de 45 kHz na
reducdo microbiana de mesofilos aerdbios, fungos e leveduras em frutas e
hortalicas minimamente processadas. O uso do US reduziu a contaminacao em
aproximadamente um ciclo logaritmico.

A aplicacdo do US também pode ser utilizada em proteinas animal ou
vegetal, que sdo empregadas pela industria como ingredientes. Arzeni et al.
(2012), compararam os efeitos do uso de US de 20 kHz, 20% de amplitude e
temperaturas inferiores a 49 °C em proteinas isoladas do ovo, do soro do leite e
da soja utilizadas comercialmente e observaram modificagdes nas propriedades
tecnologicas como solubilidade, gelificagcdo e viscosidade. A aplicacdo do
ultrassom é uma alternativa promissora para melhorar caracteristicas como
solubilidade, CRA, gelificacdo, formacdo de espuma e emulsificacdo de
proteinas vegetais. A definicdo das condi¢des oOtimas para aplicacdo do US,
como pH, concentracao, temperatura, frequéncia, amplitude e tempo influenciam
na obtencao dos resultados, sendo que os parametros de aplicacdo devem ser

definidos de acordo com a fonte da proteina e suas caracteristicas intrinsecas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Para avaliar a influéncia do ultrassom na proteina isolada de soja montou-
se um planejamento experimental utilizando a Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR) por meio do Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), conforme metodologia descrita em Rodrigues & lemma (2009). Foram
consideradas como variaveis independentes, a temperatura, o tempo, a
amplitude e a concentracdo de PIS. A capacidade de retencdo de agua,
capacidade de retencao de gordura, pH, potencial de oxidacdo-reducéo (POR),
capacidade emulsificante, estabilidade da emulsdo, umidade, capacidade
espumante e atividade antioxidante foram consideradas como as variaveis
dependentes.

O calculo dos principais efeitos e suas interacfes sobre as variaveis
respostas foi feito através do programa Statistica 7.0. Os valores utilizados no
delineamento composto central rotacional (DCCR) para as 4 variaveis
independentes estdo apresentados na Tabela 1. Na Tabela 2 encontra-se o
planejamento experimental de superficie de resposta utilizados na otimizacao

das condicdes para avaliar a influéncia do ultrassom.

Tabela 1 — Variaveis e dominio experimental utilizados na otimiza¢cdo das
condigcbes para avaliar a influéncia da frequéncia de 35 kHz no modo de
operacdo normal do US na proteina isolada de soja.

Variaveis Niveis codificados
-2 -1 0 +1 +2
Temperatura (°C) 20 30 40 50 60
Tempo (minutos) 2 9 16 23 30
Amplitude da onda (%) 20 35 50 65 80

Concentragao (%) 7 8,5 10 11,5 13
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Tabela 2 — Planejamento experimental de superficie de resposta utilizados na
otimizacao das condicdes para avaliar a influéncia do US.

Ensaios Variaveis

T°C T min. Amplitude (%) Concentracao (%)
1 30 9 35 8,5
2 50 9 35 8,5
3 30 23 35 8,5
4 50 23 35 8,5
5 30 9 65 8,5
6 50 9 65 8,5
7 30 23 65 8,5
8 50 23 65 8,5
9 30 9 35 11,5
10 50 9 35 11,5
11 30 23 35 11,5
12 50 23 35 11,5
13 30 9 65 11,5
14 50 9 65 11,5
15 30 23 65 11,5
16 50 23 65 11,5
17 20 16 50 10
18 60 16 50 10
19 40 2 50 10
20 40 30 50 10
21 40 16 20 10
22 40 16 80 10
23 40 16 50 7
24 40 16 50 13
25 40 16 50 10
26 40 16 50 10
27 40 16 50 10
28 40 16 50 10

Nota: T °C = temperatura utilizada; T'min = tempo aplicacdo em minutos; A (%) = amplitude de
onda utilizada; Conc. (%) = concentracdo da amostra de PIS.

4.2 OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de proteina isolada de soja foram obtidas em uma industria

na cidade de Montenegro, Rio Grande do Sul. A PIS estava embalada em
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pacotes de 1 kg fechados a vacuo. No laboratério foram armazenados em seus
pacotes originais, em ambiente protegido da luz em temperatura ambiente (25
°C £ 2). As analises foram feitas na Universidade Federal de Santa Maria —
UFSM, no Nucleo de Tecnologias de Alimentos. A pesagem das amostras de
PIS foi realizada em balanca analitica (Shimadzu AUY220, Filipinas), e as
amostras foram diluidas em tampéo fosfato 0,03 M em pH 7,4 de acordo com a
concentracdo definida pelo planejamento experimental de superficie resposta
(Tabela 2).

4.3 APLICACAO DO ULTRASSOM

Para a realizacdo dos ensaios (Tabela 2) utilizou-se um banho de
ultrassom (modelo TI-HI-10 marca Elma®) na frequéncia de 35 kHz no modo de
operacdo normal, testes de secagem conduzidos previamente definiram as
melhores condi¢cbes de aplicagdo. A PIS em solugcéo tampéao foi colocada em
béquer de vidro, de 500mL, fechado com filme de plastico. As amostras foram
levadas ao banho de US para serem submetidas as diferentes condicbes
propostas no estudo, sendo a temperatura monitorada com um termémetro

digital do tipo espeto, com precisao de + 1 °C.

4.4 SECAGEM E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Apos o tratamento de ultrassom as amostras foram secas em estufa a
temperatura de 40°C por 50 horas (modelo MDH, marca DelLeo). Imediatamente
apos a secagem as amostras foram moidas moinho (modelo MA 630/1, marca
Delta) na velocidade 7 por 20 segundos. As amostras foram armazenadas em
tubos Falcon de 50 mL fechados e mantidos em dessecador até a realizacédo das

analises.

4.5 ANALISES REALIZADAS

Todas as analises foram feitas em triplicata, com excecao da andlise de
estabilidade oxidativa em equipamento Metrohm Rancimat modelo 892 (Herisau,
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Switzerland) que foi realizada em duplicata. A amostra controle de PIS utilizada

nas analises correspondeu a amostra original obtida na industria.

45.1 Umidade

A determinacdo da umidade seguiu a metodologia descrita pela Official
Methods of Analysis - AOAC 925.10 (1998). Pesou-se aproximadamente 2,0g de
amostra em béquer previamente seco (130°C/ 1h) e foi colocada em estufa
(MARCONI modelo MAO33 marca DelLeo) na temperatura de 130 °C durante
uma hora. A amostra foi retirada da estufa e colocada em dessecador por 30
minutos, e posteriormente pesada. A umidade da amostra foi calculada como a
reducdo da porcentagem do peso apos secagem, seu resultado foi expresso em
porcentagem (Férmula 1).

Umidade (%) _ (peso amostra inicial (g)—peso da amostra seca (g)) x 100 (1)

peso da amostra inicial (g)

4.5.2 pH e Potencial de Oxidacdo-Reducéo

A determinacdo de pH e potencial de oxidagéo-reducdo (POR) das
amostras de proteina isolada de soja seguiu a metodologia descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz (2008). Foi pesado 1g de amostra e homogeneizado em 10 mL de
agua destilada. Para a afericao, foi utilizado um medidor de pH/mV/temperatura
(modelo DM-23-DC DIGIMED®), equipado com um eletrodo de platina (modelo
DME-CP1) para determinacao de POR, um eletrodo de vidro (modelo DME-CV1)
para determinacdo de pH e um termocompensador (modelo DMF-N1)
previamente calibrado com solucdo padrdo a 25 °C. Os eletrodos foram
mergulhados na amostra homogeneizada e os valores de pH e POR anotados
para posterior andlise estatistica.

4.5.3 Capacidade de retencéo de 4gua

A determinacado da capacidade de retencéo de agua seguiu a metodologia

descrita por Lin et al. (1974), com modifica¢des. Foi utilizada a proporcédo de 1:6
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(proteina isolada de soja e agua). Em tubo Falcon de 15mL pipetou-se primeiro
6 mL de agua e depois pesou-se 1,0g da amostra de PIS, a amostra foi pesada
em balanca analitica (modelo AUY220, marca Shimadzu). O tubo com a amostra
foi agitado por um minuto em vértex em velocidade 1 e deixado em repouso por
30 minutos 25 + 2 °C. A amostra foi entdo centrifugada na velocidade de
3000rpm por 15 minutos (modelo 80-2Ba, marca Edulab). Apés a centrifugacéo,
em béquer tarado pesou-se a quantidade de agua que nao foi absorvida
(sobrenadante) pela amostra no tubo Falcon. Os resultados calculados foram
expressos em mL/g (Figura 2).

CRA = Volume inicial (mL) — Volume final (nlL) (2)

4.5.4 Capacidade de retencédo de gordura

A determinacgdo da capacidade de retencdo de gordura também seguiu a
metodologia descrita por Lin et al. (1974), com modificagcdes. Foi utilizada a
proporcao de 1:6 (proteina isolada de soja e gordura). A banha foi mantida em
banho-maria a 25° C para nao solidificar, pipetou-se 6 mL de banha em tubo
Falcon de 15mL, e depois foi pesado em balanca analitica (modelo AUY220
marca Shimadzu) 1,0g de amostra de PIS. A amostra foi agitada em vortex na
velocidade 1 durante 1 minuto e mantida em repouso por 30 minutos em banho-
maria a 25 °C.

A amostra foi centrifugada na velocidade de 3000rpm por 15 minutos (modelo
80-2Ba, marca Edulab). Um sistema de ar quente foi adaptado na centrifuga,
para manter as amostras entre 48-50 °C durante a centrifugacdo, e assim
evitando a sua solidificacdo. Apds a centrifugacdo, em béquer pesou-se a
quantidade de banha que néo foi absorvida pela amostra (sobrenadante) no tubo

Falcon. Os resultados calculados foram expressos em mL/g (Figura 3).

CRG = Volume inicial (mL) — Volume final (mL) (3)
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455 Atividade emulsificante

A determinacéo das propriedades emulsificantes seguiu metodologia de
Yasumatsu et al. (1972) com adaptacdes. Utilizou-se a relacdo de 1:6:6 (proteina
isolada de soja : agua : banha), com tempo de hidratacédo de 2 minutos, e tempo
total de agitacdo de 15 minutos a 1200rpm em agitador de haste (modelo 713D
marca Fisatom, 60Hz), em béquer de 100mL 25 + 2 °C . As amostras foram
coloridas com corantes Azul de Metileno (Vetec) e Vermelho Sudan B (Vetec) na
propor¢ao de 1:1, para visualizacao das fases da emulsdo. Em cada amostra foi
adicionado 15 mcg de corante.

A proteina isolada de soja foi hidratada com a 4gua e homogeneizada por
2 minutos em temperatura de 25 * 2 °C, ap0s este tempo adicionou-se a banha
e manteve-se a agitagdo até o tempo final de 15 minutos, a banha era mantida
em banho-maria na temperatura de 25 °C. As amostras foram colocadas em
tubos Falcon de 15mL e centrifugadas por 5 minutos a 3000rpm em centrifuga
(modelo 80-2B, marca Edulab). A atividade emulsificante foi medida com
paquimetro (Worker) 150mm em mm e foi calculada de acordo com a Férmula

(4) e seus resultados foram expressos em mL.

V= Th
T 3(RZ4+R.r+172) (4)

Nota: V = volume; h = altura; R = raio da maior circunferéncia; r = raio da menor circunferéncia.

4.5.6 Estabilidade da emulsao

A determinacdo da estabilidade de emulsdo seguiu metodologia de
Yasumatsu et al. (1972) com adaptacbes. As amostras foram coloridas com
corantes Azul de Metileno (Vetec) e Vermelho Sudan B (Vetec) na proporcéo de
1:1, para visualizac&o das fases da emulséo, foi utilizado 15mcg de corante por
amostra. Apds a etapa de homogeneizacdo em agitador de haste (modelo 713D
marca Fisatom, 60Hz) por 15 minutos a 1200rpm em béquer de 100mL, as
amostras foram colocadas em banho-maria a 80°C por 30 minutos, e resfriadas

em banho de gelo até atingirem a temperatura de 25°C. As amostras foram
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centrifugadas por 5 minutos a 3000rpm em centrifuga (modelo 80-2B, marca
Edulab). A atividade emulsificante foi medida com paquimetro (Worker) 150mm
em mm e foi calculada de acordo com a Formula (4) e seus resultados foram

expressos em mL.

4.5.7 Capacidade espumante

Para determinacao da capacidade espumante foi utilizada a metodologia
de Yasumatsu et al. (1972). Adicionou-se 1,5g de proteina isolada de soja em
50mL de agua em um béquer de 250mL, entdo procedeu-se a homogeneizacéo
em agitador de haste (modelo 713D marca Fisatom, 60Hz) por 3 minutos a
1200rpm 25+2 °C. O aumento de volume foi calculado com base no volume
inicial e final da formagdo da espuma, utilizando a Férmula (5). O béquer foi
mantido em repouso por 30 minutos a 25+2 °C para avaliar a estabilidade da
espuma através da porcentagem de reducdo de volume, e os resultados foram

expressos em porcentagem.

(volume final (mL)—volume inicial (mL))

Espuma = x 100 (5)

volume inicial (mL)

4.5.8 Atividade antioxidante

A analise da capacidade antioxidante (AA) foi avaliada Metrohm Rancimat
892 (Herisau, Switzerland) com o software Stabnet 1.1. Foi utilizada uma aliquota
de 3mL de azeite de oliva extra-virgem (marca Andorinha®). O azeite foi
separado em frascos menores e acondicionado entre 2-2,5 °C. Para a andlise foi
adicionado 500 partes por milhdo (ppm) de proteina isolada de soja no tubo de
reacao. Essa quantidade utilizada de PSI é a maxima quantidade permitida de
adicdo de agente antioxidante em alimentos de acordo com a Resolugéo da
ANVISA (Brasil, 1961). Para a comparagéo dos resultados de AA, utilizou-se
como amostra controle um tubo de reacédo onde foi adicionado o0 mesmo azeite
de oliva, sem adicdo da amostra de PIS. Os tubos foram levados ao aparelho

Rancimat, onde programou-se a temperatura de 140 °C e o fluxo de ar de 20L/h.
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Os resultados foram avaliados de acordo com o tempo de indugédo em horas,

guanto maior o tempo maior a estabilidade oxidativa (APARICIO et al., 1999).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 UMIDADE

O teor de umidade de um determinado produto é a soma das parcelas de
agua livre e 4gua ligada. A remocdo da umidade dos alimentos reduz o
crescimento microbiologico, a oxidacdo, a atividade enzimatica e algumas
reacdes quimicas, como a reacdo de Maillard, que estédo relacionadas com a
reducdo da qualidade e vida de prateleira de produtos em p6 (MARCINKOWSKI,
2006; HORUZ et al., 20017). Nos ensaios realizados o valor de umidade da PIS
variou entre 5,15 - 7,6%. A resolucédo da ANVISA (1978), define que a PIS deve
conter no maximo 6% de umidade. Os ensaios mais proximos do valor estipulado
por lei foram das amostras 20 (5,95%), 7 (5,87%), 5 (6,0%), 9 (6,05%) e 2
(6,09%) e 16 amostras apresentaram valores de umidade superior ao previsto
pela legislacdo (Tabela 3).
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Tabela 3 — Resultados (média + desvio padrdo) da andlise de umidade nos
diferentes ensaios em que foi submetido a proteina isolada de soja ho modo de
operacdo normal e frequéncia de 35 kHz no ultrassom.

Ensaios Variaveis Umidade (%)
T°C T min. A (%) Conc. (%)
1 30 9 35 8,5 6,88+0,02
2 50 9 35 8,5 6,09+0,03
3 30 23 35 8,5 7,18+0,05
4 50 23 35 8,5 6,34+0,15
5 30 9 65 8,5 6,00+0,12
6 50 9 65 8,5 5,60+0,12
7 30 23 65 8,5 5,87+0,24
8 50 23 65 8,5 5,51+0,05
9 30 9 35 11,5 6,05+0,03
10 50 9 35 11,5 5,65+0,07
11 30 23 35 11,5 6,50+0,15
12 50 23 35 11,5 5,75+0,08
13 30 9 65 11,5 5,15+0,17
14 50 9 65 11,5 7,60+0,02
15 30 23 65 11,5 6,43+0,27
16 50 23 65 11,5 6,85+0,15
17 20 16 50 10 5,75+0,08
18 60 16 50 10 5,53+0,27
19 40 2 50 10 6,80+0,17
20 40 30 50 10 5,95+0,02
21 40 16 20 10 6,70+0,18
22 40 16 80 10 6,59+0,02
23 40 16 50 7 7,53+0,14
24 40 16 50 13 6,40+0,07
25 40 16 50 10 6,48+0,14
26 40 16 50 10 7,20+0,05
27 40 16 50 10 6,95+0,11
28 40 16 50 10 6,34+0,13
Controle 5,70+0,28

Nota: T °C = temperatura utilizada; T'min = tempo aplicacdo em minutos; A (%) = amplitude de
onda utilizada; Conc. (%) = concentracdo da amostra de PIS.

Augustin et al., (2012) avaliaram a umidade de amostras de proteina

concentrada de leite antes e depois da aplicacdo de US 24 kHz em um sistema

com fluxo de 160mL/min, a amostra sem tratamento US apresentou umidade de
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5,6% que reduziu para 5,1% ap6s o US, resultado contrarios ao obtido no
presente estudo. A umidade da amostra controle foi de 5,7% + 0,28 e dos 28
ensaios realizados 8 amostras apresentaram valores na faixa de 5,42 - 5,98%, e
apenas o ensaio 13 (5,15%) apresentou resultado inferior a umidade da amostra
controle. O teste de ANOVA néo apresentou diferenca significativa (p>0,05)
entre as variaveis independentes utilizadas e a umidade das amostras. O
diagrama de Pareto (Figura 5) apresentou interacdo significativa entre as
varidveis de concentracdo X amplitude e temperatura X amplitude.
Comprovando a influéncia das variaveis independentes e a sua interacao no

resultado do teor de umidade (Tabela 3).

Figura 5 — Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis estudadas
relacionadas com a andlise de umidade.

T° C(Q) o /|-3.1038
3Lby4L [ 77 72 878242 |
1Lby3L ) 2.517818
1Lby4L 772116203
Tempo(Q) - 7 |]-1.24089 |
1Lby2L /|-1.23059
(4)Concentrag So(L) £/ /|-735712 '
(BAamplitude(L) 7 ]-693671 .
Amplitude(Q) 7 7/)- 568832 :
(T C() & /] 466652 '
2Lby3L /]-.406764 :
2Lby4L & /3861684 '
ConcentracdoQ) Z707777) 2383497 :
@Tempo(L) 77 7/71-121918 :

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Nota: Q = quadratica; L = linear; 3Lby4dL = amplitude (L) X concentracdo (L); 1Lby3L =
temperatura (L) X amplitude (L).

Verificou-se que as interagcdes entre amplitude X concentracdo e
temperatura X amplitude foram significativas na obtencéo do valor maximo de
6% de umidade na PIS, demonstrado nos graficos de superficie de resposta

(Figura 6). A utilizagéo de concentracdes entre 11-13% e amplitude na faixa de
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10-30% ou concentracbes entre 6-8% e amplitudes variando entre 70-80%
resulta em amostras de PIS com a umidade desejada (a). Ao relacionarmos a
amplitude de 70-80% (b) observamos que a utilizagdo de temperaturas entre 25-
30 °C resultam em valores de umidade préximos de 6%, considerada ideal. A
utilizagédo de amplitudes mais altas possibilita 0 uso de temperaturas mais baixas
devido ao aumento do efeito da cavitacdo. O efeito da cavitacdo produzida pelo
US gera sucessivas compressdes e expansdes do material levando a um
estresse na estrutura (efeito esponja) e formando canais microscopicos que
permitem um movimento mais facil da agua dentro da estrutura, facilitando sua
secagem (RODRIGUEZ et al., 2018).

Figura 6 — Gréficos de superficie resposta da analise de umidade, gerados a

partir do diagrama de Pareto com as interacdes das variaveis amplitude X
concentracgdo (a) e temperatura X amplitude (b).

Concentragéo

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Amplitude
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Amplitude

5.2 pH

A PIS apresenta solubilidade minima em seu ponto isoelétrico (pl) que
corresponde ao pH 4,5, em valores de pH mais alcalinos sua solubilidade
aumenta. A reducdo da solubilidade principalmente pela falta de repulséo
eletrostatica leva a precipitacdo atraveés das interages hidrofobicas, ou seja,
quanto maior o numero de interacdes hidrofdbicas (proteina-proteina) menor a
solubilidade (WAGNER et al., 1996; DAMODARAN et al., 2010). Alguns
processos aplicados, como a esterilizacao, spray-drying, € o uso de pressfes na
PIS também diminuem sua solubilidade, fato que pode ser atribuido a
desnaturacdo das proteinas (MORAES e SILVA, 1996; OETTERER, 2006;
SIRISON et al., 2017). Para amenizar possiveis alterac6es no pH da PIS durante
a aplicacdo do US e manter o pH na faixa de melhor solubilidade, todas as 28
amostras foram diluidas em tampéo fosfato com pH 7,4 para aplicagdo do US.
Esse procedimento proporcionou variacédo de pH de 7,10 a 7,30 nas PIS apos o

tratamento com US (Tabela 4).
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Tabela 4 — Resultados (média + desvio padrdo) da andalise de pH nos diferentes
ensaios em que foi submetido a proteina isolada de soja no modo de operacéo
normal e frequéncia de 35 kHz no ultrassom.

Ensaios Variaveis pH
T°C T min. A (%) Conc. (%)

1 30 9 35 8,5 7,22+0,01
2 50 9 35 8,5 7,28+0,02
3 30 23 35 8,5 7,29+0,01
4 50 23 35 8,5 7,29+0,01
5 30 9 65 8,5 7,17+0,01
6 50 9 65 8,5 7,11+0,00
7 30 23 65 8,5 7,17+0,00
8 50 23 65 8,5 7,13+0,00
9 30 9 35 11,5 7,20+0,00
10 50 9 35 11,5 7,16+0,01
11 30 23 35 11,5 7,16+0,00
12 50 23 35 11,5 7,19+0,00
13 30 9 65 115 7,13+0,00
14 50 9 65 115 7,13+0,00
15 30 23 65 115 7,16+0,00
16 50 23 65 115 7,16+0,00
17 20 16 50 10 7,10+0,00
18 60 16 50 10 7,14+0,00
19 40 2 50 10 7,20+0,00
20 40 30 50 10 7,16+0,00
21 40 16 20 10 7,17+0,00
22 40 16 80 10 7,16+0,00
23 40 16 50 7 7,30+0,00
24 40 16 50 13 7,20+0,00
25 40 16 50 10 7,16+0,01
26 40 16 50 10 7,20+0,00
27 40 16 50 10 7,15+0,01
28 40 16 50 10 7,12+0,02
Controle 7,26+0,04

Nota: T °C = temperatura utilizada; T'min = tempo aplicagdo em minutos; A (%) = amplitude de
onda utilizada; Conc. (%) = concentragdo da amostra de PIS.

Mudancas no pH podem influenciar nas propriedades tecnolégicas da
PIS, como a solubilidade e a formacéo de espuma, pois grande parte depende

do estado de ionizagdo de grupos da molécula proteica (JIANG et al., 2010). A
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interacdo amplitude (L) X concentracdo (L), apresentou diferenca significativa
(p=<0,05) em relacédo ao pH (Figura 7). Arzeni, Pérez e Pilosof (2012) avaliaram
a superficie de hidrofobicidade (Ho) de amostras de clara de ovo durante 20
minutos de aplicacao de US 20 kHz, amplitude de 20% e concentracdo de 10%.
A amostra apresentou um aumento significativo na Ho apés a aplicacdo, 0s
resultados indicaram que os residuos aromaticos foram expostos para 0 meio
aquoso, promovendo um aumento na solubilidade da proteina. Condicdes
similares foram aplicadas no ensaio 21 do presente estudo, durante 16 minutos
foi aplicado US de 35 kHz, 20% de amplitude e 10% de concentracdo de PIS, a
amostra tratada apresentou pH de 7,17 que indica uma boa solubilidade para a
proteina.

Figura 7 — Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
independentes estudadas relacionadas com o pH.
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Nota: Q = quadratica; L = linear; 3Lby4L = amplitude (L) X concentragdo (L).

Karki et al. (2009) avaliaram o efeito do US na PIS extraida de flocos
desengordurados de soja que passaram por tratamento US de 20 kHz e
amplitudes de 21 e 84um, baixa e alta poténcia, respectivamente. Observaram
gue independente da amplitude e do tempo utilizados, em pH 3,0, 7,0 e 9,0 ndo

houve diferenga significativa na solubilidade entre as amostras e com o controle.
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Chandrapala et al. (2011) aplicaram US de 20 kHz e amplitude de 50% em
proteina do soro do leite. Ap6s 5 minutos de aplicacdo a Ho da proteina
aumentou, resultado atribuido ao desdobramento das proteinas causado por
modificagdes na estrutura. No presente estudo a amplitude de 50% foi aplicada
nos ensaios de menor (7%) e maior (13%) concentracao de PIS, seus valores de
pH foram de 7,3 e 7,2 respectivamente, resultado similar ao apresentado no
gréfico de superficie de resposta (Figura 8), que indica que concentracdes na
faixa de 6 a 14% e amplitude entre 10 a 90% a PIS manteria o pH na faixa de

7,2 a 7,6 o qual proporciona uma boa solubilidade para esse tipo de proteina

Figura 8 — Interagéo entre as variaveis independentes amplitude X concentragcéo
e os valores de pH obtidos.
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5.3 POTENCIAL REDOX (POR)

A andlise de potencial redox (POR) avalia a tendéncia do sistema em se
oxidar (perder elétrons) ou reduzir (ganhar elétrons), ou seja, valores positivos
indicam condi¢des oxidantes (SILVA, 2008; JARDIM, 2014). O valor do POR da

PIS antes da realizagcdo dos ensaios foi de 61,67 mV. Os valores de POR
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variaram de 86,34 mV a 112,34 mV (Tabela 5), demonstrando que a frequéncia
de 35 kHz com as diferentes condicbes de temperatura, concentracdo de PIS,
amplitude e tempo de exposicdo ao US, podem alterar as condicfes oxidantes
da PIS, porém nenhuma das variaveis independentes estudadas apresentaram

efeito significativo (p>0,05) na variavel dependente de potencial redox.
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Tabela 5 — Resultados (média + desvio padréo) da analise de POR nos diferentes
ensaios em que foi submetido a proteina isolada de soja no modo de operacéo

normal e frequéncia de 35 kHz no ultrassom.

Ensaios Variaveis POR (mV)
T°C T min. A (%) Conc. (%)
1 30 9 35 8,5 99,3445,50
2 50 9 35 8,5 96,34+5,50
3 30 23 35 8,5 86,34+3,21
4 50 23 35 8,5 100,67+5,03
5 30 9 65 8,5 102,00+8,18
6 50 9 65 8,5 104,34+5,50
7 30 23 65 8,5 94,67+3,05
8 50 23 65 8,5 96,34+3,51
9 30 9 35 11,5 94,67+3,05
10 50 9 35 11,5 106,67+4,50
11 30 23 35 11,5 112,34+4,50
12 50 23 35 11,5 98,00£3,00
13 30 9 65 11,5 104,00+5,00
14 50 9 65 11,5 95,00+3,00
15 30 23 65 11,5 97,3414,16
16 50 23 65 11,5 103,34+3,51
17 20 16 50 10 92,34+3,51
18 60 16 50 10 105,34+3,51
19 40 2 50 10 90,67+4,04
20 40 30 50 10 101,67+4,04
21 40 16 20 10 107,00+4,58
22 40 16 80 10 103,34+3,51
23 40 16 50 7 86,00+3,60
24 40 16 50 13 100,67+4,50
25 40 16 50 10 102,67+4,04
26 40 16 50 10 103,67+2,30
27 40 16 50 10 102,67+2,51
28 40 16 50 10 101,00+4,00
Controle 61,67+0,57

Nota: T °C = temperatura utilizada; T'min = tempo aplicacdo em minutos; A (%) = amplitude de
onda utilizada; Conc. (%) = concentracdo da amostra de PIS.

Arzeni et al., (2012), aplicaram US de 20 kHz com amplitude de 20%

durante 20 minutos em proteina do soro do leite, PIS e clara do ovo. A

condutividade das proteinas depende da natureza e da quantidade das espécies

carregadas presentes na solucdo. As amostras de proteinas do soro do leite, da
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clara de ovo e PIS ndo apresentaram diferenca significativa apés o tratamento
com US. Yanjun et al., (2014), aplicaram US de 20 kHz com amplitude de 50%
em proteina concentrada de leite durante 30 segundos, 1, 2 e 5 minutos com
temperaturas inferiores a 50 °C. As amostras tratadas n&do apresentaram
diferenca significativa nos valores de POR (Figura 9) independente do tempo de
aplicacdo. Resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo, a
utilizacdo de diferentes valores de temperatura, concentracdo, amplitude e
tempo de aplicagédo ndo apresentou diferenca significativa nos resultados de
POR.

Figura 9 — Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis independentes no
potencial redox.
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Nota: Q = quadratica; L = linear.

5.4 CAPACIDADE DE RETENGCAO DE AGUA (CRA)

Algumas PIS comerciais, obtidas por processamento térmico, podem
apresentar reducdo em suas propriedades tecnoldgicas, caso ocorra

desnaturacao ou agregagcdo. Em produtos carneos a utilizacdo de uma proteina
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com CRA reduzida pode prejudicar o rendimento da producao, a textura e a
suculéncia do produto final (CRISTAS, 2012). Os valores da CRA nos ensaios
realizados variaram de 3,53 a 4,01lmL/g (Tabela 6), sendo esses valores
inferiores ao valor da CRA da amostra controle que foi de 5,93mL/g. A cavitacao
gerada pelo US nas diferentes amplitudes nos ensaios realizados, pode ter
promovido alteracdes na conformacao estrutural da PI1S, modificando as cadeias
laterais dos aminoacidos. Silva (2007) e Santana et al (2017) mencionaram que
as proteinas interagem melhor com a agua quando h& maior proporcédo de
aminoéacidos com cadeias laterais hidrofilicas.
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Tabela 6 — Resultados (média + desvio padrdo) da andlise de capacidade de
retencao de agua (CRA) nos diferentes ensaios em que foi submetido a proteina
isolada de soja no modo de operacdo normal e frequéncia de 35 kHz no

ultrassom.
Ensaios Variaveis CRA (mL/g)
T°C T' min. A (%) Conc. (%)
1 30 9 35 8,5 3,63+0,12
2 50 9 35 8,5 3,77+0,05
3 30 23 35 8,5 3,76+0,14
4 50 23 35 8,5 3,85+0,05
5 30 9 65 8,5 3,76+0,07
6 50 9 65 8,5 3,72+0,08
7 30 23 65 8,5 3,90+0,10
8 50 23 65 8,5 3,79+0,07
9 30 9 35 11,5 3,79+0,04
10 50 9 35 11,5 3,85+0,03
11 30 23 35 11,5 3,70+0,05
12 50 23 35 11,5 3,71+0,03
13 30 9 65 11,5 3,74+0,07
14 50 9 65 11,5 3,65+0,06
15 30 23 65 11,5 3,89+0,04
16 50 23 65 11,5 3,65+0,04
17 20 16 50 10 3,62+0,07
18 60 16 50 10 3,82+0,03
19 40 2 50 10 3,61+0,14
20 40 30 50 10 3,71+0,07
21 40 16 20 10 3,76+0,05
22 40 16 80 10 3,89+0,01
23 40 16 50 7 3,85+0,14
24 40 16 50 13 4,01+0,08
25 40 16 50 10 3,76+0,06
26 40 16 50 10 3,53+0,09
27 40 16 50 10 3,85+0,05
28 40 16 50 10 3,66+0,14
Controle 5,93+0,04

Nota: T °C = temperatura utilizada; T'min = tempo aplicacdo em minutos; A (%) = amplitude de
onda utilizada; Conc. (%) = concentracdo da amostra de PIS.

A CRA é uma interacdo importante que ocorre entre a agua e a proteina

em diferentes sistemas alimentares pois avalia a habilidade de uma matriz de
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proteina absorver e reter 4gua contra a for¢a da gravidade. Os principais fatores
que afetam a CRA incluem a estrutura e conformacéao da proteina, a composicao
de aminoécidos, a polaridade, a for¢a i6nica, a temperatura e o pH (KNEIFEL et
al., 1991; DAMODARAN et al., 2010). De acordo com o teste de ANOVA a
andlise de CRA nao apresentou diferenga significativa (p>0,05) para nenhuma
variavel independente, porém o diagrama de Pareto apresentou diferenca
significativa com a variavel independente de concentracdo (Figura 10). Para a
concentragdo de 7% o valor de CRA foi de 3,85 + 0,14 e para a concentragao de
13% o resultado foi de 4,01 + 0,08. Analisados os dados de CRA obtidos em
relacdo as concentracfes de PIS utilizadas (Tabela 6), ndo se nota muita
diferenca entre os resultados o que corrobora com o resultado do teste de
ANOVA.

Figura 10 — Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
estudadas relacionadas com a analise de capacidade de retencdo de agua.
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Nota: Q = quadratico; L = linear.

Hu et al. (2013b) utilizaram uma sonda US 20kHz em amostras de PIS em
concentracoes de 10%. A amostra tratada por 20 minutos apresentou aumento

na temperatura de 0,5 para 4,9 °C e obteve o maior valor de CRA. Os resultados
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foram atribuidos ao aumento da solubilidade da proteina e reducdo do tamanho
das particulas. As amostras tratadas por 40 minutos aumentaram a temperatura
de 0,7 para 11,2 °C e obtiveram resultados de CRA menores e particulas de
proteinas maiores, o resultado foi associado desnaturacdo da amostra. Malik et
al. (2017) observaram resultados similares na CRA ao utilizarem tanto a sonda
como o banho US, o que foi atribuido ao principal efeito do US, a cavitacao que
ocorre dentro da solucdo No presente trabalho das amostras preparadas na
concentragdo de 10%, 8 foram tratadas durante 16 minutos e outras duas
durante 2 e 30 minutos, as temperaturas variaram entre 20 e 60 °C, com
resultados na faixa de 3,53 a 3,89mL/g, ou seja, as variaveis de temperatura e

tempo ndo apresentaram influéncia significativa na CRA da PIS.

5.5 CAPACIDADE DE RETENCAO DE GORDURA (CRG)

A ligacdo dos grupos hidrofébicos da proteina com moléculas de dleo,
define a capacidade de retencéo de gordura (CRG). Assim como na CRA, o
indice de absorcédo de gordura determina o tipo de produto alimenticio que a
proteina podera ser utilizada. A absor¢cdo de gordura melhora a palatabilidade
do alimento e altera a textura e a qualidade do produto final (RODRIGUEZ-
AMBRIZ et al., 2005; SANTANA et al., 2017). A absor¢cao de gordura varia de
acordo com o numero de grupos lipofilicos expostos na superficie da proteina.
(WANG et al., 2010). Os resultados da CRG das amostras avaliadas neste
trabalho variaram entre 2,00 a 2,32mL/g, (Tabela 7), sendo que a amostra
controle apresentou 3,21mL/g.
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Tabela 7 — Resultados (média + desvio padrdo) da andlise de capacidade de
retencdo de gordura (CRG) nos diferentes ensaios em que foi submetido a
proteina isolada de soja no modo de operacao normal e frequéncia de 35 kHz no

ultrassom.
Ensaios Variaveis CRG (mL/qg)
T°C T min. A(%) Conc. (%)
1 30 9 35 8,5 2,16+0,01
2 50 9 35 8,5 2,17+0,09
3 30 23 35 8,5 2,14+0,03
4 50 23 35 8,5 2,21+0,05
5 30 9 65 8,5 2,06+0,01
6 50 9 65 8,5 2,14+0,09
7 30 23 65 8,5 2,18+0,10
8 50 23 65 8,5 2,12+0,00
9 30 9 35 11,5 2,09+0,00
10 50 9 35 11,5 2,28+0,10
11 30 23 35 11,5 2,08+0,05
12 50 23 35 11,5 2,08+0,04
13 30 9 65 11,5 2,09+0,05
14 50 9 65 11,5 2,00+0,07
15 30 23 65 11,5 2,19+0,08
16 50 23 65 11,5 2,07+0,08
17 20 16 50 10 2,32+0,07
18 60 16 50 10 2,27+0,01
19 40 2 50 10 2,10+0,02
20 40 30 50 10 2,26+0,05
21 40 16 20 10 2,10+0,02
22 40 16 80 10 2,19+0,11
23 40 16 50 7 2,06+0,02
24 40 16 50 13 2,12+0,01
25 40 16 50 10 2,07+0,04
26 40 16 50 10 2,06%0,00
27 40 16 50 10 2,10+0,08
28 40 16 50 10 2,20+0,07
Controle 3,21+0,30

Nota: T °C = temperatura utilizada; T'min = tempo aplicacdo em minutos; A (%) = amplitude de
onda utilizada; Conc. (%) = concentracdo da amostra de PIS.

Malik et al. (2017) aplicaram banho US 40 kHz em proteina isolada de

semente de girassol sem utilizacdo de altas temperaturas. A CRG apresentou
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melhores resultados ap6s o tratamento US durante 20 minutos. Resendiz-
Vazquez et al. (2017) relataram um aumento na CRG apos aplicacdo do US com
sonda de 20 kHz e temperaturas inferiores a 15 °C por 15 minutos em proteina
isolada de semente de jaca. O aumento da CRG nos estudos citados foi atribuido
a desnaturacao da proteina com exposi¢ao de grupos hidrofébicos. No presente
trabalho a amostra 17 (2,32mL/g) apresentou o valor de CRG mais alto entre os
ensaios e a temperatura de tratamento foi de 20 °C, porém também foram
utilizadas temperaturas de 50 e 60 °C com resultados semelhantes, o que sugere
a possibilidade de utilizacdo de temperaturas proximas a 20 °C que poderao
exercer um efeito positivo na CRG . De acordo com o teste de ANOVA a analise
de CRG apresentou diferenca significativa (p<0,05) com a variavel de

temperatura, resultado de acordo com o diagrama de Pareto (Figura 11).

Figura 11 — Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
estudadas relacionadas com a analise de capacidade de retencdo de gordura.
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Padilla e Alfaro (1996), observaram que a farinha desengordurada de soja
(FDS) apresenta maior CRA do que CRG, e sugeriram que a proteina de soja

apresenta mais grupos hidrofilicos, porém consideraram também que a FDS
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contém mais carboidratos, o que pode ter contribuido para aumentar a CRA.
Rodriguez-Ambriz et al. (2005) relataram o conteudo de carboidrato da FDS e da
PIS, 37,99/100g e 3,0g9/100g, respectivamente. A CRG (1,5mL/g) da PIS foi
inferior ao resultado de CRA (2,2mL/g). Resultados semelhantes foram
encontrados no presente estudo, apesar dos 28 ensaios apresentarem
resultados inferiores aos da amostra controle, a CRA (Tabela 6) obteve melhor
desempenho que a CRG (Tabela 7), o valor médio das analises foi de 3,75mL/g
e 2,17mL/g, respectivamente. Al-Katani e Abou-Arab (1993), observaram que a
PIS obteve o menor valor de CRG entre as amostras de FDS, e proteina
concentrada de soja, o que pode ser prejudicial para produtos emulsificados pois

a CRG esta relacionada com a estabilidade da emulséao.

5.6 ATIVIDADE EMULSIFICANTE (AE)

A desnaturacao parcial das proteinas antes da emulsificacdo, a qual ndo
resulta em insolubilizacdo, melhora suas propriedades emulsificantes através do
aumento da flexibilidade molecular e da Ho. (MCCLEMENTS, 2004;
DAMODARAN et al., 2010). De modo geral, as propriedades emulsificantes da
PIS aumentam com o aumento da solubilidade da proteina. A PIS comercial
geralmente é seca através de processamento térmico com temperaturas entre
95 — 220 °C e apresenta uma baixa solubilidade (SILVA, 2007). Dos 28 ensaios
produzidos, 50% (n=14) apresentaram valores de AE superiores aos da amostra
controle (2,64mL), uma vez que os resultados variaram entre 2,97 a 6,51mL de
camada emulsificada (Tabela 8). O’ Sullivan et al. (2016) observaram que apos
o tratamento US a PIS apresentou reducdo significativa no tamanho das
particulas das proteinas, esta reducdo melhora a solubilizacdo da proteina na

interface 6leo-agua resultando em uma emuls@o mais estavel.
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desvio padrdo) da andlise de atividade

emulsificante (AE) nos diferentes ensaios em que foi submetido a proteina
isolada de soja no modo de operacdo normal e frequéncia de 35 kHz no

ultrassom.
Ensaios Variaveis AE (mL)
T°C T min. A(%) Conc. (%)

1 30 9 35 8,5 0,92+0,00
2 50 9 35 8,5 0,87+0,08
3 30 23 35 8,5 0,97+0,08
4 50 23 35 8,5 0,92+0,00
5 30 9 65 8,5 5,26+0,08
6 50 9 65 8,5 1,41+0,19
7 30 23 65 8,5 5,08+0,35
8 50 23 65 8,5 1,51+0,04
9 30 9 35 11,5 1,62+0,13
10 50 9 35 11,5 5,85+0,39
11 30 23 35 11,5 1,13+0,08
12 50 23 35 11,5 2,23+0,53
13 30 9 65 11,5 1,05%0,08
14 50 9 65 11,5 1,03+0,17
15 30 23 65 11,5 5,34+0,08
16 50 23 65 11,5 5,70+0,00
17 20 16 50 10 1,34+0,04
18 60 16 50 10 1,90+0,31
19 40 2 50 10 6,52+0,57
20 40 30 50 10 3,28+0,08
21 40 16 20 10 2,97+0,35
22 40 16 80 10 2,59+0,04
23 40 16 50 7 3,41+0,17
24 40 16 50 13 3,36+0,04
25 40 16 50 10 3,65+0,23
26 40 16 50 10 3,74+0,31
27 40 16 50 10 3,67+0,13
28 40 16 50 10 3,76+0,05
Controle 2,64+0,23

Nota: T °C = temperatura utilizada; T'min = tempo aplicacdo em minutos; A (%) = amplitude de
onda utilizada; Conc. (%) = concentragdo da amostra de PIS.

Silva (2007), avaliou a AE da PIS em diferentes valores de pH, e o melhor

desempenho apresentou-se nos valores extremos da faixa avaliada, referente
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aos valores de pH 3,0 e 8,0. A diferenca entre as cargas positivas e negativas
facilita a emulsificacdo ao modificar as interacdes da proteina. No presente
trabalho, com pH préoximo a 7,2, metade dos ensaios conduzidos apresentaram
resultados de AE superiores ao controle. O pH pode ter influenciado a AE, pois
quanto mais proximo da alcalinidade maior o nimero de cargas negativas que
facilitam a interacéo proteina-gordura. Hu et al., (2013a), utilizaram uma sonda
US de 20 kHz durante 15 e 30 minutos, e observaram um aumento da
solubilidade e da Ho na PIS. Os resultados sugerem uma redug&o do tamanho
das particulas sem a necessidade da utilizacéo de altas temperaturas e alteracédo
de pH. No presente trabalho os ensaios 17 e 18 tratados durante 16 minutos nas
temperaturas de 20 e 60 °C resultaram em valores de AE inferiores ao controle,
0 que pode indicar que essa faixa de temperatura nao influenciou na AE.
Jambrak et al. (2009) observaram que quando aplicado tratamentos de 30
minutos e 20 kHz com sonda ou 15 minutos e 40 kHz em banho, a PIS
apresentou um aumento da solubilidade e melhora significativa na AE apds o
tratamento US quando comparada com o controle, porém nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos. O efeito da cavitacdo gerado pela aplicacéo
do US provoca um desdobramento da proteina e rompe as ligacdes peptidicas
por hidrélise, este efeito altera a conformacédo estrutural da proteina de uma
forma que os residuos de aminoacidos hidrofilicos sédo reorientados em direcéo
a agua (JAMBRAK et al., 2008). No presente trabalho metade dos ensaios (21,
20, 24, 23, 25, 27, 26, 28, 7, 5, 15, 16, 10 e 19) resultaram em valores de AE
superiores ao controle, com tempo de aplicacao que variou entre 2 e 30 minutos,
o que indica que houve uma influéncia do US na estrutura da PIS e
consequentemente nos resultados de AE independente do tempo de aplicagéo.
Nazari et al. (2018) utilizaram uma sonda US de 20kHz nos tempos de 5,
12,5 e 20 minutos e amplitudes de 20%, 60% e 100% em proteina concentrada
de painco e observaram melhores resultados de AE em amplitude de 100% no
tempo de 12,5 minutos. Dos 14 ensaios de PIS que apresentaram AE superior
ao controle no presente trabalho, 12 ensaios utilizaram amplitudes de 50 e 65%.
Estes resultados sugerem o efeito positivo de amplitudes mais altas na AE e na
modificacdo da estrutura da proteina. De acordo com o teste de ANOVA a
andlise de AE né&o apresentou diferenca significativa (p>0,05) com as variaveis
utilizadas, porém no diagrama de Pareto a interacdo das variaveis de



57

temperatura (L) X concentragcdo (L) e temperatura (L) X amplitude (L)

apresentaram diferenca significativa (Figura 12).

Figura 12 — Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
estudadas relacionadas com a atividade emulsificante.
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A interacdo de concentracdo com a temperatura para a variavel de
atividade emulsificante (Figura 13 a), demonstra que os melhores resultados de
AE seriam obtidos em concentracdes entre 11-14% com temperaturas entre 40-
65 °C. Zhang et al. (2011) avaliaram a AE do gluten de trigo utilizando US 20
kHz por 10 minutos e 25 °C em amplitudes de 60, 80 e 100% e observaram que
a medida que a amplitude aumentava melhores resultados eram obtidos. O
resultado foi atribuido a reducdo do tamanho das particulas da emulséo.
Condicdes similares foram encontradas na segunda interacdo a qual apresentou
as variaveis independentes de temperatura X amplitude (b). O uso de amplitudes
entre 60-90% combinada com temperaturas entre 15-35 °C resultou em
melhores valores de atividade emulsificante, o que sugere a possibilidade de

resultados positivos de AE sem a utilizacéo de altas temperaturas.



58

Figura 13 — Gréficos de superficie resposta da andlise de atividade emulsificante,
gerados a partir do diagrama de Pareto com as interacfes das variaveis
temperatura X concentracao (a) e temperatura X amplitude (b).

(=]
0
(&3]
fil
I=
i8]
(&)
[ o
(=]
6]
T C

L]
=
=
=]
£
=L

4

| W

o

C1-2

-4

' ' B 6

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 G5 B s

TC

Ao comparar a emulsao formada com a PIS sem tratamento de US e a

amostra do ensaio 28, tratada em US (Figura 14), pode-se observar que a
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emulsdo formada na amostra sem tratamento € mais estavel (a). O uso dos
corantes Vermelho de Sudan e Azul de Metileno torna possivel a visualizacéo da
separacdo da agua na emulsdo (b). Apesar de separar as fases Oleo-agua
visivelmente, o ensaio 28 (3,75mL) apresentou valor de AE superior ao da
amostra controle (2,64mL). Zhu et al. (2018) utilizaram uma sonda US de 25kHz
durante 15 ou 30 minutos com poténcia de 200, 400 e 600 W, em proteina isolada
de noz e observaram que a AE aumentou significativamente apos o tratamento
US quando comparada com a amostra controle. Os resultados encontrados no
estudo citado sugerem efeitos positivos da aplicacdo do US na AE, o que pode
esclarecer a AE superior do ensaio 28 quando comparado com a amostra

controle no presente estudo.

Figura 14 — Amostra de PIS sem tratamento US (a), e amostra de PIS submetida
ao tratamento de US (b), ensaio numero 28. Amostras apds etapa de
homogeneizagao, antes da centrifugacao.

Nota: ensaio 28, foi aplicado US durante 16 minutos, com temperatura de 40 °C e amplitude de
50% em amostra de PIS com 10% de concentragao.

5.7 ESTABILIDADE DA EMULSAO (EE)

Durante a emulsificacdo, a funcdo da proteina € adsorver na superficie
das gotas recém-formadas prevenindo sua coalescéncia, essa habilidade deve-
se a sua estrutura anfifilica. A estabilidade da emulsdo (EE) refere-se a
habilidade da proteina formar uma emulsdo que permaneca inalterada durante

tempo e condigOes especificas. O sucesso de um produto emulsionado depende
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da habilidade da proteina em manter-se estavel nos processos subsequentes
(KINSELLA e MELACHOURIS, 1976; AL-KAHTANI e ABOU-ARAB, 1993;
NISHINARI, 2014). A amostra controle de PIS formou 5,54mL de emulséo, a
emulsdo formada pelas amostras dos 28 ensaios variou entre 4,23 até 6,05mL
(Tabela 9). Os resultados encontrados no presente estudo sugerem uma baixa
EE dos 28 ensaios, sendo que apenas 3 amostras apresentaram volume de
camada emulsificada superior ao da amostra controle, os ensaios 1 (6,05mL), 3
(5,64mL) e 4 (5,56mL).
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Tabela 9 — Resultados (média + desvio padréo) da andlise de estabilidade da
emulsao (EE) nos diferentes ensaios em que foi submetido a proteina isolada de
soja no modo de operacdo normal e frequéncia de 35 kHz no ultrassom.

Ensaios Variaveis EE (mL)
T°C T min. A(%) Conc. (%)

1 30 9 35 8,5 6,05+0,17
2 50 9 35 8,5 5,44+0,04
3 30 23 35 8,5 5,64+0,11
4 50 23 35 8,5 5,57+0,16
5 30 9 65 8,5 5,18+0,29
6 50 9 65 8,5 5,05+0,36
7 30 23 65 8,5 4,90+0,27
8 50 23 65 8,5 5,07+0,26
9 30 9 35 11,5 5,05+0,08
10 50 9 35 11,5 4,77+0,26
11 30 23 35 11,5 4,86+0,05
12 50 23 35 11,5 4,74+0,04
13 30 9 65 11,5 5,23+0,39
14 50 9 65 11,5 4,70+0,07
15 30 23 65 11,5 4,77+0,26
16 50 23 65 11,5 4,23+0,13
17 20 16 50 10 4,62+0,21
18 60 16 50 10 4,95+0,04
19 40 2 50 10 5,10+0,04
20 40 30 50 10 4,80+0,08
21 40 16 20 10 4,97+0,16
22 40 16 80 10 5,28+0,89
23 40 16 50 7 4,98+0,89
24 40 16 50 13 4,72+0,89
25 40 16 50 10 4,98+0,71
26 40 16 50 10 4,91+0,64
27 40 16 50 10 4,98+0,70
28 40 16 50 10 4,94+0,67
Controle 5,54+0,13

Nota: T °C = temperatura utilizada; T'min = tempo aplicacdo em minutos; A (%) = amplitude de
onda utilizada; Conc. (%) = concentracdo da amostra de PIS.

Trabalhos conduzidos por Al-Kahtani e Abou-Arab (1993) e Jiang et al.,
(2009) avaliaram a EE da PIS, em diferentes valores de pH. Os melhores

resultados obtidos foram encontrados em valores de pH extremos, entre 1,5 —
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2,0 e 10,0 — 12,0, os resultados apresentados sugerem que a PIS apresentou
estrutura mais capaz de estabilizar a emulsdo em valores de pH mais extremos
qguando comparada com o controle em pH 7,0. Os resultados foram atribuidos
ao aumento da Ho causado pelo desdobramento parcial da estrutura da PIS. No
presente trabalho o pH das amostras tratadas variou entre 7,1 e 7,3, fator que
pode ter influenciado a exposi¢cao dos grupos hidrofébicos da PIS.

A amostra referente ao ensaio 28 (Figura 15), ndo apresentou boa
homogeneidade apo6s agitagdo em 1200rpm por 15 minutos (a). Ao passar por
banho-maria durante 30 minutos a 80 °C a amostra separou visivelmente (b) e
apos a etapa de centrifugacdo a separacdo foi mais evidente (c). Com a
utilizacdo dos corantes Vermelho de Sudan (lipossoluvel) e Azul de Metileno
(hidrossoluvel) foi possivel observar que a PIS absorveu aproximadamente a
metade da quantidade total de gordura adicionada. A amostra apresentou duas
fases (c), na parte superior estd a gordura ndo absorvida na cor vermelha e na
base, em cor azul, esta a agua e a PIS. Todos os 28 ensaios e o controle (d)
apresentaram o mesmo comportamento descrito. Taha et al. (2018) observaram
um comportamento semelhante ao avaliarem a EE da PIS apds tratamento
térmico de 50 °C e 90 °C por 30 minutos, as amostras apresentaram instabilidade
com a elevacdo da temperatura, observaram que o tratamento térmico causava
uma interacdo seletiva entre as subunidades 7S e 11S formando emulsées
instaveis, este resultado pode justificar a separacdo de fases observada nos
testes conduzidos no presente trabalho (Figura 15).
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Figura 15 — Fases do teste de estabilidade de emulséo, ensaio 28. Emulséo
recém-formada (a), a emulsdo apd6s banho-maria 80 °C, com separacdo das
fases, na parte superior estd a emulsdo formada, no meio a gordura nao
absorvida e na base esta a 4gua e a PIS ndo emulsionadas (b), as imagens (c)
e (d) apresentam o resultado final apés centrifugacao do ensaio 28 e da amostra
controle, respectivamente.

Nota: ensaio 28, foi aplicado US durante 16 minutos, com temperatura de 40 °C e amplitude de
50% em amostra de PIS com 10% de concentragéo.

O teste de ANOVA apresentou diferenga significativa (p<0,05) para a
analise de EE em relacdo a variavel independente de concentracao, resultado
de acordo com o diagrama de Pareto (Figura 16). O’Sullivan, Park e Beevers
(2016) utilizaram uma sonda US de 20 kHz, 95% de amplitude por 2 minutos e
observaram que a EE ao longo de 28 dias foi superior na amostra tratada quando
comparada com a amostra controle na mesma concentragdo de PIS, porém
guando a concentracdo de PIS do controle era maior do que da amostra tratada,
ambas exibiram o mesmo comportamento de EE. No presente trabalho a maior
amplitude utilizada foi 80% no ensaio 22 (5,28+0,89), o resultado de EE foi

superior ao do controle (5,54+0,13), o que sugere que houve efeito da amplitude
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da onda US na estrutura da PIS de modo que a utilizagdo de uma concentracéo

baixa pode resultar em uma boa estabilidade de emulséao.

Figura 16 — Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
estudadas relacionadas com a analise de estabilidade da emulsao.
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Concentracdo(Q) 777}-010923

p=.05
Standardized Efiect Estimate (Absolute Value)

Nota: Q = quadrética; L = linear.

5.8 CAPACIDADE ESPUMANTE (CE)

A capacidade espumante (CE) pode ser afetada por diversas variaveis,
como método utilizado, o tipo e a concentragdo de proteina, enquanto que a
velocidade de agitac&o influencia no aumento do volume da espuma. A utilizacéo
de velocidades entre 2000 e 3000 rpm na formacdo de espumas utilizando
proteinas extraidas da batata resultaram em um aumento gradual no volume
produzido, ao empregar velocidades acima de 3000 rpm a espuma apresentou
caracteristicas diferentes, com estrutura mais firme e bolhas visivelmente
menores (KONINGSVELD et al., 2002). No presente trabalho, em todos os
ensaios realizados com a PIS para avaliar a formagcao da espuma, a velocidade
de agitacéo foi de 1200 rpm, velocidade essa menor do que a empregada no
experimento citado anteriormente, podendo ser a causa da ndo producédo de

espuma.
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Morales et al. (2015) avaliaram a formagéo de espuma da PIS tratada
com uma sonda ultrassénica de 20 kHz, com amplitude de 20%, 20 minutos de
aplicacdo e temperaturas de 75, 80 e 85 °C. A formacdo de espuma aumentou
240% com a combinacgdo do US nas trés temperaturas utilizadas. O uso do US
melhorou a capacidade de formacao de espuma, sem diferenca significativa na
estabilidade. No presente trabalho a maior temperatura de aplicacdo utilizada foi
de 60 °C durante 16 minutos e 50% de amplitude, onde apenas a amplitude foi
superior ao estudo citado anteriormente. A diferengca entre as condi¢bes de
aplicacdo pode sugerir que a temperatura e o tempo utilizados ndo foram
suficientes para promoverem alteracdes estruturais na PIS utilizada para ocorrer
a formacédo de espuma, mesmo empregando uma amplitude maior.

Arzeni, Pérez e Pilosof (2012) atribuiram a redugéo da viscosidade e da
formacao de espuma em amostras de clara de ovo a efeitos negativos do uso de
US. Foram utilizadas frequéncia de 20 kHz, amplitude de 20% e 20 minutos de
aplicacdo com temperaturas préoximas de 49 °C, condi¢cdes essas similares as
utilizadas no presente trabalho, onde a frequéncia de 35kHz e temperatura de
50 °C foi associada com as duas amplitudes de aplicagdo, 35% e 65%. Os
resultados obtidos sugerem que a temperatura influencia mais na aplicacéo do
US, pois independente da amplitude utilizada ndo houve formacéo de espuma
nas amostras de PIS tratadas.

Damodaran et al. (2010) relatam que a formacdo de espumas
estabilizadas por proteinas é mais estavel em pH préximo do pl, nesta regido a
falta de interacOes repulsivas torna favoravel a interacéo proteina-proteina com
maior adsor¢éo da proteina a interface. O valor do pH utilizado nas amostras do
presente trabalho foi préximo da neutralidade enquanto o Pl da amostra de PIS
é de 4,5. Martin et al. (2002) relataram que a globulina glicinina apresenta melhor
CE em pH 3,0 do que em pH 6,7. As amostras de PIS no presente estudo
possuiam pH entre 7,1 e 7,3 e ndo houve formacéao de espuma (Figura 20) tanto
na amostra controle (a) quanto nas amostras tratadas (b). Como a PIS é
constituida por aproximadamente 46% de glicinina, o pH utilizado pode nao ter

favorecido a formacéo de espuma.
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Figura 17 — Espuma da amostra de PIS sem tratamento por US (a) e de amostra
de PIS que passou por tratamento com US (b), referente ao ensaio 28 com
velocidade de agitacdo de 1200 rpm durante 3 minutos.

Nota: ensaio 28, foi aplicado US durante 16 minutos, com temperatura de 40 °C e amplitude de
50% em amostra de PIS com 10% de concentracao.

5.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA)

A oxidacao pode deteriorar a qualidade, sabor, aroma, cor e textura dos
alimentos e seu principal foco séo lipideos e proteinas. A oxidacao lipidica
geralmente envolve radicais livres com formacdo de compostos carbonilicos de
baixo peso molecular. Em proteinas, residuos de aminoacidos que contém
grupos sulfidrila ou anéis arométicos podem ser oxidados e estas modificacdes
podem alterar a eficacia dos peptideos na estabilizacdo durante a preparacao ou
armazenamento de uma emulsao (ELIAS et al., 2008; ZHAO e Xiong, 2015). A
presenca dos aminoécidos fenilalanina, triptofano e tirosina que possuem anéis
aromaticos e o conteudo de enxofre nas globulinas 7S e 11S torna possivel a
oxidacao proteica da PIS. Por outro lado, os fragmentos de peptideos da fracao
11S, valina ou leucina na posicdo N-terminal e prolina, histidina e tirosina
apresentam potencial antioxidante, sua agdo esta relacionada com a
composicdo, estrutura e hidrofobicidade (CHEN et al., 1996; SARMADI e
ISMAIL, 2010).

A oxidacao de lipidios e proteinas em sistemas alimentares dependem de

diversos fatores, como a composicdo do alimento, a presencga de pro-oxidantes
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e antioxidantes, exposi¢ao ao oxigénio, luz e temperatura (BARTOSZ, 2014). A
técnica utilizada neste trabalho, leva em consideracao a temperatura e fluxo de
oxigénio. Para avaliar a AA, uma amostra controle, composta apenas pelo azeite
de oliva mantida nas mesmas condi¢cdes em que foram realizados os ensaios,
foi empregada para comparacdo. O tempo de inducdo obtido nos 28 ensaios
variou entre 2,77 a 3,46 e a amostra controle foi de 3,33 (Tabela 10). A variacéao
do tempo de inducdo nos ensaios nao apresentou diferenca estatistica
significativa (p>0,05) entre eles e quando comparado com a amostra controle
pelo teste de ANOVA. Os resultados demostram que os fragmentos peptidicos
que apresentam potencial antioxidante ndo foram expostos quando submetidos

aos diferentes tratamentos realizados.
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Tabela 10 — Resultados (média + desvio padrdo) da andlise de atividade
antioxidante (AA) nos diferentes ensaios em que foi submetido a proteina isolada
de soja no modo de operacdo normal e frequéncia de 35 kHz no ultrassom.

Ensaios Variaveis AA (h)
T°C T min. A (%) Conc. (%)
1 30 9 35 8,5 3,30+0,00
2 50 9 35 8,5 3,23+0,04
3 30 23 35 8,5 3,33+0,06
4 50 23 35 8,5 3,32+0,16
5 30 9 65 8,5 3,28+0,01
6 50 9 65 8,5 3,23+0,00
7 30 23 65 8,5 2,77+0,08
8 50 23 65 8,5 3,41+0,07
9 30 9 35 11,5 3,31+0,03
10 50 9 35 11,5 3,31+0,07
11 30 23 35 11,5 3,35+0,04
12 50 23 35 11,5 3,26+0,11
13 30 9 65 11,5 3,25+0,04
14 S0 9 65 11,5 3,23+£0,04
15 30 23 65 11,5 3,30+0,09
16 50 23 65 11,5 3,38+0,03
17 20 16 50 10 3,29+0,04
18 60 16 50 10 3,40+0,05
19 40 2 50 10 3,39+0,06
20 40 30 50 10 3,30+0,04
21 40 16 20 10 3,33+0,16
22 40 16 80 10 3,46+0,02
23 40 16 50 7 3,27+0,00
24 40 16 50 13 3,27+0,03
25 40 16 50 10 3,31+0,07
26 40 16 50 10 3,33+0,06
27 40 16 50 10 3,30+0,12
28 40 16 50 10 3,41+0,02
Controle - - - - 3,33+0,04

Nota: T °C = temperatura utilizada; T'min = tempo aplicacdo em minutos; A (%) = amplitude de
onda utilizada; Conc. (%) = concentracdo da amostra de PIS.

O azeite de oliva é rico em acidos graxos monoinsaturados, como o acido
oleico, baixo em &cidos graxos saturados e contém compostos fendlicos que
apresentam propriedades antioxidantes (NOGUEIRA-DE-ALMEIDA et al., 2015),
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por este motivo foi utilizado como controle no experimento. Gharby et al. (2016),
avaliaram a estabilidade oxidativa do azeite de oliva virgem das variedades
Arebiquina, Picholine, Picual e Koroneiki, cultivadas no Marrocos em
temperaturas entre 100 a 150 °C. Na temperatura de 140 °C com fluxo de ar de
20 L/h os resultados obtidos foram entre 1,4 e 4,4 horas, esta diferenca foi
atribuida a composicdo dos azeites utilizados, que variaram no conteudo de
acidos graxos, esterol, tocoferol e conteudo total de fenol. Resultados
semelhantes foram obtidos no presente trabalho, a amostra controle de azeite
de oliva apresentou estabilidade oxidativa durante 3,33 horas na temperatura de
140 °C e fluxo de ar de 20 L/h.

Entre as amostras avaliadas neste trabalho a que obteve maior tempo de
inducdo foi a amostra 22 (3,46h), resultado semelhante ao encontrado na
literatura para o indice de estabilidade do azeite de oliva, porém o resultado ndo
apresentou diferenca significativa entre as amostras com PIS e a controle.
Farhoosh e Hoseini-Yazdi (2014) avaliaram o indice de estabilidade do de azeite
de oliva extra virgem em diferentes temperaturas. Os resultados obtidos para
cada temperatura foram de 37,7h (100 °C), 15,2h (110 °C), 6,5h (120 °C) e 2,9h
(130 °C). Podemos observar uma relacdo entre o aumento de 10 °C na
temperatura com uma reducdo no tempo de inducdo aproximadamente pela
metade.

O menor valor de AA (Tabela 10) foi observado na menor concentracao
de proteina utilizada o que poderia indicar uma relacao positiva entre o0 aumento
da concentracdo de PIS e seu potencial antioxidante. Chen et al. (2007),
avaliaram a atividade antioxidante de diferentes concentracdes da proteina
hidrolisada de amendoim. As concentragfes aplicadas variaram entre 0,2 a
20mg mL* de proteina e observaram que o potencial antioxidante aumentou em
amostras com maiores concentracdes de proteinas. No presente trabalho 10
ensaios obtiveram resultados de tempo de inducdo superior ao da amostra
controle. A frequéncia de 35 kHz utilizada pode néo ter resultado em mudancas
suficientes para a hidrélise e desdobramento da estrutura da PIS para expor 0s
peptideos necessarios para uma AA significativa.

Pefia-Ramos e Xiong (2002) compararam uma amostra de PIS sem
tratamento com outra onde foi aplicado o efeito combinado de hidrélise
enzimatica com temperaturas de 37 e 50 °C e observaram que a amostra tratada
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apresentou atividade antioxidante maior. No presente trabalho temperaturas
entre 20-60 °C foram utilizadas, apesar da PIS apresentar naturalmente um
potencial antioxidante devido a sua estrutura a diferenca néo foi significativa com
a variavel de temperatura. O teste de ANOVA aplicado na andlise de atividade
antioxidante ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) com as variaveis

independentes, resultado de acordo com o diagrama de Pareto (Figura 18).

Figura 18 — Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
estudadas relacionadas com a analise de atividade antioxidante.
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Nota: L = linear; Q = quadratica.

6 CONCLUSAO

A temperatura influenciou significativamente nas analises de umidade e
capacidade de retencdo de gordura, e a interacdo entre a temperatura e
amplitude foi significativa nas analises de umidade e atividade emulsificante. A
amplitude influenciou significativamente na anélise de pH e a interagéo entre a
amplitude e a concentracéo foi significativa nas analises de umidade e pH. O
efeito de cavitacdo gerado pelo ultrassom pode ter promovido um

desdobramento da estrutura da proteina alterando assim sua conformagdo
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estrutural. O uso de amplitudes mais altas pode modificar de forma positiva as
propriedades tecnolégicas das proteinas sem a utilizacdo de altas temperaturas
demonstrando a possibilidade do uso do ultrassom como alternativa para os
processamentos térmicos convencionais.

A concentracdo influenciou significativamente nas analises de pH,
capacidade de retencdo de agua e estabilidade da emulsdo e a interacdo entre
a concentracdo e temperatura foi significativa para a andlise de atividade
emulsificante. Concentragdes mais altas de proteinas podem ter possibilitado
maior numero de sitios disponiveis para ligacdes, porém as modificacdes
estruturais produzidas pelo ultrassom, expde as zonas hidrofébicas que estavam
no interior da estrutura da proteina aumentando sua superficie de
hidrofobicidade. O tempo de aplicacao foi a Unica variavel independente que nédo
influenciou significativamente nos ensaios conduzidos. A aplicacdo do US pela
industria de alimentos é uma abordagem segura que pode melhorar as
propriedades tecnologicas das proteinas aumentando o rendimento de producao

e reduzindo custos.
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