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RESUMO

De acordo com as demandas para a alimentacdo sustentavel, considerando as
perspectivas de aumento populacional, acredita-se que seja conveniente investigar
caracteristicas de alimentos que possam servir como alternativa nutricional e ao
mesmo tempo diminuir impactos ambientais relacionados aos alimentos tradicionais.
Uma das possibilidades é o estudo de propriedades das proteinas de origem vegetal
em substituicdo e ou complementagao de proteinas de origem animal. Portanto, este
estudo visa avaliar o efeito do congelamento em propriedades tecnoldgicas e
espectrais, na regido do infravermelho proximo, de proteinas de origem vegetal e de
origem animal. Foram coletados espectros na regido do infravermelho préximo (900 —
1700 nm) e em seguida, utilizaram-se métodos classicos para analise de propriedades
tecnolégicas de capacidade de formacao de espuma, estabilidade da espuma para 30
minutos de repouso, pH, capacidade de retengdo de agua, capacidade de retengao
de dleo e solubilidade. Foi avaliado o efeito do congelamento em temperatura de
aproximadamente -18°C no dia da abertura das embalagens e em periodos de apds
7, 14, 21, 30, 45 e 60 dias. Foram avaliadas 6 proteinas de origem vegetal (arroz,
ervilha, sementes de abdbora, girassol, e linhaga e soja), e uma de origem animal
(whey isolado), todas isentas de substancias flavorizantes, estabilizantes e
emulsificantes. Os resultados das medidas das propriedades tecnolégicas e
espectrais foram submetidos a Analise de Componentes Principais (PCA) para avaliar
as diferencas existentes entre as amostras e o efeito do tempo de congelamento. A
PCA indicou comportamento diferente principalmente para a proteina de ervilha, além
de diferenciar as proteinas de origem vegetal da proteina tipo whey, principalmente
com relagao a solubilidade, formagao de espuma e capacidade de retencao de dleo.
A formagao e a estabilidade da espuma foram as propriedades tecnoldgicas mais
afetadas, enquanto pH se manteve estavel durante todo o periodo avaliado. A
aplicagao da PCA nos dados espectrais indicou que as variacbes podem estar
associadas a conformagao das proteinas, uma vez que as regides mais importantes
(com maiores loadings) estavam relacionadas com ligagdes N-H. Além disso, sugere-
se uma possibilidade de relacdo entre as propriedades tecnoldgicas e a regiao
infravermelha do espectro. Porém, a relacao nao foi explorada neste estudo. De forma
geral, o estudo indica que o congelamento nao influencia de forma importante as
propriedades tecnoldgicas das proteinas avaliadas.

Palavras-chave: propriedades tecnoldgicas; infravermelho; analise de componentes
principais.



ABSTRACT

According to the demands for sustainable food considering the perspectives of
population growth, it is believed to be convenient to investigate characteristics of foods
that can serve as a nutritional alternative while simultaneously reducing environmental
impacts related to traditional foods. One possibility is the study of properties of plant-
based proteins as a substitute or complement to animal-based proteins. Therefore, this
study aims to assess the effect of freezing on technological and spectral properties in
the near-infrared region of plant-based and animal-based proteins. Spectra were
collected in the near-infrared region (900 — 1700 nm), and classical methods were then
used to analyze technological properties such as foam formation capacity, foam
stability for 30 minutes of rest, pH, water retention capacity, oil retention capacity, and
solubility. The freezing effect was evaluated at a temperature of approximately -18°C
on the day of packaging opening and at intervals after 7, 14, 21, 30, 45, and 60 days.
Six plant-based proteins (rice, pea, pumpkin seeds, sunflower, flaxseed, and soy) and
one animal-based protein (isolated whey), all free of flavoring, stabilizing, and
emulsifying substances, were evaluated. The results of technological and spectral
measurements were subjected to Principal Component Analysis (PCA) to assess
differences between samples and the freezing time effect. PCA indicated different
behavior mainly for pea protein, distinguishing plant-based proteins from whey protein,
especially regarding solubility, foam formation, and oil retention capacity. Foam
formation and stability were the most affected technological properties, while pH
remained stable throughout the evaluated period. The application of PCA to spectral
data indicated that variations may be associated with the conformation of proteins, as
the most important regions (with higher loadings) were related to N-H bonds.
Additionally, there is a suggested possibility of a relationship between technological
properties and the infrared region of the spectrum. However, this relationship was not
explored in this study. Overall, the study indicates that freezing does not significantly
influence the technological properties of the evaluated proteins.

Keywords: technological properties; infra-red; principal component analysis.
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1 INTRODUGAO

As proteinas sdo fundamentais para a dieta humana, e os aminoacidos que
as compdem ajudam na formagao de fibras musculares, no sistema imunoldgico e na
manutencdo de varias fungdes vitais. A principal forma de suprir as necessidades
humanas de proteina é a partir da ingest&o alimentar (GORSKA-WARSEWICZ et al.,
2018). Como a proteina € um nutriente essencial, a necessidade mundial de proteina
€ determinada pelo tamanho da populacdo humana. Pela facilidade de acesso, a
principal fonte de proteina é daquelas advindas de fontes de origem animal
(HENCHION et al., 2017).

Todas as células vivas contém proteinas, que funcionam como catalisadores
de reacgdes quimicas nos organismos que incluem enzimas ou horménios, auxiliam na
regeneracgao de tecidos, ajudam nas rea¢des imunoldgicas com os acidos nucleicos e
desempenham um papel importante nos fendmenos de crescimento e reprodugao. Os
aminoacidos, que sao conectados por ligagdes peptidicas, sao a principal estrutura
das proteinas e suas propriedades sdo determinadas pelo numero e sequenciamento
dos aminoacidos (FANI, 2016).

Além de serem altamente digestiveis pelo intestino delgado, as proteinas de
origem animal podem atender as necessidades de aminoacidos do corpo humano
(BAILEY et al., 2020). Por outro lado, o consumo de proteinas extraidas de plantas
deve ser feito de forma a garantir uma variedade suficientemente capaz de fornecer
uma quantidade adequada de aminoacidos essenciais (HEVER, 2016).

Considerando que as caracteristicas sensoriais e funcionais dos alimentos
(capacidade de absor¢cao de agua e o6leo, gelificante, solubilidade, emulsificante,
espumante, entre outras) sdo afetadas pelas proteinas, ressalta-se que suas
propriedades podem sofrer alteracbes dependendo do método de extracao,
processamento, armazenamento, preparo e consumo destes alimentos
(DAMODARAN, 2010).

Um exemplo pratico de alteragdo pode ser visto na agua que compde 0s
alimentos, a qual é transformada em cristais de gelo durante o processo de
congelamento, impedindo o desenvolvimento de microrganismos e retardando as
atividades enzimaticas que degradam proteinas ou gorduras, o que ajuda a prolongar

a vida util (SUN et al., 2019). No entanto, a formagéao de cristais de gelo tem o potencial
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de prejudicar significativamente a integridade das células e fibras musculares, o que
pode resultar em uma alteracdo da qualidade (SHI et al.,, 2018). Acredita-se
geralmente que a taxa de congelamento afeta principalmente o crescimento dos
cristais de gelo. Logo, a taxa afeta o tamanho, a forma e a distribuicdo dos cristais de
gelo dentro dos alimentos (LI; ZHU; SUN, 2018).

Atualmente, a principal fonte de proteina animal vem da carne bovina. Porém,
a criagao de gado vem se tornando motivo de preocupagao por estar cada vez mais
associada a combinacdo de motivos de desmatamentos para aumentar a area
dedicada a criagao destes animais. De acordo com a Iégica econdmica tradicional, os
atores desmatam para obter lucros com a venda de produtos agricolas e pecuarios
(FEARNSIDE, 2020).

Dentre as regides afetadas, tem-se como destaque a regido da floresta
Amazbnica, que é uma das principais florestas do planeta. Os estados que
representam a Amazoénia Legal abrigam hoje em torno de trés vezes mais cabecgas de
gado (=90 milhdes) do que habitantes humanos (29,5 milhées), totalizando 43,5% de
toda populagao bovina do pais (234 milhdes) (IBGE, 2023) .Para exemplificar, a Figura
1 apresenta um grafico relatando o incremento do desmatamento na area dos estados
que incluem a Amazoénia Legal, mostrando um decréscimo de 2008 até o ano de 2012,

voltando a crescer ap6s 2012.

Figura 1-Desmatamento na Amazénia Legal — Estados
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Dos estados relacionados, o que demonstra maior area de desmatamento é
o estado do Pard, representando 41,13% do total, seguido do Mato Grosso que
representa 18,73%, Rondbnia com 12,92% e Amazonas com 12,82% do total de
desmatamento nos estados da Amazénia Legal como mostrado na Figura 2 (INPE,
2023). Deve-se destacar que as areas desmatadas durante os anos sao somadas,
causando durante os anos uma area degradagao muito mais expressiva que aquela

relatada no ano anterior.

Figura 2-Desmatamento acumulado — Estados
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O desmatamento enfrentado na Amazoénia legal se deve a atividades como a
expansao da pecuaria, agricultura de larga escala e a agricultura de corte e queima
serem desenvolvidas de forma predatoria e desenfreada (LIMA et al., 2020).

Considerando os impactos ambientais atrelados a producao de proteinas de
origem animal, uma possibilidade é o consumo de proteinas alternativas, tais como as
de origem vegetal, a fim de se oferecer uma opg¢ao nutricionalmente viavel e
ambientalmente amigavel para substituir ou diminuir o consumo das proteinas de
origem animal. Porém, uma substituicdo ou complementagao proteica depende da
aceitagdo do produto, o qual precisa oferecer propriedades que sejam igualmente
aceitas pelos consumidores.

Devido a importancia das proteinas nas propriedades tecnologicas dos
alimentos é importante avaliar formas de conservacédo e ou manutencao da qualidade

deste alimento. Um dos fatores que pode influenciar a qualidade das proteinas € o
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efeito de periodos de congelamento, afetando propriedades tecnoldgicas. Neste
sentido, a comparagao entre as possiveis alternativas de proteinas e a estabilidade

comparativa dos produtos deve ser avaliada.
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2 OBJETIVOS

2.10Objetivo geral

Avaliar o efeito do congelamento em propriedades tecnologicas de proteinas

de origem vegetal (semente de abdbora, soja, arroz, ervilha, semente de linhaca e de

semente de girassol) e de origem animal (whey isolado).

2.20bjetivos especificos

Os obijetivos especificos do trabalho sao:

Congelar as amostras por 60 dias e avalia-las no momento da abertura da
embalagem apds 7 dias, 14 dias, 21 dias, 30 dias, 45 dias e 60 dias de
congelamento.

Adquirir espectros na regidao do infravermelho proximo para cada
amostragem coletada.

Medir o pH, capacidade de formagao de espuma, estabilidade da espuma
para 30 minutos de repouso, capacidade de retencdo de agua,
capacidade de retencdo de 6leo e a solubilidade de cada uma das
amostras em cada periodo estabelecido.

Aplicar Analise de Componentes Principais (PCA) para verificar
semelhancas e diferencas entre as amostras em relacao as variagées nas
propriedades tecnolégicas das amostras em razdo do tempo de
congelamento.

Utilizar a Analise de Componentes Principais (PCA) para verificar
semelhancgas e diferengas entre as amostras em relagdo as variagdes

espectrais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Proteinas

Um componente essencial da sdo as proteinas. As proteinas e os
aminoacidos que as compdem ajudam na formacao de fibras musculares, no sistema
imunoldgico e na manutengao de varias fungdes vitais. A ingestdo alimentar é a
principal forma de suprir as necessidades de proteina dos humanos (GORSKA-
WARSEWICZ et al., 2018) Como a proteina € um nutriente essencial, a necessidade
mundial de proteina é determinada pelo tamanho da populagdo humana. Até agora, a
principal fonte de proteina tem sido a proteina de origem animal (HENCHION et al.,
2017).

As células contém proteinas, que funcionam como catalisadores de reagdes
quimicas nos organismos Vvivos, incluem enzimas ou horménios; auxiliam na
regeneracgao de tecidos; ajudam nas reagdes imunoldgicas com os acidos nucleicos;
e desempenham um papel significativo nos fendmenos de crescimento e reproducéo.
Os aminoacidos, que sao conectados por ligacdes peptidicas, séo a principal estrutura
das proteinas e suas propriedades sdo determinadas pelo numero e sequenciamento
dos aminoacidos (FANI, 2016).

Além de serem altamente digestiveis pelo intestino delgado, as proteinas de
origem animal podem atender as necessidades de aminoacidos do corpo humano.
Portanto, tanto alimentos de origem animal quanto vegetal podem conter proteinas
(BAILEY et al., 2020). Por outro lado, o consumo de proteinas extraidas de plantas
deve ser feito de forma a garantir uma variedade suficiente de diferentes vegetais
capazes de fornecer uma quantidade adequada de aminoacidos essenciais (HEVER,
2016).

Segundo Li, Zhu e Sun (2018), para alimentos frescos de fontes vegetais e
animais, como frutas e vegetais, carnes, frutos do mar etc., utiliza-se muitas técnicas
para preservar a qualidade e a segurancga, como embalagens, secagem, resfriamento

e congelamento etc.
3.2Efeito do congelamento em proteinas

A textura e a qualidade sensorial dos alimentos congelados s&o uma das
preocupacdes mais importantes quando se trata de congelamento de alimentos.
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Devido ao fato de que a estrutura celular dos alimentos congelados pode sofrer
alteragdes durante o congelamento, sua qualidade pode ser comprometida (ME et al.,
2010). Alem disto, entender como os componentes da estrutura celular mudam
durante o congelamento é fundamental para criar melhores métodos de congelamento
€ gerenciar os processos, 0 que resulta em produtos congelados de qualidade
superior.

A agua dos alimentos celulares (de fontes vivas, como fungos, plantas e
animais) é congelada em cristais de gelo. O congelamento lento geralmente forma
grandes cristais de gelo nos alimentos congelados. Isto prejudica a microestrutura dos
alimentos e pode causar mudangas em cores, sabores, nutrigdo e textura apos o
descongelamento; além de que também pode causar amolecimento dos tecidos,
aumento na exsudacédo, reducdo na capacidade de retencdo de agua e maciez,
escurecimento dos tecidos, entre outros (LI; ZHU; SUN, 2018).

Li, Zhu e Sun (2018) relatam sobre a complexidade dos danos causados pelo
congelamento nas estruturas celulares que incluem a despolimerizagdo da parede
celular, a ruptura da membrana celular, as mudancgas na pressdo osmética e outros
aspectos. Devido a composicdo complexa dos alimentos e as dinamicas e
termodindmicas associadas ao congelamento, é dificil entender completamente os
danos causados aos tecidos ou estruturas celulares de alimentos celulares frescos.

Os alimentos frescos tém maior quantidade de agua; sendo mais de 90% na
maioria das frutas e vegetais e entre 60 e 80% na carne ou peixe fresco (WILLIAM,;
SUZANNE, 2021). A distribuicdo da agua esta diretamente ligada ao tamanho, forma
e localizacdo dos cristais de gelo que serdo formados durante o processo de
congelamento. Além disto, o dano a estrutura celular causado pela desidratagéo e o
efeito de congelamento podem alterar a composicdo dos alimentos durante o
congelamento, alterando sua textura, cor, sabor e nutrientes.

A agua em alimentos derivados de plantas pode ser dividida em trés
categorias de acordo com os coeficientes de autodifusdo da agua (Dw)
(SANTAGAPITA et al., 2013), nomeadamente agua de vacuolo com o maior Dw,
seguida pelo citoplasma e agua extracelular, e depois agua da parede celular. A agua
do vacuolo é proeminente no centro da célula vegetal, como solvente de alguns
compostos de baixo peso. A quantidade de agua de vacuolo em alimentos vegetais
varia de 50% a 95% em diferentes frutas e vegetais (LI; ZHU; SUN, 2018). Esta agua

€ retida apenas pelo tonoplasto e migra para o citoplasma ou parede celular quando
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o tonoplasto € danificado ou o conteudo de agua do ambiente diminui (MUSSE;
CAMBERT; MARIETTE, 2010).

A agua do vacuolo ajuda a manter a presséo do turgor celular para manter o
tecido firme. A agua do citoplasma esta localizada entre a membrana celular e o
tonoplasto e esta fracamente ligada as proteinas do citoesqueleto e as enzimas e
outros componentes do citoplasma. A fungcdo e a forma do citoesqueleto e da
membrana celular podem ser afetadas por mudangas na agua do citoplasma. Isto
pode resultar em uma reducdo da rigidez celular e uma diminuicdo de algumas
fungdes celulares, o que leva ao encolhimento celular e alteragées nas propriedades
mecanicas dos alimentos (RAGOONANAN; LESS; AKSAN, 2013). A agua da parede
celular é fortemente ligada aos polissacarideos e ajuda a manter a sua forma intacta,
a agua extracelular esta presente nas lacunas entre as células e é mais suscetivel ao
congelamento (LI; ZHU; SUN, 2018).

A agua nos sistemas celulares é classificada em trés categorias: agua ligada,
agua imobilizada e agua livre. Esta classificagdo é baseada no grau de imobilizagéo
dos alimentos de origem animal. A agua ligada representa entre 1 e 2% do total e se
liga firmemente as proteinas, o que é quase impossivel de ser removida e nao pode
ser congelada mesmo abaixo de -40 °C (HUFF-LONERGAN; LONERGAN, 2005). A
agua imobilizada chega a 85% e esta localizada dentro das miofibrilas, tem interagao
fraca com moléculas de proteinas e outras macromoléculas (PEARCE et al., 2011) e
€ sensivel a temperatura e pressao. A desnaturacdo das proteinas miofibrilares e a
deformagao ou ruptura das células musculares devido ao congelamento convertem a
agua imobilizada em agua livre ou a liberam da célula (HUFF-LONERGAN;
LONERGAN, 2005).

A agua imobilizada tem influéncia direta na capacidade de retengéo de agua
(CRA) dos alimentos de origem animal, que esta fortemente correlacionada com
caracteristicas de qualidade da carne, como firmeza, cor, exsudacgao, suculéncia e
maciez. Existe agua livre entre as miofibrilas dentro da célula muscular. A principal
restricdo para a agua livre vem principalmente das membranas celulares e dos
capilares entre as células. E importante manter a integridade da estrutura celular e
reduzir a desnaturagdo da proteina miofibrilar durante o congelamento, levando a
manutengdo da agua no compartimento imobilizado e minimizando a perda por
exsudacgao (LI; ZHU; SUN, 2018).



19

3.3Influéncia do pH nas propriedades funcionais das proteinas

Estrutura e capacidade de interagir com outros ingredientes alimenticios sao
a base molecular que sao relacionados com funcionalidade das proteinas. As
proteinas tém a capacidade de reter agua em suas estruturas, formar espumas, géis
e se ligar a gordura devido a presenga de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma
molécula. Isto confere as proteinas suas excelentes caracteristicas interfaciais e
emulsificantes (LAM; NICKERSON, 2013). Porém, é importante destacar que a
disposigao destes grupos € bastante variavel e depende de varios fatores, incluindo o
tipo de proteina ou fatores intrinsecos da molécula (pontes de hidrogénio, forcas de
Van der Waals, entre outros), bem como fatores ambientais, como o pH do meio e o
tratamento térmico, entre outros (DA SILVA, 2019).

A fonte de proteina (animal ou vegetal), tipo de extracdo e interagcdo com
fatores ambientais afetam as propriedades funcionais das proteinas. O pH do meio, a
temperatura de tratamento, a forga ibnica, o teor de umidade, o potencial de
oxidagao/reducao, a tensdo de cisalhamento e outros fatores ambientais tém um
impacto significativo nas propriedades funcionais das proteinas (DA SILVA, 2019).

O pH do meio é um fator determinante para a solubilidade proteica. O grau de
solubilidade da proteina em meio aquoso € o resultado de interagdes eletrostaticas e
hidrofébicas entre as moléculas de proteinas (DAMODARAN, 2018; ZAYAS, 1997).

As chances de que a molécula de proteina interaja com o solvente é baixa
quando houver igualdade do balango de cargas positivas e negativas (DAMODARAN,
2018; ZAYAS, 1997). probabilidade de ocorréncia de interagcbes proteina-meio
aumenta com o modulo da carga liquida da molécula de proteina. Como resultado, a
solubilidade e a capacidade de interacdo com outros polimeros melhoram, entre
outras vantagens (DAMODARAN, 2018; WANG et al., 2016).

De acordo com (FERREYRA, 2003), o pH afeta as propriedades funcionais de
varias maneiras. Algumas proteinas apresentam baixa capacidade de formagao de
emulsdes por serem pouco solluveis em seu ponto isoelétrico. As proteinas formam
estruturas compactas no pH equivalente ao ponto isoelétrico (pHi). Isto pode impedir
a adsorcéao e o desdobramento na interfase. No pHi, algumas proteinas sao excelentes
para emulsionar, como a gelatina e as proteinas da clara do ovo; outras proteinas
funcionam melhor a um pH distante do pHi, como as proteinas de amendoim, soja,

caseinas, proteinas do soro de leite, albumina de soro bovina e proteinas miofibrilares.
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3.4Capacidade de formagao de espuma e estabilidade da espuma

As propriedades de formagao de espuma, incluindo capacidade de espuma
(FE) e estabilidade de espuma (EE), s&o funcionalidades importantes utilizadas para
fins de aeragao e batimento na industria alimenticia. A formacao de espuma depende
do filme interfacial formado pelas proteinas e de sua capacidade de manter a bolha
de ar na suspensao e diminuir a taxa de coalescéncia (GHRIBI et al., 2015; MA et al.,
2011).

E a capacidade de uma proteina de aumentar o volume de sua dispersdo com
a incorporagao de ar por meio de batimento, agitagdo ou aeragdo. E uma propriedade
funcional de interfase que depende de varios fatores, incluindo a natureza proteica, a
solubilidade e o estado de desnaturacéo da proteina, bem como a presenga de sais e
outros aditivos usados no processamento de alimentos. Para evitar o colapso da
espuma, as moléculas de proteina devem ter flexibilidade o suficiente para entrar na
interface agua - ar e estabilizar novas células de ar (FERREYRA, 2003).

Varias capas de proteinas parcialmente desdobradas devem se conectar na
interfase por meio de interagdes hidrofébicas, que podem ser tanto de hidrogénio
quanto eletrostaticas, para formar peliculas estaveis. Para evitar a perda de liquido, a
proteina deve ser fortemente adsorvida na interfase ar/agua por meio de interagdes
hidrofébicas (FERREYRA, 2003)

3.5Capacidade de retengao de agua

A capacidade de retencdo de agua (CRA) é um termo que descreve a
quantidade de agua que um material de teste tem a capacidade de se ligar fisicamente
€ quimicamente. A maciez e a suculéncia de alimentos com umidade intermediaria e
alta, como alguns produtos (salsichas, salames etc.), analogos de carne e refei¢cdes
prontas, podem ser mantidos com um alto CRA (DAY; CAKEBREAD; LOVEDAY,
2022).

A CRA é um atributo critico na determinagao da funcionalidade de retencao
de agua, inchaco, solubilidade e propriedades de gelificagao das proteinas, os quais
afetam a textura dos alimentos e qualidade (FOEGEDING; DAVIS, 2011). A CRA é

normalmente determinada adicionando agua a uma amostra seca em um tubo de
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ensaio, homogeneizando e aguarda-se um periodo, antes de centrifugar e retira-se o
sobrenadante (DAY; CAKEBREAD; LOVEDAY, 2022).

Para materiais que podem se dissolver parcialmente, uma correcdo da CRA
pode ser feita para a massa de material dissolvido no sobrenadante. Infelizmente, esta
corregao raramente € incluida e, por essa razao, valores de CRA nao corrigidos de
materiais parcialmente soluveis medidos utilizando excesso de agua devem ser vistos
com cautela. A CRA ndo é adequada para materiais altamente soluveis, como
caseinato, clara de ovo e proteina de soro de leite (DAY; CAKEBREAD; LOVEDAY,
2022).

3.6 Capacidade de retencao de 6leo

A capacidade de retencao de oleo (CRO) mede a afinidade de um material
por lipidios (FOEGEDING; DAVIS, 2011), geralmente um dleo vegetal. Um alto CRO
€ importante para proteinas usadas em massas e como aglutinantes em produtos de
carne triturada a base de emulsdo ou alternativas a base de plantas. O 6leo retido
contribui para a suculéncia e o sabor do produto e contém compostos de sabor
soluveis em gordura. CRO é medido de forma similar ao CRA, o excesso de 6leo é
misturado em uma amostra, o 6leo livre € removido por centrifugacdo em baixa
velocidade e drenagem, e a massa de 6leo retida na amostra é calculada por diferenca
e depois padronizada para uma base “por grama” (DAY; CAKEBREAD; LOVEDAY,
2022).

A CRO das proteinas esta parcialmente relacionada a sua hidrofobicidade
intrinseca. Proteinas contendo maior propor¢ao de aminoacidos hidrofébicos, como
leucina, isoleucina, valina e fenilalanina, podem interagir com lipidios apolares por
meio de forgas de van der Waals (DAY; CAKEBREAD; LOVEDAY, 2022).

A distribuicdo em todo o bloco de aminoacidos hidrofébicos, como nas
caseinas (HORNE, 2009), da origem a regides peptidicas que podem entrar nas fases
lipidicas. A estrutura terciaria determina a hidrofobicidade da superficie, que esta
relacionada a distribuicdo de aminoacidos hidrofdbicos entre o interior e o exterior de
uma cadeia peptidica dobrada. Acredita-se também que a retencao fisica de lipidios
contribua para a retencdo de o6leo, na medida em que pds com baixa densidade
aparente (forma altamente porosa ou enrolada) absorvem mais 6leo (MA, 2016).
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3.7 Solubilidade

A solubilidade (SS) da proteina depende do seu equilibrio hidrofilico-lipofilico
e da termodindmica da sua interagdo com a agua (GHRIBI et al., 2015).

A maioria dos ingredientes proteicos alimentares sao fornecidos na forma de
pOs secos, e a capacidade de dissolugdo em solugdes a base de agua € um precursor
chave de varias outras funcionalidades. As definicoes de 'soluvel' e 'insoluvel' ndo séo
claras, porque o continuo entre particulas de p6 seco e uma solugao molecular de
proteina inclui cenarios cineticamente estaveis, como particulas suspensas (mas
sedimentaveis) e estados termodinamicamente estaveis, como micelas coloidais. As
proteinas tornam-se soluveis quando a sua afinidade pela agua € maior do que a
afinidade entre si, e ambas sao afetadas pelo ambiente idnico — pH e concentracéo
de sal. Muitas proteinas mostram uma curva de solubilidade em forma de U versus
pH com baixa forga idnica ente estaveis (DAY; CAKEBREAD; LOVEDAY, 2022).

A solubilidade das proteinas é importante como ingrediente funcional em uma
variedade de alimentos, como cremes, molhos, bebidas, coberturas, chantilis e outros
(CHANDI; SOGI,2007). Isso se deve ao fato de que proteinas com alta solubilidade
apresentam caracteristicas como absorgdo de agua e 6leo, formagéao e estabilidade
de espumas, formacgéo e estabilidade de emulsdes e formacdo de géis (CARMO,
2019).

As proteinas tornam-se soluveis quando a sua afinidade pela agua € maior do
que a afinidade entre si, e ambas sado afetadas pelo ambiente i6nico — pH e
concentracao de sal. Muitas proteinas mostram uma curva de solubilidade em forma
de U versus pH com baixa forca ibnica, devido a baixa solubilidade em torno do ponto
isoelétrico, onde a repulsdo eletrostatica € minima e a agregagao proteina-proteina
ocorre prontamente. Os valores minimos de solubilidade com baixa forga iénica
dependem da fonte da proteina e da concentragcdo. O método de extracdo também
afeta a solubilidade (DAY; CAKEBREAD; LOVEDAY, 2022).

3.8 Analise de Componentes Principais (PCA)

A Analise de Componentes Principais € um método quimiométrico exploratorio
nao supervisionado que nao fornece informagdes prévias sobre as amostras. O

objetivo é determinar a melhor maneira de organizar um conjunto de dados complexos
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em um conjunto menor chamado componentes principais (PC, do inglés Principal
Component). Inicialmente, os dados sdo organizados em uma matriz X com linhas e
colunas que representam as amostras e variaveis.
A matriz X € decomposta em duas matrizes menores, uma relativa aos scores
(T, scores) e outra aos pesos (L, loadings), mais uma matriz de residuos (E). Os
scores fornecem informagdes sobre a projecdo das amostras nos novos eixos,
permitindo assim a avaliacdo de similaridades e diferencas entre as amostras. Por
outro lado, os loadings fornecem informagbes sobre as variaveis que afetaram a
projecédo observada (BECKER-ALGERI et al., 2020).
Matematicamente, a decomposi¢ao da matriz X pode ser representada pela

Equacéo (1):

X=TLT+E (1)

A primeira componente principal (PC1) € tracada no sentido da descricéo da
maior variagdo do conjunto de dados. A PC2 é tragada ortogonalmente a primeira,
descrevendo a maior porcentagem da variagdo nao explicada por PC1, e assim por
diante (BECKER-ALGERI ET AL., 2020; FERREIRA, 2015). Idealmente, o niumero de
PCs deve ser igual ao numero de espécies quimicas presentes na amostra. Assim, é

possivel retratar alteragdes que influenciem o sinal que esta sendo medido.
3.9Espectroscopia na regidao do infravermelho préximo (NIR)

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) tem sido uma alternativa
viavel aos métodos tradicionais, na ciéncia de alimentos, para a previsao de diferentes
composi¢des quimicas e parametros de qualidade (MARQUES et al., 2016; YAN et
al., 2023). Previsdes robustas também foram obtidas usando equipamento NIR portatil
para diferentes materiais (BORGHI et al., 2020; KANG et al., 2022).

O NIR é usado como uma importante ferramenta analitica para avaliar
diversos materiais para diversas aplicagdes, incluindo alimentos, produtos
farmacéuticos, téxteis, polimeros etc.(CEN; HE, 2007). Métodos de espectroscopia
NIR foram desenvolvidos para analise quantitativa de inUmeras caracteristicas em
graos de cereais intactos (DE ALENCAR FIGUEIREDO et al., 2006; SUKUMARAN et
al., 2012).
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O desenvolvimento de métodos espectroscopicos NIR se estende a analises
rapidas de composicdo de graos como proteinas (PEIRIS et al., 2019), amido e
amilose (LI, JUNHUI et al., 2015; PEIRIS et al., 2021) e compostos fenolicos (DYKES
et al., 2014).

Dentre as vantagens do método pode ser citada a rapidez das analises e por
ser um método nao destrutivo, mantendo as amostras intactas, além se ter uma ampla
gama de aplicagbes (ZAHIR et al., 2022).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Amostras

As amostras das proteinas foram adquiridas em forma de farinha em
diferentes lojas virtuais de forma online. Para avaliagdo, as amostras foram entao
divididas em frascos com tampa para evitar exposi¢cao a atmosfera do congelador, tais
como variagdes de umidade.

A Fotografia 1 mostra as amostras nos frascos aos quais seguiram para o
congelamento, elas séo representadas na seguinte ordem: soja, semente de abdbora,

arroz ervilha, whey, semente de linhaga e semente de girassol.

Fotografia 1 - Amostras das proteinas em frascos com tampa

~
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Das amostras de proteinas isoladas, a proporgao total de proteinas fornecida
pelos fabricantes esta apresentada no Quadro 1. As amostras foram entao levadas ao
congelador onde ficaram por 7, 14, 21, 30, 45 e 60 dias. Destas amostras foram feitas
as analises, incluindo amostras que ndo passaram pelo processo de congelamento (0
dias de congelamento).

Como equipamentos, foram utilizados um pHmetro (PG 2000, Gehaka);
Balanga analitica (Bioscale); centrifuga (Nova Técnica, NT815, Piracicaba - SP -
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Brasil); freezer (Consul); agitador mecanico (modelo 713D, Fisatom, Sao Paulo,
Brasil) com hélice tipo centrifuga (Dissolutora; 5 x 28 cm), espectrémetro para regiao
do infravermelho entre 908 e 1700 nm (JDSU MicroNIR®, USA), com padréo de

reflectancia tipo Spectralon TM, com coeficiente de reflexao difusa de 99%.

Quadro 1 - Amostras utilizadas

Amostras de proteinas Porcentagem de proteinas
soja 90,00%
semente de abdbora 58,82%
arroz 83,33%
ervilha 78,13%
whey 80,00%
semente de linhaca 35,29%
semente de girassol 52,94%

Fonte: Autoria prépria (2023).

4.2 Determinagao do pH

O pH foi determinado pelo método descrito por Lutz, (2008), com o emprego
de um potencidmetro previamente calibrado com solugdes tampéo de pH 4 e 7. As
amostras foram agitadas e diluidas com o auxilio de um agitador magnético em
béqueres de 50 mL na proporgéo de 1 g de amostra para 10 mL de agua destilada até

que as particulas ficassem uniformemente suspensas, entao foram feitas as aferigdes.

4.3Determinagao da capacidade de formagao de espuma (FE) e estabilidade da

espuma (EE)

A capacidade de formacao de espuma foi determinada de acordo com o
método de Liu et al., (2010) com adaptagdes. Para isto, foi preparada uma solugao
aquosa com 3% de proteina. Desta solucao foi retirada aliquotas de 30 mL. As
aliquotas foram homogeneizadas utilizando um agitador mecanico com hélice tipo
centrifuga, em velocidade de aproximadamente 5000 rpm, durante 5 minutos. Apds a

homogeneizagao, a espuma foi transferida imediatamente para uma proveta de 100
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mL. Registou-se o volume total (mL), o volume de liquido (mL) e o volume de espuma
(mL) o volume foi medido no tempo 0 e apds 30 min para a determinagao de FE e EE.
A capacidade de formacdo de espuma foi calculada como o volume de

espuma formado ap0os agitagao (mL) por grama de proteina de acordo com a Equagao

(2)

FE =

volume total — volume de liquido(mL) «100 (2)
concentracio de proteina na amostra (g)

A EE foi calculada como % de espuma mantida apds 30 minutos, conforme

a Equacao (3).

volume total 30’ — volume de liquido (mL) 30’
volume total — volume de liquido (mL)

%EE =

%100 (3)

4.4Capacidade de retengao de agua (CRA)

A capacidade de retengcdo de agua foi determinada segundo o método
descrito por Diniz & Martin, (1997) e Zhao et al., (2016) com algumas modificagdes.
Ao qual foram hidratadas 0,5 g de amostra em 20 mL de agua em tubos falcon,
seguido de homogeneizagao em vortex durante 30 segundos. O conteudo foi entao
deixado em repouso sob temperatura ambiente, seguindo entdo para centrifugacao a
2.003 g (gravidades) por 30 minutos. Com papel filtro Whatman n. 1, o sobrenadante
foi filtrado e o volume recuperado foi medido com precisao. A diferenga entre o volume
inicial de agua destilada adicionado a amostra de proteina e o volume do
sobrenadante foi determinada, e os resultados foram relatados como mL de agua

absorvida por g de amostra de proteina.

4.5Capacidade de retengao de 6leo (CRO)

A capacidade de retencao de 6leo foi determinada pelo método descrito por
Diniz & Martin (1997) e Zhao et al., (2016) com algumas modificagbes. Foram
dissolvidas 50 mg de amostra em 1 mL de dleo de soja comercial em tubo de vidro de
15 mL agitando-se por 30 s em vortex. Seguindo entéo a centrifugagao do 6leo a 2.003

g (gravidades) por 30 min em temperatura ambiente. O volume de 6leo separado da
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amostra foi medido e calculado em relagédo a quantidade de 6leo absorvida por 50 mg

de amostra.

4.6 Solubilidade

A solubilidade proteica seguiu conforme o método de (CHALAMAIAH et al.,
2010) com algumas adaptag¢des. 300 mg de amostra foram diluidas em 30 mL de agua
destilada. A solugao foi agitada a temperatura ambiente por 30 minutos e centrifugada
a 6000 rpm durante 30 min O conteudo de proteina no sobrenadante foi determinado
usando o método de Biureto e a proteina total foi determinada pelo método de
MicroKjeldahl (LUTZ, 2008). A solubilidade da proteina foi calculada pela Equacgao (4).

Solubilidade (%) _ Pr oteina no sobrenadante +100 (4)

Pr oteina total na amostra

4.7 Aquisicao dos espectros de infravermelho préoximo (NIR)

Os espectros foram coletados em uma faixa de 900 a 1700 nm. O padrao de
reflectancia (utilizado como branco) foi embalado em uma embalagem plastica
idéntica a das amostras para remover o efeito da embalagem. A referéncia escura,
que representa a simulagao da nao-reflexao, foi obtida desligando-se a lampada do
equipamento. As amostras foram alocadas em embalagens plasticas transparentes e
cada amostragem foi medida quatro vezes. Desta forma, considerando que em cada
periodo estudado (0, 7, 14, 21, 30, 45 e 60 dias) foram medidas 3 subamostras (3
por¢coes do mesmo tipo de amostra), cada dia é a representagdo da média de 4

espectros.
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5 RESULTADOS

5.1Propriedades tecnolégicas

Os dados obtidos foram pré-processados por auto-escalonamento e em
seguida submetidos a Analise de Componentes Principais (PCA), e a Figura 3
apresenta o percentual de variancia explicada em cada componente principal (PC)
para as propriedades tecnoldgicas, avaliadas durante o periodo de congelamento de
0,7, 14, 21, 30, 45 e 60 dias.

Figura 3 - Variancia explicada pelas propriedades tecnolégicas nos diferentes periodos de

congelamento para avaliagao das diferengas entre amostras
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Ainda que a PC1 explique a maior parte da variancia (40,02%), observa-se
que a PC2 se mostra importante para avaliagdo do efeito do congelamento na
solubilidade (SS), na formagéao de espuma (FE) e na capacidade de retengao de agua,
explicando 29,91% da varidncia dos dados, enquanto a PC3 é a projecao que melhor

explica o efeito do congelamento com relacdo a estabilidade de espuma (EE),
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explicando 21,99% da variancia. Portanto, a PCA sugere que sejam avaliadas as PCs

1, 2 e 3 para melhor entendimento do efeito do congelamento nas propriedades
avaliadas. A Figura 4 apresenta os scores para (A) PC1, (B) PC2 e (C) PC3, e seus
respectivos loadings em (D) PC1, (E) PC2 e (F) PC3.

Figura 4 - Scores para (A) PC1, (B) PC2 e (C) PC3, e loadings (D) PC1, (E) PC2 e (F)
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Avaliando-se os scores da PC1 (Figura 4 — A), observa-se que a maior

variagao influenciada pelo congelamento ocorreu entre as amostras de proteina de



31

ervilha, com valores de scores positivos, e as de semente de abdbora, com valores
de scores mais negativos. Além destas, as amostras de proteina de soja se
apresentam levemente deslocadas para valores positivos de scores, indicando que o
congelamento influenciou esta amostra de forma semelhante aquelas de proteina de
ervilha. Ja as amostras de proteina de semente de girassol e proteina de semente de
linhaca se apresentaram as proteinas de semente de abdbora. Os loadings da PC1
(Figura 4 — D) indicam que as amostras que apresentam scores positivos (proteina de
ervilha e proteina de soja) foram influenciadas pelo congelamento de forma
semelhante com relagao a formacao de espuma (FE), estabilidade de espuma (EE),
pH, capacidade de retencao de agua (RA) e capacidade de retengao de 6leo (RO). O
comportamento semelhante em relagdo ao efeito de congelamento sugere que uma
proteina poderia ser usada para substituir a outra, caso passem por processo de
congelamento, permanecendo similares com relacédo a FE, EE, pH, RA e RO.

Seguindo-se o mesmo critério avaliativo, as proteinas de semente de abdbora
e de semente de girassol apresentaram efeito de congelamento semelhante com
relagcdo a solubilidade (SS). Pode-se considerar que a maioria das amostras de
proteina de semente de linhaga também apresentaram comportamento semelhante
com relacdo a SS. E importante ressaltar que quanto mais préximo de zero estejam
0s scores, menor a influéncia dos parametros avaliados para explicar a projecao das
referidas amostras.

Os scores da PC2, Figura 4 — B, indicam efeito do congelamento diferente nas
proteinas de origem vegetal, com valores de scores negativos, em comparagao com
o0 observado para a proteina de origem animal (whey), com valores positivos de
scores. Neste caso, os loadings da PC2, Figura 4 — E, indicam que a proteina do tipo
whey se diferenciou das demais principalmente com relagdo a solubilidade (SS),
formacao de espuma (FE) e capacidade de retencao de 6leo (RO). Assim, PC2 sugere
que os parametros de FE, SS e RO devem ser assistidos para que se possa controlar
a qualidade de produtos derivados de proteinas do tipo whey quando existir
necessidade de congelamento. Para as amostras de proteina de origem vegetal, o
congelamento influenciou de forma semelhante a capacidade de retencdo de agua
(RA), além da nao terem apresentado alteragdo nos valores de pH durante todo o
periodo avaliado.

Os scores da PC3, Figura 4 — C, explicam principalmente as semelhangas do

efeito do congelamento nas proteinas de arroz e semente de linhaga, com valores de
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scores positivos, sendo estes efeitos diferentes para os observados para as proteinas
de semente de abdbora, ervilha, semente de girassol e whey, com valores de scores
negativos. A proteina de soja apresentou valores de scores proximos de zero,
indicando pouca influéncia das variaveis importantes na PC3 para esta amostra. De
acordo com os loadings da PC3, Figura 4 — F, o congelamento influenciou as amostras
de proteinas de arroz e semente de linhaga de forma semelhante no que diz respeito
aos parametros EE e CRO. Logo, as amostras de proteina de semente de abdbora,
ervilha, semente de girassol e whey sofreram efeito de congelamento similar nas
propriedades tecnolégicas referentes a FE, pH, SS e CRA.

A amostra de whey se destacou quanto a capacidade de formagao de espuma
(médias entre 3333,27 e 4501,5 mL de espuma por grama de amostra) e solubilidade
(médias entre 79,225 % e 90,525 %), sendo os maiores valores dentre as amostras.
Estes valores de solubilidade sao proximos aos descritos por (DAY; CAKEBREAD;
LOVEDAY, 2022), que ficaram acima de 80%, sendo que a solubilidade pode ser
diretamente afetada pelo pH, além de serem influenciadas pelo processo de produgao
das amostras, comparativamente, a solubilidade das proteinas de origem vegetal foi
mais baixa, tendo a solubilidade da proteina de ervilha variado entre 16,17% e 18,6
%, de10,1% a 14,1% para a soja e de 1,3% a 3% arroz. De acordo com Day et. al.
(2022), foram encontradas solubilidades entre 3 e 13% para proteina comercial de
ervilha, entre 14 e 63% para proteina de soja, sendo a proteina derivada do arroz
praticamente insoluvel.

Proteinas com alta solubilidade dificultam a avaliacdo da capacidade de
retengcao de agua, e por isto alguns autores geralmente fazem corregao dos valores
desta propriedade tecnolégica, o que sugere que a CRA ndo é adequada para
materiais altamente soluveis, como o caseinato, a clara de ovo e a proteina de soro
de leite (DAY; CAKEBREAD; LOVEDAY, 2022). Por este motivo a amostra de whey
nao apresentou CRA satisfatéria, sendo praticamente solubilizada, o que
impossibilitou a separacdo de forma eficaz das fases liquida e sélida mesmo por
centrifugacéo.

De modo geral as amostras apresentaram caracteristicas distintas entre elas,
sendo a proteina isolada de semente de abdbora incapaz de produzir espuma e,
consequentemente, nao foi possivel avaliar a estabilidade dela. A capacidade de
formacao de espuma mais baixa foi para a proteina de semente de linhaga (59 a 78,9

mL de espuma por grama de amostra) e de girassol (272,1 a 382,7 mL de espuma por
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grama de amostra). As maiores formadoras de espuma foram a proteina tipo whey
isolada (médias entre 3333,27 e 4501,5 mL de espuma por grama de amostra) e
proteina isolada de ervilha (3471,37 a 4253,27 mL de espuma por grama de amostra).
A proteina isolada de ervilha apresentou maior (CRA) (entre 8,7 e 10,6 mL por grama
de proteina), sendo estes valores acima dos obtidos por (DAY; CAKEBREAD;
LOVEDAY, 2022), que foram de aproximadamente 4 mL por grama de proteina.

A proteina com maior estabilidade de espuma apos 30 minutos foi a de arroz
(entre 75,8% e 92,5%) e a com menor estabilidade foi a proteina isolada de soja (entre
23,5% e 41,7%). As propriedades de capacidade de formacdo de espuma e de
estabilidade de espuma apresentaram maiores variagbes. Uma das possibilidades
pode estar no fato de estas propriedades sofrem grandes interferéncias experimentais
como, por exemplo, a passagem da amostra para a proveta, que provoca perdas em
parte da espuma.

Todas as amostras apresentaram valores proximos para a capacidade de
retencao de 6leo, sendo os menores valores encontrados para a proteina isolada de
semente de abdbora (1,15 - 1,43 mL por grama de proteina) e os maiores valores para
a proteina isolada de ervilha (1665 - 2,29 mL por grama de proteina). Estes valores
estdo préoximos aos encontrados por (DAY; CAKEBREAD; LOVEDAY, 2022), que
oscilaram entre 1,3 e 2,5 mL por grama de proteina para as proteinas isoladas de
arroz, soja, ervilha e whey.

A agua é o componente mais abundante nos alimentos frescos, com mais de
90% na maioria das frutas e vegetais e 60 - 80% na carne ou peixe fresco (WILLIAM,;
'SUZANNE, 2021). O tamanho, forma e distribuicdo dos cristais de gelo formados
durante o congelamento esta intimamente relacionado a distribuicdo de agua.
Também, durante o congelamento, a troca de agua em diferentes compartimentos
devido ao dano a estrutura celular combinada com o efeito de desidratacdo pode
modificar a composigao dos alimentos e resultar em alteragdes na textura, cor, sabor
e nutrientes. (LI; ZHU; SUN, 2018). Por se tratar de amostras secas e em po, a
umidade delas é baixa, reduzindo a cristalizagao da agua e, consequentemente, reduz
possiveis alteragdes. Desta forma, o que se pode observar foi que as propriedades
tecnoldgicas avaliadas ndo apresentaram grandes variagdes durante o periodo de

armazenamento sob congelamento.
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5.2 Avaliagao espectral na regiao do infravermelho préximo (NIR)

Antes de se performarem os ensaios para os parametros tecnologicos foram
avaliados os espectros na regiao do infravermelho de cada por¢cédo de amostra. As
amostras foram organizadas de modo a se retirarem 3 porgdes a cada analise, sendo
que foram medidos 3 espectros para cada por¢ao. Desta forma, foram obtidos 9
espectros por analise, sendo estes representados por um espectro médio, referente a
cada dia avaliado. Este espectro médio foi utilizado para a analise de componentes
principais, executada a principio centrando-se os espectros na média. A Figura 5

apresenta a variancia capturada por cada variavel avaliada.

Figura 5 - Variancia capturada por variavel centrando-se os espectros na média
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Observa-se que a PC1 é a responsavel por explicar a maior parte da variancia,
exceto para comprimentos de onda acima de 1650 nm, regido na qual a PC3 se mostra
mais importante. Para que se pudesse explorar a informagéo obtida, a Figura 6 traz
os scores para (A) PC1, (B) PC2 e (C) PC3. De acordo com os scores da PC1 (Figura

6 — A), a maior diferenga espectral obtida esta entre as amostras de proteina de
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ervilha, deslocadas a valores mais negativos de PC1, e as demais amostras avaliadas,
sendo as amostras de proteina de semente de abdbora aquelas que apresentam
comportamento espectral mais proximo ao observado para as proteinas de ervilha.

A regido espectral que apresenta valores negativos de loadings (Figura 6 — D)
estao situadas em aproximadamente 1110 nm e 1310 nm. A regido de 1110 nm é
atribuida ao quarto sobretom de vibragdes da ligacdo C=0O, principalmente de
aldeidos, e ao segundo sobretom de vibracdo de ligagdes N-H primarias e
secundarias. Ja as vibragées em 1300 nm estdo associadas ao primeiro sobretom de
vibracao da ligacao O-H, podendo também estar associado ao segundo sobretom das
ligagbes S-H (WORKMAN JR.; JERRY; WEYER, 2012).

Os scores em PC2 (Figura 6 — B) indicam uma separagao entre as proteinas
de linhaga e soja, com valores mais negativos de scores que a maioria das demais
proteinas estudadas, cujos /loadings negativos (Figura 6 — E) mais importantes
aparecem em 960 e 1460 nm. A regiao de 960 nm é geralmente atribuida ao terceiro
sobretom de vibragées N-H e ao quarto sobretom para S-H. A regido de 1460 nm é
atribuida ao primeiro sobretom de vibracéo de ligagdes O-H (WORKMAN JR., JERRY ;
WEYER, 2012). Os scores da PC3 nao se mostram informativos o suficiente com
relagdo a separacao de algum tipo de amostra ou periodo de aquecimento, de modo
que nao foram considerados nesta discusséo.

Para verificar a possibilidade de influéncia da umidade na separacdo das
amostras, optou-se por utilizar uma estratégia de processamento dos dados
conhecida como ortogonalizagao de parametros externos (EPO, do inglés External
Parameter Orthogonalization), proposta inicialmente por (WOLD et al., 1998) para
corregcaéo em espectros NIR para fins de calibragdo. Porém, o algoritmo EPO pode ser
utilizado para aplicagdes exploratdrias (n&o-supervisionadas), como proposto no
estudo de (AMIRVARESI; PARASTAR, 2021). Isso porque o algoritmo encontra
regides nos espectros que sao afetadas de formas diferentes, o que pode ser medido
pela variancia capturada pela regido, e projeta os espectros ortogonalmente a essa

variacao, e as variagoes indesejadas podem ser minimizadas de forma eficaz.
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Figura 6 - Scores em (A) PC1, (B) PC2 e (C) PC3, e loadings para (D) PC1, (E) PC2 e (E)
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Estudos anteriores mostraram que a EPO é uma estratégia importante para
reduzir o efeito da umidade (KUNZE et al., 2021; ROGER; CHAUCHARD; BELLON-
MAUREL, 2003), uma vez que a influéncia de vibragbes das ligagdes O-H de agua
podem sobrepor outras vibragdes (Workman Jr.; Jerry; Weyer, 2012). Assim, apés

aplicacao da EPO, a PCA resultou em uma separacao diferente da anterior. A Figura
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7 apresenta a variancia capturada por variavel utilizando-se pré-processamento EPO

e centrando-se os dados na média.

Figura 7 - Variancia capturada por variavel apés EPO e centrando-se os espectros

na média
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Fonte: Autoria propria (2023).

A aplicacao de EPO influenciou principalmente a variancia explicada nas
regides entre 1160 — 1200 nm, 1260 — 1370 nm, 1430 — 1600 nm, diminuindo a
importéncia destas regides na PC1 e aumentando na PC2. As vibracbes detectadas
na regiao entre 1160 — 1200 nm sao geralmente atribuidas ao quarto sobretom da
ligacdo C=0O (WORKMAN JR.; JERRY; WEYER, 2012). A regiao entre 1260 — 1370
nm € geralmente atribuida a vibragdes de segundo sobretom de ligagées do tipo S-H
(WORKMAN JR.; JERRY; WEYER, 2012), que é uma ligagao presente na cisteina,
que geralmente € mais abundante em alimentos de origem animal e em derivados de
cereais comparando-se com proteinas extraidas de leguminosas. Alimentos ricos em
cisteina incluem aves, ovos, carne bovina e gréos integrais (LARSSON;
HAKANSSON; WOLK, 2015). J4 a regido entre 1430 — 1600 nm abrange a regido de
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vibracao atribuida ao primeiro sobretom de ligagdes O-H (WORKMAN JR.; JERRY;
WEYER, 2012).

A Figura 8 — A apresenta os scores espectrais para (A) PC1, (B) PC2 e (C)
PC3, e os respectivos loadings em (D, E e F) ap6s a aplicagdo de EPO. Os scores da
PC1 (68,86%) indicam que a maior diferenga espectral acontece entre as amostras
de proteina de semente de linhaga, com valores mais positivos de scores, das
amostras de proteina de ervilha (com valores mais negativos de scores). Os loadings
com valores positivos (na PC1) estado localizados entre 908 — 1020 nm, 1140 — 1160
nm, 1460 — 1500 nm. A regiao de 908 — 1020 nm esta relacionada com o quarto,
terceiro e segundo sobretons de vibracado de ligagcbes N-H, O-H e S-H. Porém, a
intensidade e largura da banda entre 908 — 1020 nm dificulta a atribuicdo das
vibragbes de forma especifica. A regido entre 1140 — 1160 nm abrange o segundo
sobretom de vibragao para ligagdes N-H e o quarto sobretom de ligagdes C=0 para
amidas, enquanto a regido entre 1460 — 1500 nm esta associada com o primeiro
sobretom de vibragao de ligagdes N-H e o terceiro sobretom de vibragéo para ligagdes
C=0 de amidas (WORKMAN JR.; JERRY; WEYER, 2012). As vibragbes indicadas
sao condizentes com ligagdes existentes na estrutura de proteinas. No entanto, ndo
se pode afirmar a partir destas analises quais sdo 0s compostos especificos
responsaveis pela diferenciacdo observada.

Nos scores da PC2 (24,55%), Figura 8 — B, as proteinas isoladas de whey
estdo localizadas em valores mais positivos de scores, valores estes seguidos dos
observados para as amostras de proteina de semente de girassol, sendo estes
menores que o0s valores observados para a proteina do tipo whey. As proteinas de
semente de linhaga apresentaram valores mais negativos, seguidas pelas amostras
de proteinas de soja e de ervilha, com valores menores que os observados para a
proteina de semente de linhaga. Os loadings que aparecem com valores positivos
para PC2, de acordo com a Figura 8 — D, estao localizados entre 1140 — 1180 nm,
1340 — 1400 nm, e 1490 — 1540 nm. A regido entre 1140 e 1180 nm é atribuida ao 4°
sobretom de vibragdo da ligagdo C=0, principalmente de amidas secundarias. A
regido entre 1340 — 1400 nm ¢é atribuida ao primeiro sobretom de vibragdo de
estiramento da ligagdo O-H, enquanto vibragbes entre 1480 — 1540 nm s&o atribuidas
ao primeiro sobretom de ligagcdes N-H (WORKMAN JR.; JERRY; WEYER, 2012),

igualmente associadas a estrutura das proteinas.
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Figura 8 - Scores espectrais para (A) PC1, (B) PC2 e (C) PC3, e loadings para (D)
PC1, (E) PC2 e (E) PC3 apés aplicacido de EPO
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Vale ressaltar que, na PC2, pode ser observada a maior diferenca entre
proteinas de origem vegetal e a proteina do tipo whey. De modo geral, as proteinas
do tipo whey apresentam o maior teor de aminoacidos essenciais quando comparada
as proteinas de origem vegetal. Em média, a proteina tipo whey isolada é descrita na
literatura como sendo composta principalmente por acido glutamico (15,4 mg), leucina
(11,8 mq), acido aspartico (10,7 mg), lisina (9,5 mg), alanina (4,9 mg), isoleucina (4,7
mgq), valina (4,7 mg), treonina (4,6 mg), prolina (4,2 mg), serina (3,9 mg), asparagina
(3,8 mg), glutamina (3,4 mg), tirosina (3,4 mg), metionina (3,1 mg), fenilalanina (3,0
mg), arginina (2,4 mg), cisteina (1,7 mg), glicina (1,7 mg), histidina (1,7 mg) e triptofano
(1,3 mg), sendo estes valores por grama de proteina (ETZEL, 2004; HARAGUCHI;
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ABREU; PAULA, 2006). Logo, as vibragbes associadas aos loadings positivos, Figura
4 — B, poderiam estar relacionadas com os 8 aminoacidos mais abundantes no isolado
proteico tipo whey.

As amostras de proteina de semente de linhaga, soja e ervilha apresentam os
valores mais negativos de scores na PC2 (Figura 8 — B), sendo estes relacionados as
regides entre 940 — 980 nm, 1080 — 1100 nm, 1210 — 1250 nm, e 1420 — 1470 nm. A
regiao entre 940 — 980 nm pode ser atribuida a 3 principais tipos de vibragdes que séo
0 segundo e terceiro sobretons de vibragao de ligagdes N-H (primaria ou secundaria),
segundo e terceiro sobretons para vibracao de ligacbes O-H, e terceiro e quarto
sobretons de vibracao de ligagdes S-H (WORKMAN JR.; JERRY; WEYER, 2012). As
vibragdes do tipo S-H podem estar associadas com a presenca dos aminoacidos
sulfurados metionina e a cisteina. Para proteinas derivadas de plantas, os relatos
indicam teores mais baixos destes aminoacidos que os isolados proteicos de whey
(GORISSEN et al., 2018). Desta forma, uma possivel causa das diferengas espectrais
entre as amostras pode estar relacionada com os teores destes aminoacidos.

Na PC3, Figura 8 — C, observa-se que as proteinas de semente de abdbora e
semente de girassol apresentam valores mais positivos, enquanto as proteinas de
whey isolado e soja apresentam valores mais negativos. As demais amostras
apresentaram valores que oscilaram em torno do zero. Os loadings que apresentam
valores positivos estao localizados principalmente entre 908 — 960 nm, 1360 — 1420
nm, 1620 — 1660 nm. negativos para PC1, PC2 e PC3 simultaneamente estédo
localizados na regiao de 1200 — 1240 nm e 1420 — 1440 nm do espectro. A regido de
1200 — 1240 nm é atribuida principalmente ao 4° sobretom de vibragdo da ligagcao
C=0 de amidas secundarias. Ja as vibracdes entre 1420 — 1440 nm sao atribuidas ao
primeiro sobretom de ligagées O-H (WORKMAN JR.; JERRY; WEYER, 2012).

Até onde foi pesquisado até a publicagao deste trabalho, ndo se encontrou
estudos sobre o comportamento de proteinas com relagdo ao congelamento. Porém,
em um estudo direcionado ao monitoramento por NIR de alteragdes na conformacéao
de proteinas no processo de liofilizagdo (PIETERS et al., 2012), observou-se que
dentre as regides afetadas, a regido entre 1370 até 1700 nm é uma das mais
importantes. Desta forma, considerando as regides em que se observam as variagoes
espectrais, sugere-se que o congelamento possa estar associado as alteragdes

conformacionais (enovelamento) das proteinas. Portanto, os efeitos do congelamento
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podem ser mais bem avaliados a partir da combinacao entre as informagdes obtidas

por espectroscopia associadas aquelas advindas das propriedades tecnoldgicas.



42

6 CONCLUSAO

Considerando o objetivo proposto de avaliar o efeito do congelamento em
propriedades tecnoldgicas de proteinas de origem vegetal e de origem animal, pode-
se observar que ha um comportamento ligeiramente diferente entre as proteinas em
funcdo da origem (se vegetal ou animal). Porém, de acordo com a PCA, as amostras
de proteina de ervilha apresentaram a maior diferenga de comportamento, uma vez
que esta separada das demais pela PC1 tanto na anadlise das propriedades
tecnologicas quanto na analise espectral.

Tanto as propriedades tecnoldgicas quanto os espectros apresentaram pouca
variagdo durante os 60 dias de congelamento avaliados. No caso das propriedades
tecnoldgicas, a capacidade de formagao de espuma e a estabilidade de espuma foram
as propriedades que apresentaram variagdes mais acentuadas. Por outro lado, ha de
se ressaltar a hipotese de estas variagcdes poderem estar associadas ao método
analitico utilizado. Para os espectros, observaram-se variagdes relacionadas a regides
vibracionais atribuidas principalmente a ligagées N-H, o que sugere possibilidade de
variagdes na conformacao das proteinas.

Como a proteina de semente de abdbora nao apresentou formacédo de
espuma (FE), considera-se que a proteina isolada de semente de linhaga apresentou
a menor FE, seguida da proteina isolada de semente de girassol. A proteina tipo whey,
a proteina isolada de ervilha e a proteina isolada de arroz apresentaram os maiores
valores de FE, sendo a proteina isolada de arroz a que apresentou o maior EE.

A proteina tipo whey apresentou maior solubilidade e ndo permitiu analise de
CRA, enquanto a proteina isolada de ervilha apresentou maior CRA. Ainda que com
pouca variagdo para o tempo de congelamento avaliado, a proteina isolada de
semente de abdbora e a proteina isolada de semente de linhaga apresentaram menor
FE. Ja as proteinas tipo whey e ervilha apresentaram os maiores FE, enquanto a
proteina de arroz apresentou maior EE.

As propriedades tecnoldgicas que diferenciaram as amostras de proteina de
origem vegetal da proteina tipo whey foram a solubilidade, formacao de espuma e
capacidade de retengcdo de oleo. Curiosamente, tanto para a avaliacdo das
propriedades tecnoldgicas quanto na analise espectral, as amostras de proteina tipo
whey se diferenciaram das amostras de proteina de origem vegetal na PC2, o que
indica uma possivel relagdo entre as técnicas espectroscopicas e os resultados
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observados na avaliagao das propriedades tecnoldgicas. Porém, este aspecto nao foi
explorado e devera ser avaliado como etapa futura deste estudo.

Os resultados deste estudo sugerem que durante o periodo de 60 dias, as
propriedades tecnoldgicas das proteinas nao sao influenciadas de forma importante,
0 que permite o armazenamento destas amostras em baixas temperaturas com

seguranga para o uso posterior.

6.1 Proximas etapas

A préxima etapa é avaliar, por analise multitabelas (ComDim), a relagéo entre
as propriedades tecnoldgicas avaliadas com as diferentes regides espectrais entre
900 e 1700 nm, a fim de se verificar a relacdo entre comprimento de onda e
propriedades tecnoldgicas medidas, a fim de se verificar a possibilidade de previsao
de alteragdo em uma determinada propriedade tecnoldgica a partir de espectroscopia
NIR.
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APENDICE A - Graficos referentes ao efeito do congelamento em cada

propriedade tecnolégica das amostras de proteinas
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Grafico 1 - Capacidade de Formagao de Espuma (FE)
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Grafico complementar 1, Capacidade de Formagéo de Espuma (FE) dada em

mL de espuma por grama de proteina, demonstrada pelas médias e desvio padréo.



Grafico 2 - Estabilidade de Espuma (EE)
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Fonte: Autoria prépria (2023).
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Grafico complementar 2, Estabilidade de Espuma (EE) dada em % de espuma

que se manteve apds 30 minutos, demonstrada pelas médias e desvio padrao.



Grafico 3 - pH
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Grafico complementar 3, pH, demonstrada pelas médias e desvio padrao.

53



Grafico 4 - Solubilidade (SS)
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Fonte: Autoria prépria (2023).
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Grafico complementar 4, Solubilidade (SS) dada em % de proteina soluvel em

agua, demonstrada pelas médias e desvio padrao.



Grafico 5 - Capacidade de Retengéo de Oleo (CRO)

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

DIAO

DIA 1

DIA 2

DIA3 DIA4 DIAS5 DIA6

B SEMENTE DE ABOBORA
B ARROZ

N ERVILHA

mSOJA

B whey

B SEMENTE DE LINHACA
" SEMENTE DE GIRASSOL

Fonte: Autoria prépria (2023).

55

Gréafico complementar 5, Capacidade de Retencéo de Oleo (CRO), dada em

mL de 6leo absorvida por g de amostra de proteina, demonstrada pelas médias e

desvio padrao.



Grafico 6 - Capacidade de Retengdo de Agua (CRA)
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Gréafico complementar 6, Capacidade de Retencdo de Agua (CRA), dada em

mL de agua absorvida por g de amostra de proteina, demonstrada pelas médias e

desvio padrao.
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Grafico 7 — Espectros na regido NIR
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Grafico complementar 7, Espectros na regido NIR de todas as proteinas

avaliadas (A) —brutos e (B) ap6s processamento por ortogonalizagao de parametros

externos.



