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RESUMO

ALMEIDA, Alessandra, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2024.
Propriedades interfaciais de albumina de tremoco branco e estabilidade cinética
de emulsoes O/A. Orientador: Luis Antonio Minim. Co-orientadoras: Valéria Paula
Rodrigues Minim; Marcia Cristina Teixeira Ribeiro Vidigal.

A procura por novas fontes de emulsificantes de origem vegetal esta vinculada a
promoc¢do da inovagdo, ao viabilizar diversificagdo de matérias-primas, alinhar
preferéncias do consumidor e associar alternativas sustentaveis na produgao de
emulsdes alimentares cineticamente estaveis. O tremogo branco apresenta boas
propriedades gelificante, de hidratagéo e interfaciais e, portanto, potencial tecnolégico
para ser utilizado nas industrias alimenticias. Logo, o objetivo deste estudo foi
investigar as propriedades emulsificantes por métodos estatico e dinamico, além de
desenvolver e avaliar a estabilidade cinética de emulsées O/A, contendo albumina de
tremocgo branco, com vistas a sua aplicacao em sistemas alimenticios. Para tanto, fez-
se a extracdo e caracterizacdo das albuminas (SDS-PAGE, potencial Zeta (),
tamanho de particula, indice de polidispersividade (PDI), solubilidade e propriedades
interfaciais e dilatacionais). Além disso, avaliou-se a estabilidade cinética de emulsdes
O/A, com variacao na propor¢cao das fases continua e dispersa, durante 21 dias de
armazenamento. Os sistemas emulsionados foram caracterizados quanto a reologia,
potencial Zeta, didametro médio das gotas, PDI, microestrutura e indice de
cremosidade. Os resultados indicaram perfil de solubilidade caracteristico de
leguminosas, com valores mais baixos na faixa de pH proximo ao ponto isoelétrico
(pH 4,3) e mais altos a medida que afastava desse valor. O potencial ¢ variou de +30
mV a —-30 mV, com maior estabilidade da dispersdo em pH longe do ponto isoelétrico.
A condicéo de saturagao da interface foi atingida em 0,8% (p/v), com maior coeficiente
de transferéncia de massa (0,41 mN*m-'s0%). Além disso, as taxas de adsorcéo e
rearranjo foram baixas, o que indica maior dificuldade de desnaturagao das proteinas
na superficie e na formagcdao do filme interfacial, que por sua vez, exibiu
comportamento elastico superior ao médulo viscoso, com camadas interfaciais que se
comportam como um gel critico 2D composto por componentes anfifilicos adsorvidos,
0 que pode contribuir com uma maior estabilidade cinética do sistema emulsionado.
Com relagao as emulsées, os resultados mostram que para os tratamentos com menor
proporcao de 6leo apresentaram comportamento newtoniano, enquanto que as com

maior teor, apresentaram comportamento pseudoplastico (predominéncia do carater



elastico). A emulsdao com 20% de 6leo e 80% de fase continua apresentou boa
estabilidade e menor formacao de creme. Esta estabilidade cinética foi favorecida pela
soma de varios fatores, sendo eles: baixa tenséao interfacial, filme interfacial elastico,
potencial zeta e pequenas gotas. Os baixos valores de tensao interfacial, adsorgao e
rearranjo e a rapida difusdo das albuminas de tremoco em direcdo a interface sugerem
sua potencial aplicacdo como emulsificante. Além disso, com base na associacao dos
resultados da analise das propriedades interfaciais das solu¢des e das caracteristicas
fisicas e quimicas das emulsdes O/A, este estudo foi relevante para a compreensao
de sistemas formados por albuminas de tremocgo para a producao e controle da
estabilidade cinética de emulsdes. E para evidenciar possibilidades de aplicacao de

uma fracéo proteica que muitas vezes é negligenciada ou descartada.

Palavras-chave: Lupinus albus. Proteina vegetal. Reologia interfacial. Estabilidade
cinética de emulsao.



ABSTRACT

ALMEIDA, Alessandra, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, February, 2024.
Interfacial properties of white lupine albumin and kinetic stability of O/W
emulsions. Adviser: Luis Antonio Minim. Co-advisers: Valéria Paula Rodrigues Minim;
Marcia Cristina Teixeira Ribeiro Vidigal.

The search for new sources of plant-based emulsifiers is linked to the promotion of
innovation, enabling the diversification of raw materials, aligning consumer
preferences, and associating sustainable alternatives in the production of kinetically
stable food emulsions. White lupin presents good gelling, hydration, and interfacial
properties, and therefore, technological potential to be used in the food industries.
Thus, the objective of this study was to investigate the emulsifying properties by static
and dynamic methods, as well as to develop and evaluate the kinetic stability of O/W
emulsions containing white lupin albumin, aiming at its application in food systems. For
this purpose, extraction and characterization of the aloumins were carried out (SDS-
PAGE, Zeta potential (), particle size, polydispersity index (PDI), solubility, and
interfacial and dilational properties). In addition, the kinetic stability of O/W emulsions
was evaluated, with variation in the proportion of continuous and dispersed phases,
during 21 days of storage. The emulsified systems were characterized for rheology,
Zeta potential, mean droplet diameter, PDI, microstructure, and creaminess index. The
results indicated a solubility profile characteristic of legumes, with lower values in the
pH range near the isoelectric point (pH 4,3) and higher as it moved away from this
value. The ¢ potential ranged from +30 mV to -30 mV, with greater dispersion stability
at pH away from the isoelectric point. The interface saturation condition was reached
at 0,8% (w/v), with higher mass transfer coefficient (0,41 mN*m-'s05). In addition, the
adsorption and rearrangement rates were low, indicating greater difficulty in protein
denaturation on the surface and in the formation of the interfacial film, which in turn
exhibited elastic behavior superior to the viscous modulus, with interfacial layers
behaving like a 2D critical gel composed of adsorbed amphiphilic components, which
may contribute to greater kinetic stability of the emulsified system. Regarding the
emulsions, the results show that treatments with lower oil proportion exhibited
newtonian behavior, while those with higher content showed pseudoplastic behavior
(predominance of elastic character). The emulsion with 20% oil and 80% continuous
phase showed good stability and lower creaming. This kinetic stability was favored by



the sum of several factors, including low interfacial tension, elastic interfacial film, Zeta
potential, and small droplets. The low values of interfacial tension, adsorption, and
rearrangement, and the rapid diffusion of lupin albumins toward the interface suggest
their potential application as emulsifiers. Additionally, based on the association of the
results of the analysis of the interfacial properties of the solutions and the physical and
chemical characteristics of the O/W emulsions, this study was relevant for the
understanding of systems formed by lupin aloumins for the production and control of
the kinetic stability of emulsions. In addition, to highlight possibilities of application of a
protein fraction that is often neglected or discarded.

Keywords: Lupinus albus. Vegetable protein. Interfacial rheology. Kinect stability of
emulsion.
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1. INTRODUCAO

A busca por fontes alternativas as proteinas animais tem se intensificado nos
ultimos anos, devido ao aumento populacional, sustentabilidade, saude e mudancas
climaticas. Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas - ONU (2022), a populagéo
mundial atual é de 7,9 bilhdes e até o ano de 2050 atingira cerca de 9,5 bilhdes de
pessoas. Com isso, a alimentagdo mundial torna-se um grande desafio porque, além
deste crescimento, os sistemas de produgao atual de alimentos sao os principais
contribuintes para a emissao de gases de efeito estufa, desmatamento e consumo de
agua (SEMBA et al., 2021; VALLATH et al., 2022).

Os seres humanos precisam consumir proteinas de alta qualidade, ou seja,
devem ingerir aminoacidos em quantidades significativas, sendo as principais fontes
as carnes, 0s ovos, 0s produtos lacteos e as leguminosas. O emprego de fontes
alternativas e sustentaveis de proteinas vem sendo cada vez mais estudado. As
leguminosas fazem parte da alimentagcao de diversos povos e s&o consideradas um
alimento basico mundial. Fornecem proteinas de elevada digestibilidade, carboidratos
complexos, fibras dietéticas, minerais e vitaminas. Além disso, séo livres de gluten,
possuem propriedades antioxidantes e anticarcinogénicas e, também desempenham
propriedades funcionais/tecnolégicas de grande aplicabilidade na industria de
alimentos, o que as classificam como uma fonte sustentavel de proteinas (BESSADA
et al.,, 2019; ONWEZEN et al., 2021; SEMBA et al., 2021).

O tremoco é uma leguminosa que apresenta um elevado teor de proteinas,
minerais, fibras dietéticas, ndo conter gluten, possui baixos niveis de fatores
antinutricionais e ndo manifesta modificacées genéticas, tal como a soja (ARNOLDI et
al., 2015). Além disso, o consumo de tremoco estéa relacionado a inimeros beneficios
a saude, incluindo reducao de colesterol, glicose sanguinea e indice glicémico (VAN
DE NOORT, 2017). Apesar de suas qualidades e embora seus graos serem utilizadas
como alimento desde os tempos antigos, ndo se tornou uma grande cultura mundial
(ARNOLDI et al., 2015; MANE et al., 2018).

O tremocgo Lupinus albus ou tremogo branco é a espécie que possui 0 nivel
mais alto de proteinas (33 — 47%), atingindo valores equivalentes aos da soja, além
de ser empregada na alimentacdo humana (DURANTI et al., 2008; BESSADA et al.,
2019; SHRESTHA et al.,, 2021). As proteinas de reserva predominantes sdo as
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globulinas (65 — 67 %) e as albuminas (35 — 37%) (SEMBA et al., 2021). O isolado
proteico de tremoco branco demonstrou em alguns estudos ter boas propriedades
tecnolégicas (JAYASENA et al., 2010; BADER et al., 2011a; BADER et al., 2011b;
SCHLEGEL et al., 2019; VOLGELSANG-O’'DWYER et al., 2020). Wong et al. (2013)
demonstraram que as proteinas do tremoco possuem elevada capacidade
espumante, sendo comparavel a clara de ovo (capacidade de formacédo de espuma
de 394,4 + 20,7% para o tremoco e 410 + 10% para a clara de ovo). As fracOes de
proteinas de tremogo podem ser aplicadas em uma gama de produtos alimenticios,
como maioneses, molhos para saladas, marshmallows, biscoitos, massas, produtos
carneos e lacteos, uma vez que, além de possuirem boas propriedades tecnoldgicas,
possuem um sabor pouco pronunciado (DURANTI et al., 2008).

Nas ultimas décadas, muitos estudos relacionados a extracao e aplicacao de
proteinas vegetais na industria de alimentos vém sendo desenvolvidos (MUNIALO et
al., 2022; MATHEWS et al., 2023; TARAHI et al., 2024; ZHANG et al., 2024).
Entretanto, estudos a respeito das propriedades interfaciais e emulsificante das
proteinas do tremoco, especificamente as albuminas, sdo ainda mais escassos.
Nesse sentido, o presente estudo tem como objetivo investigar as propriedades
emulsificantes por métodos estatico e dinamico, além de desenvolver e avaliar a
estabilidade cinética de emulsdes O/A, contendo albumina de tremocgo branco, com

vistas a sua aplicacdo em sistemas alimenticios.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. TENDENCIAS FUTURAS NA ALIMENTACAO

2.1.1. Saude e sustentabilidade

Nos ultimos anos, o principal desafio que a humanidade tem enfrentado € o
dever de alimentar a populagao que cresce consideravelmente, associada a utilizagao
de recursos que se encontram cada vez mais escassos. O consumo de proteina
animal ndo é sustentavel, uma vez que a producao de carne impacta diretamente no
meio ambiente, j& que é um dos principais setores responsaveis pela emissao de
gases de efeito estufa, desmatamento e uso de agua (SEMBA et al., 2021; VALLATH
et al., 2022).

Nos ultimos anos, a nutricdo humana esta cada vez mais desempenhando um
papel maior que o de suprir as demandas alimentares, exercendo também a fungéo
de servir como um método para prevenir ou reduzir o desenvolvimento de diversas
enfermidades, principalmente as decorrentes da ingestéo de nutrientes insuficientes,
excessivos ou desequilibrados. De acordo com Torres-Tiji et al. (2020), de cada nove
pessoas no mundo, uma estd desnutrida, sobretudo com relacéo a proteina e teor
energético (PIMENTEL et al., 2021).

Com esta nova visdo em relacdo a nutricao humana, estd ocorrendo um
crescimento nas pesquisas e no desenvolvimento de novos produtos, permitindo a
inovacao na area de alimentos e a criagdo de novos nichos de mercado. Estudos
recentes demonstraram um aumento na preferéncia em consumir proteinas vegetais
ao invés das proteinas animais, devido aos beneficios a saude, a ampliagcdo do
namero de pessoas com alguma restricdo alimentar, seja por preferéncia ou por
necessidade e da conscientizacdo a respeito da agricultura sustentavel. Contudo, é
importante frisar que para a promog¢ao de todos os aminoacidos essenciais, deve-se
consumir as proteinas vegetais de maneira combinada, a fim de suprir alguma
caréncia que apresentarem (PARODI et al., 2018; Onwezen et al. (2021), PIMENTEL
et al., 2021).

2.1.2. Modificacoes alimentares
O interesse das pessoas em evitar o consumo de proteina animal com o
objetivo de garantir uma alimentagdo mais saudavel vem crescendo em ritmo

acelerado nos ultimos anos. Essa mudanca nos habitos alimentares muitas vezes é
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impulsionada por questées como: alergias ou intolerancias, dietas, estilos de vida,
sustentabilidade ou por preocupacdes politicas e sociais (PLOLL et al., 2020;
PIMENTEL et al., 2021).

No Brasil, um estudo realizado pelo lIbope (2018) apontou que 30 milhdes de
brasileiros (14%) sao adeptos a alimentacao vegetariana e que deste valor, 7 milhdes
sdo veganos (3,2%). Além disso, segundo Tangyu et al. (2019), o mercado de
alternativas ao leite correspondera até o ano de 2023, a 26 bilhdes de ddlares
(PIMENTEL et al., 2021).

Estima-se que 75% da populagdo mundial apresenta intolerancia a lactose,
uma doencga ocasionada pela incapacidade do organismo em hidrolisar esse agucar
presente no leite devido a deficiéncia da enzima, que acomete as pessoas de maneira
distinta, conforme a idade e a etnia (SILVA et al., 2020). Outra doenca que esta
aumentando consideravelmente nos ultimos anos € a alergia alimentar as proteinas
do leite, que diferentemente da anterior, envolve mecanismos imunoldgicos contra as
proteinas, como caseinas, alfa-lactoalbuminas e beta-lactoglobulinas, na qual o
alérgico deve se isentar de toda e qualquer proteina do leite (OLIVEIRA et al., 2018;
ZYCHAR et al., 2017).

Estudos vem demonstrando que o consumo de alimentos de origem animal
esta sendo associado a manifestacdo de diversas doencas cardiovasculares e ao
aumento do colesterol, enquanto que os produtos de origem vegetal contém fibras
alimentares, antioxidantes, vitaminas e minerais, enquadrando este tipo de produto na
classe de alimentos funcionais e nutracéuticos (WILLETT et al., 2019; AYDAR et al.,
2020; SEMBA et al., 2021).

22,  TREMOGCO

2.2.1. Aspectos gerais

O tremoco (Lupinus spp.) pertence a familia das leguminosas, sendo cultivado
desde os tempos antigos. O género Lupinus apresenta cerca de 400 espécies
catalogadas, provenientes das regides mediterranea e andina, sendo as principais
variedades cultivadas a Lupinus albus, Lupinus angustifolius, Lupinus luteus e
Lupinus mutabilis. Apesar dessa grande variedade, a Lupinus albus, também
conhecida como tremogo branco, é a linhagem utilizada para a alimentagcdo humana,
ja que foi desenvolvida com o propédsito de apresentar um baixo teor de alcaloides
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(substancia toxica que pode trazer riscos a saude) (CREMONEZ et al., 2013; TRUGO
et al., 2016; MANE et al., 2018).

As suas flores se apresentam em diversas cores (branco, amarelo, roxo e azul),
exalam um aroma parecido com o de mel e sao estruturadas em forma de cacho
(inflorescéncia), conforme apresentado na Figura 1. Os frutos sao do tipo vagem,
planas e com um aspecto piloso na parte externa, variando de 4 a 10 cm de
comprimento. Suas sementes podem variar em tamanho, forma e cor, sendo que as
do Lupinus albus sado brancas e achatadas em seu interior, de acordo com o
apresentado na Figura 2 (TRUGO et al., 2016).

E uma planta que se adapta a solos arenosos, acidos e pobres, as altas
altitudes e a climas temperados. O tremogo € amplamente empregado para a
alimentacao animal e na rotacao de cultura para melhorar o solo, uma vez que é capaz
de fixar nitrogénio, devido a interagéo simbiotica com a rizobia. Suas raizes reduzem
a erosao, permitindo uma maior infiltragéo de agua. No Brasil, sua utilizagédo é voltada
para adubacao verde e seu cultivo € mais empregado na regidao sul do pais
(OLIVEIRA, 2013; PELGROM et al., 2014; TRUGO et al., 2016).

Figura 1 - Inflorescéncia do tremogo branco (Lupinus albus), tremogo amarelo
(Lupinus luteus) e tremogo azul (Lupinus angustifolius). Fonte: AGRARIA (2022).
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Figura 2 - Vagem e semente do tremoco branco (Lupinus albus). Fonte: WUTKE et
al. (2014).

A producdo de tremoco € principalmente empregada na Austrdlia (Lupinus
angustifolis), Russia (Lupinus luteus) e Polbnia (Lupinus luteus), mas, também pode
ser encontrado no Chile, Estados Unidos e no Mediterraneo. Ao comparar a producao
global com a soja, que é a leguminosa com maior cultivo mundial, apresenta um baixo
valor (cerca de 1,01 milhdes de toneladas), entretanto, apresenta um menor custo de
producao (FAO, 2019; LO et al., 2021; SHRESTHA et al., 2021).

Cada vez mais tem despertado o interesse global em incorporar
progressivamente o tremogo na alimentacdo das pessoas, ja que apresenta um alto
valor nutricional, ndo ha o cultivo de linhagens com modificacao genética, contribui
com a sustentabilidade e o custo de producao € baixo. Além disso, diversos estudos
tém identificado seu potencial bioativo para melhorar a funcao intestinal e reduzir o
colesterol, a glicemia e o indice glicémico (VAN DE NOORT, 2017; SANDOVAL-
MUNIZ et al., 2018; GUZMAN et al., 2021; HEINZL et al., 2022).

2.2.2. Composicao nutricional

O baixo custo e o alto valor nutricional da leguminosa sao o0s
fatores que fortalecem a sua permanéncia na alimentagcao das popula¢des de baixa
renda em paises subdesenvolvidos, como os presentes na Africa Subsaariana, sendo
em muitos deles a Uunica fonte diaria de proteina (THARANATHAN &
MAHADEVAMMA, 2003).

A composicao centesimal das principais espécies de tremog¢o (azul e branco)
em comparagao com a soja encontra-se descrita na Tabela 1. Por meio desses dados
pode-se perceber que, dentre as espécies, o branco é a que possui um perfil mais

elevado de proteinas, sendo o mais proximo a soja.
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Componentes Tremocgo azul Tremocgo branco
(% extrato seco) (Lupinus angustifolius)  (Lupinus albus)

Soja

(Glycine max)

Proteina 34,0 38,0
Amido 0,0 0,0
Gordura 59 9,5
Cinzas 3,8 3,9
Fibra bruta 16,0 13,0

39,0
0,0
20,0
5,9
5,9

Tabela 1 — Composicao centesimal das principais espécies de tremoco (azul e branco)

em comparagao a soja. Fonte: OLIVEIRA (2013). Adaptada (2022).

O perfil aminoacidico das proteinas do tremoco (Lupinus spp.) (Tabela 2) ao se

comparar com a soja (Glycine max), no geral, exibem concentra¢cdes de aminoacidos

essenciais (lisina, leucina, isoleucina, asparagina/acido aspartico, glutamina/acido

glutdmico, metionina, cisteina, triptofano, valina e tirosina) bem proximos. Essa

composicao reforca o potencial que o tremogo apresenta como sendo uma boa

alternativa nutritiva a soja. Entretanto, ambos apresentam quantidades limitantes dos

aminodcidos sulfurados (metionina e cisteina) e de triptofano (SEMBA et al., 2021;

VALLATH et al., 2022).

Aminoéacidos Tremoco (Lupinus spp.) Soja (Glycine max)
Triptofano* 0,60 1,68
Treonina 2,90 3,88
Isoleucina* 4,62 4,59
Leucina* 5,83 8,14
Lisina* 4,70 7,18
Metionina* 0,67 1,55
Cisteina* 1,72 1,44
Fenilalanina 3,47 5,01
Tirosina* 3,11 3,32
Valina* 3,76 5,53
Arginina 8,51 7,33
Histidina 2,60 2,55
~Alanina 3,51 4,33
Acido Aspartico* 8,20 11,4
Acido Glutamico* 19,19 16,78
Glicina 3,83 3,89
Prolina 4,55 3,24
Serina 4,31 4,62

Tabela 2 — Perfil de aminoacidos (g/100 g de proteina) do tremogo (Lupinus spp.) em
comparacado com a soja (Glycine max). Fonte: Tremoco (PALANDER et al., 2006;
PRUSINSKI, 2017); soja (LONGVAH et al., 2017). *Aminoacidos essenciais.
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2.2.3. Proteinas

A classificacdo das proteinas é realizada através de sua solubilidade (fracdes
Osborne) na qual se dividem em albuminas (soluveis em agua e em solugdes salinas
de baixa molaridade), globulinas (insoluveis em agua e soluveis em solugéo salina),
prolaminas (soluveis em etanol) e glutelinas (soluveis em solug¢des acidas e alcalinas
diluidas) e, por sua fungéo biol6gica (metabdlicas - executam atividades enzimatica
ou estrutural nos cotilédones ou de reserva - fornecem nitrogénio e esqueleto
carbénico durante o desenvolvimento da planta) (DAY, 2013).

As albuminas sao proteinas globulares onde a maioria se enquadra como
enzimas metabdlicas, responsaveis pelo armazenamento do tecido cotiledonar. Ja as
globulinas s&o as proteinas de armazenamento soluveis em solugbes salinas, onde
podem ser divididas em quatro fragdées principais, denominadas a-, B-, y- e 0o-
conglutinas, de acordo com sua mobilidade eletroforética (DURANTI et al., 2008;
VOGELSANG-O’'DWYER et al., 2020).

2.2.4. Propriedades técnico-funcionais das proteinas

As propriedades técnico-funcionais das proteinas s&o divididas em trés
aspectos moleculares: propriedade de hidratacdo (capacidade de retencéo de agua e
solubilidade); propriedade gelificante e propriedades interfaciais (emulsao e formacao
de espumas) (DAMODARAN et al., 2010).

2.24.1.  Propriedade de hidratagdo

As caracteristicas relacionadas com a textura e a reologia do alimento s&o
provenientes da interacdo entre a agua e outros constituintes do produto,
principalmente as proteinas. A capacidade de retencdo de agua (CRA) reflete a
habilidade das proteinas em interagir fisico-quimicamente com a agua, sendo capaz
de reté-las em face da acdo de forgcas mecanicas. Sua capacidade depende da
composicao dos aminoacidos, pH, forca ibnica, temperatura, tipo/concentracao de sal
e conformacao proteica (DAMODARAN et al., 2010).

Alguns estudos investigaram a capacidade de retencao de agua (CRA) de
proteinas isoladas de tremoco (EL-ADAWY et al., 2001; RODRIGUEZ-AMBRIZ et al.,
2005; BERGHOUT et al., 2014) e, em um trabalho realizado por Alu’datt et al. (2017),
comparando-o com o grao de bico e a fava, revelou que o tremogo apresentou um

CRA mais baixo (33%), enquanto que o grao de bico atingiu um valor de 42% e a fava
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44%, evidenciando que a composicao quimica de cada leguminosa influéncia na
interacdo com a agua. D’Agostina et al. (2006), verificaram que as proteinas
separadas por ultrafiltragdo apresentaram valores mais altos de CRA (1 - 1,8 mL/qg)
do que as obtidas por precipitacao acida (0 - 0,8 mL/g) (LO et al., 2021).

A solubilidade é a mais importante dentre as propriedades funcionais, uma vez
que a eficiéncia das propriedades interfacial e reolégica dependem do quanto a
proteina é capaz de se solubilizar em agua. Um exemplo dessa relagéo esta no fato
de que extratos proteicos que apresentam uma maior solubilidade, atuam como bons
agentes espumantes e emulsificantes (FANTINI et al., 2009). Ela esta ligada a
manifestagcdo termodinamica do equilibrio entre as interagcbes proteina-proteina
(hidrofobica — provoca diminui¢do na solubilidade) e proteina-agua (ibnica — leva a um
aumento ou diminuicdo na solubilidade), sendo influenciada pelo pH, forca idnica,
temperatura e a presenca de solventes (DAMODARAN et al., 2010; LO et al., 2021;
VOLGELSANG-O’'DWYER et al., 2020).

Resultados de solubilidade em funcédo do pH de extratos proteicos de tremoco
azul (Lupinus angustifolius) e tremoco branco (Lupinus albus) exibiram
comportamento caracteristico em “U”, apresentando uma solubilidade minima de 8 -
10%, na faixa de pH 4,5 — 5 (FIGURA 3), correspondendo ao valor do potencial Zeta
de 0 mV nesta faixa de pH para ambas as espécies de tremoco (VOLGELSANG-
O'DWYER et al., 2020).

solubility [%]

Protein

Figura 3 — Solubilidade da proteina em funcdo do pH para tremoco azul (Lupinus
angustifolius) - BLPI e tremoco branco (Lupinus albus) - WLPI. Fonte: VOLGELSANG-
O’'DWYER et al. (2020).

Bader et al. (2011a) avaliaram a solubilidade da proteina do tremocgo através
da precipitagcao isoelétrica, na qual foram encontrados valores de 90,5 - 97,6% em pH
7. Em um outro artigo de Bader et al. (2011b), em que utilizou-se a extracao da
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proteina através da precipitacdo acida seguida por filtracdo por membrana em fluxo
cruzado, demonstraram que inicialmente a solubilidade foi de 67% e com o uso da
filtracao (150 MPa) a solubilidade aumentou para 78%, demonstrando que o método
de extracdo também influéncia na solubilidade da proteina. Berghout et al. (2014)
investigaram a solubilidade do tremoco empregando-se diferentes temperaturas e
mantendo o mesmo valor de pH e, como resultados o extrato proteico a 4 °C obteve
uma solubilidade de 90%, enquanto que a 90 °C foi de 76%, 0 que pode ter sido

ocasionado pela desnaturagao térmica das proteinas.

2.24.2. Propriedades gelificantes
A gelificagdo € um processo reoldgico de grande importancia para a industria
de alimentos, uma vez que, dependendo do produto, necessitam da aplicagdo de
ingredientes gelificantes (proteinas) para se atingir a textura e consisténcia almejadas.
O gel € um conjunto de polimeros que interagem entre si, a fim de se formar uma rede
capaz de aprisionar agua (DAMODARAN et al., 2010; LO et al., 2021).

Berghout et al. (2015) ao investigarem as caracteristicas do gel de proteinas de
tremoco e de soja, verificaram que o mddulo de armazenamento (G’) com alta
concentragao de proteina de tremogo (30%, p/v) foi semelhante ao da soja com menor
concentragao (24%, p/v), indicando que o tremogo produz géis mais fracos e menos
elasticos. Bader et al. (2011) investigaram o impacto da homogeneizacao de alta
pressao nas propriedades gelificantes de isolados proteicos de variedades de tremogo
e revelaram que para a espécie Lupinus angustifolius a 15% (p/p) nao houve formacao
de gel, enquanto que para a espécie Lupinus albus ocorreu o oposto, indicando que
diferentes variedades podem apresentar propriedades de gelificacdo distintas. Além
disso, constataram que associar a alta pressdo com variacdo na temperatura, poderia
aprimorar as propriedades de gelificacdo, uma vez que de 0-150 mPa a 35 °C, o gel
aumentou sua forga de 0,15 para 0,55 N/cm™ e a 60 °C, a forga passou de 0,13 para
0,6 N/cm™,

2.2.4.3. Propriedades interfaciais
As proteinas sao moléculas anfifilicas, ou seja, sua cadeia polipeptidica
apresenta regides hidrofébicas e hidrofilicas. Essa caracteristica permite que elas
interajam simultaneamente com diferentes tipos de moléculas em dispersdes, fazendo
com que haja um contato entre as fases e a adsorgédo interfacial, o que as classifica

como substancias tensoativas ou surfactantes. Entretanto, existem diferengas no
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desempenho de sua habilidade interfacial dependendo de suas caracteristicas e
conformacdo. Esta propriedade das proteinas permite que sejam aplicadas na
industria de alimentos, na produgéo de espumas e emulsdes, uma vez que ambos séo
sistemas coloidais termodinamicamente instaveis (DAMODARAN et al., 2010).

A formacado de espumas é uma importante propriedade interfacial na qual
implica na capacidade em se formar bolhas de ar, que influenciam na textura final do
produto. Elas sédo dispersées de um fluido hidrofébico em um liquido hidrofilico,
podendo ser liquidas (presentes nas bebidas) ou sélidas (como no caso dos paes e
dos bolos), sendo necesséria a aplicacao de energia para dispersar o ar no fluido e
assim, formar as bolhas (LO et al., 2021).

Alu'datt et al. (2017) avaliaram a estabilidade espumante de algumas
leguminosas e o tremoco apresentou valores semelhantes ao grao de bico (50% de
estabilidade para ambas as leguminosas). Volgelsang-o'’dwyer et al. (2020)
compararam a formacao de espumas de extratos proteicos de tremoco azul (Lupinus
angustifolius) e tremoco branco (Lupinus albus) e, ambos exibiram padrées bem
semelhantes (capacidade de formacao de espumas >70%) com 3 e 3,3% de proteina,
aumentando a capacidade a medida que a concentracao também aumentava. Com
relacdo a estabilidade das espumas, o comportamento de ambos ao longo do
experimento permaneceu semelhante, sendo que ap6s 1 hora apresentavam valores
préximos a 90% em concentracdes acima de 1%. Esses resultados indicam que o
tremogo apresenta uma boa capacidade de formacdo de espumas, podendo ser
aplicado para producao de diferentes produtos pela industria de alimentos.

As emulsdes sao dispersdes compostas por dois liquidos imisciveis, na qual
um deles estéa disperso no outro, na forma de goticulas esféricas (0,1 a 100 ym). Sua
classificacao é realizada de acordo com a distribuicdo das fases, ou seja, quando
gotas de 6leo estao dispersas em uma fase aquosa € denominado emulsdo O/A e o
contrario € designado como emulsdao A/O (MCCLEMENTS, 2005). Para que uma
emulsdo possa ser formada é necessario a utilizacdo de emulsificantes, como por

exemplo proteinas, a fim de manter as fases dispersas (DAMODARAN et al., 2010).

Bader et al. (2011b) avaliaram as propriedades de emulsificagdo de extratos
proteicos das variedades de tremoco (L. angustifolius e L. albus) e o impacto da

homogeneizacdo em alta pressao na capacidade emulsificante e, verificaram que os
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extratos de L. angustifolius, a 35 °C, apresentaram valores mais altos (780 mL de
0leo/g de proteina isolada) em comparagao ao L. albus (530 mL de dleo/g de proteina
isolada) e que, apdés a homogeneizacdo a 150 MPa as proteinas de L. albus
aumentaram significativamente a propensdo a emulsificacdo (770 mL de 6leo/g de
proteina isolada), obtendo um valor semelhante ao encontrado para L. angustifolius.
Ao aumentar a temperatura para 60 °C, empregando-se as mesmas condicdes, foi
observado que nao houve mudancgas significativas nas propriedades emulsificantes
de L. angustifolius. No entanto, para L. albus, a capacidade emulsificante aumentou
com a pressao de 150 MPa (830 mL de 6leo/g de proteina isolada), evidenciando que
0 aumento da temperatura também implica em um efeito sobre a capacidade de

emulsificacdo nas proteinas dessa espécie.

Jayasena et al. (2010) avaliaram a atividade emulsificante e a estabilidade da
emulsao de isolados proteicos de tremoco extraidos em diferentes pH em comparacao
com a soja e, verificaram que o tremogo apresentou alta atividade emulsificante (com
uma estabilidade de emulsdo >50% em todas as condi¢cdes analisadas), obtendo um
perfil analogo ao da soja. Além disso, compararam 0s resultados com outras
leguminosas, em que o perfil de atividade emulsificante do tremogo foi mais alto que
os de isolados proteicos de feijao preto (42%), feijao bder (45%) e feijao caupi (50%).
Esses resultados indicam que o tremogo possui potencial para servir como um bom
agente emulsificante de base vegetal em diversos produtos alimenticios, superando a
soja principalmente em pH acido.

Kebede & Teferra (2023) investigaram os efeitos da imerséo de variedades de
tremoco (L. albus e L. angustifolius) em agua e solug¢des de carbonato de sodio a 2%,
aliado ao emprego do tratamento térmico (torrefacdo), sob a capacidade de formacéao
de espuma e emulsificagcdo. As duas variedades apresentaram boa capacidade de
emulsificacdo, sem exibir diferencas significativas (49,09% para L. albus e 49,75%
para L. angustifolius). Com relacdo a capacidade de formacdo de espuma, L.
angustifolius apresentou maior valor (49,28%) em comparacao com L. albus (31,86%).

A utilizacdo de proteinas na producdo de emulsbes e espumas € muito
relevante, uma vez que essas moléculas anfifilicas desempenham um papel crucial
de manter as fases dispersas. Entretanto, & importante destacar que ha variacées
significativas no desempenho de suas habilidades interfaciais devido as divergéncias
na conformacdo das proteinas, a flexibilidade da cadeia polipeptidica, a capacidade
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de adaptacéo as alteracdes do ambiente (como pH, temperatura, forga inica, etc.) e
a distribuicdo dos grupos hidrofilicos e hidrofébicos na superficie proteica. Esses
fatores, interdependentes entre si, influenciam diretamente na propriedade ativa de
interface das proteinas. Portanto, uma analise aprofundada desses elementos &
necessaria para determinar se uma determinada proteina possui propriedades
interfaciais adequadas para sua aplicacao em sistemas alimenticios.

2.3. EMULSOES ALIMENTARES

As emulsdes sao definidas como sistemas multifasicos, na qual séao
constituidas por pelo menos duas fases imisciveis denominadas dispersa (compde as
goticulas) e continua (formada pelo liquido circundante). Existem dois tipos principais
de emulsdes simples: 6leo em agua (O/A) e agua em 6leo (A/O). Devido ao pequeno
tamanho das goticulas dispersas (~100 nm a 100 um — escala coloidal), as emulsdes
sdao materiais dominados pela interface, com area interfacial entre 6leo e agua
normalmente na faixa de m?/g de material disperso. Esta condi¢do, acarreta em uma
série de consequéncias, como por exemplo, grande area de contato entre as fases
resulta em um alto valor de energia livre nos sistemas e, consequentemente, provoca
maior instabilidade fisica. Controlar os processos fisico-quimicos, as interacoes
intermoleculares e a estrutura de cada componente da emulsdo sdo fundamentais e
altamente desafiadoras (MCCLEMENTS, 2016; ZHOU et al., 2021).

As emulsdes sao sistemas termodinamicamente instaveis que tendem, com o
passar do tempo, a retornar a sua condicdo inicial. Isto acontece devido a
incompatibilidade molecular de cada fase, fazendo com que as dispersdes tendem a
separar as fases para minimizar a area de contato entre elas, o que resulta em uma
mudanca na energia livre do sistema. Durante este processo, uma série de
mecanismos de instabilidade podem atuar, dentre eles tem-se a floculacdo, a
separacdo gravitacional, a coalescéncia e o amadurecimento de Ostwald. Para
retardar esse processo € manter a estrutura da emulsdo a longo prazo, alguns
mecanismos como espessantes, inibidores de maturagdo e o uso de emulsificantes
sdo utilizados (MCCLEMENTS, 2016; ZHOU et al., 2021).

Dentre os estabilizantes de emulsdes, os emulsificantes (moléculas anfifilicas
que apresentam em sua estrutura porcées hidrofilicas e hidrofébicas) sao
frequentemente utilizados pela industria de alimentos, uma vez que possuem a

capacidade de adsorver rapidamente na interface 6leo-agua, podem ser de origem
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natural ou sintética, como por exemplo, as proteinas, os fosfolipideos, os
polissacarideos e os polissorbatos (DICKINSON, 2003; ZHOU et al., 2021).

As proteinas sdo extensivamente aplicadas na estabilizacdo de espumas e
emulsdes, devido a sua natureza anfifilica e capacidade em formar camadas coesas,
que sao relativamente fortes apds o processo de adsorcao, em funcao das interacdes
proteina-proteina que permitem estruturar filmes mais estaveis e goticulas menos
propensas a ruptura. A Figura 4 ilustra o processo de difusdo e adsorgdo de um
emulsificante na camada interfacial em uma emulséo do tipo O/A. As emulsdes sédo
constantemente submetidas a grandes tensdes durante o processamento e manuseio,
sendo necessario estudar o comportamento da deformagcdo das interfaces
estabilizadas por proteinas, além do regime viscoelastico linear, provocando
deformacgdes oscilatérias que permitem mensurar e prever o comportamento da
emulsao (NYLANDER et al., 2019; CAl et al., 2023).
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Figura 4 — llustracdo esquematica das etapas para formacao da camada de particulas
adsorvidas na interface O/A (adaptada). Fonte: NIMAMING et al. (2023).

Os mecanismos envolvidos na formacéo, estabilizacdo e desestabilizagdo das
emulsdes é bastante complexo e desafiador de ser estudado e, por conta disso, a
abordagem que vem sendo empregada € esclarecer o funcionamento de suas
propriedades fisicas e quimicas atraves de modelos mais simples, avaliando o
comportamento de adsorcdo de uma emulsdo Unica empregando-se proteinas na
interface liquido/liquido e avaliando sua atividade cinética, quantidade adsorvida,
conformacao e reologia da interface. As proteinas vegetais sao estudadas em escala
multicomprimento, ou seja, avaliando-se as propriedades moleculares das proteinas
(tamanho, carga, solubilidade), relacionando com uma escala de comprimento
intermediario (comportamento na interface O/A) e finalmente interligando com as
propriedades macroscépicas (distribuicio do tamanho das gotas de 06leo).
Compreender todas estas caracteristicas das proteinas € crucial para desenvolver
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emulsdes mais estaveis e de melhor qualidade (NYLANDER et al., 2019; CAl et al.,
2023).

2.3.1. Processos de desestabilizacao de emulsoes alimentares

A estabilidade cinética de uma emulséo esta relacionada com a capacidade da
mesma em resistir as mudangas em suas propriedades ao longo do tempo, ou seja,
quanto maior a estabilidade, mais tempo demora para alterar suas caracteristicas. A
emulsdo pode tornar-se instdvel em decorréncia de fatores fisicos ou quimicos, na
qual a primeira esta relacionada com alteragdes na organizagéo espacial e estrutural
das moléculas (coalescéncia, floculagdo, separacao gravitacional e amadurecimento
de Ostwald) e 0 segundo com alteragdes no tipo de moléculas presentes (oxidacao e
hidrélise), sendo que na pratica, dois ou mais destes mecanismos podem ocorrer ao
mesmo tempo (MCCLEMENTS, 2016).

2.3.1.1.  Separacéo gravitacional

A separacado gravitacional € o fator de desestabilizacdo mais comum em
emulsdes alimentares. Neste processo, devido a diferenca de densidades decorrente
das fases continua e dispersa, a forca gravitacional age e ocorre a separacao ao longo
do tempo. Se as goticulas apresentam uma densidade menor que o liquido
circundante, tendem a migrar para cima, processo denominado cremeagao, caso
contrario, irdo se mover para baixo, o que € referido como sedimentagcdo. Em
emulsdes do tipo O/A, ha a tendéncia de ocorrer 0 processo de cremeagao enquanto
que em emulsbes agua/éleo a sedimentacdo. A Figura 5 ilustra, de maneira
esquematica, o processo de formacgao de cremeacao (MCCLEMENTS, 2016).
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Figura 5 - llustracdo esquemética do processo de cremeagao de uma emulsdo O/A
(adaptada). Fonte: MCCLEMENTS (2016).
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2.3.1.2.  Floculacéo

A floculagédo é o processo mais sutil em comparagdo aos outros e 0 mais
complicado de controlar, na qual duas ou mais goticulas se associam, porém,
mantendo suas integridades individuais. A floculagdo pode ocorrer quando as forgas
atrativas (forcas de van der Waals) entre as goticulas superarem as forcas repulsivas
(repulsédo eletrostatica e estérica), através de pontes com baixa concentracdo de
biopolimero ou por efeitos de deplecéo (excesso nas concentragdes de emulsionante
ou agente espessante). A floculacao acelera a taxa de separagéo gravitacional, causa
um aumento na viscosidade da emulsdo e leva a um aumento no tamanho efetivo das
particulas. A Figura 6 ilustra de forma esquematica o processo de floculagédo
(DICKINSON, 2010; MCCLEMENTS, 2016).
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Figura 6 — llustracdo esquematica do processo de floculagdo de uma emulsdo O/A
(adaptada). Fonte: MCCLEMENTS (2016).

2.3.1.3. Coalescéncia

A coalescéncia é o processo pelo qual uma ou mais gotas se fundem e formam
uma unica gota maior. Para que acontecga, € necessario que as goticulas estejam
préximas umas das outras e o fino filme que as separa seja rompido. A taxa de
ocorréncia deste processo, depende da natureza do emulsificante utilizado e esta
relacionado com a suceptibilidade das goticulas em se aproximarem por conta de
mecanismos fisicos (movimento browniano, gravidade, cisalhamento simples e
turbuléncia), da natureza das interagbes entre goticulas (forcas coloidais
hidrodinamicas) e da resisténcia ao filme que as separa. A Figura 7 ilustra de forma
esquematica o processo de coalescéncia (MCCLEMENTS, 2016).
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Figura 7 — llustracdo esquemaética do processo de coalescéncia de uma emulsao O/A
(adaptada). Fonte: MCCLEMENTS (2016).

2.3.1.4.  Amadurecimento de Ostwald

No processo de amadurecimento de Ostwald as goticulas maiores crescem em
decorréncia da diminuicdo de tamanho das menores, devido a transferéncia de massa
da fase dispersa de uma gota para outra através da fase continua. Em emulsdes
alimentares este processo dificilmente ocorre, por conta da baixa solubilidade entre
os triacilglicerois de 6leos de cadeia longa e a agua, sendo normalmente ocasionado
em emulsdes petroliferas ou com éleos essenciais, devido ao tamanho da cadeia do
6leo ou ainda, quando a fase aquosa é um alcool. A Figura 8 ilustra de forma
esquematica a forma que as goticulas se comportam durante 0 amadurecimento de
Ostwald (MCCLEMENTS, 2016).

Large droplets grow

00000

© o o -

Small droplets shrink

Figura 8 — llustracdo esquematica do comportamento das goticulas durante o
processo de amadurecimento de Ostwald. Fonte: MCCLEMENTS (2016).

A procura por novas fontes de emulsificantes esta vinculada a promogéo da
inovacdo e ao emprego de alternativas sustentaveis na producdo de emulsdes
alimentares cineticamente estaveis. Este processo viabiliza a diversificacdo de
matérias-primas, atendendo a restricdes alimentares, alinhando-se as preferéncias do

consumidor e promovendo a elaboragcdo de produtos com propriedades funcionais
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aprimoradas. O uso das proteinas vegetais oferece uma abordagem inovadora,
proporcionando ndo apenas propriedades emulsificantes eficazes, mas também
atendendo a crescente demanda por opgbes mais sustentaveis na industria
alimenticia. A compreensao da capacidade das proteinas vegetais em formar e
estabilizar emulsées é fundamental para desenvolver emulsées cineticamente

estaveis, otimizando a formulacédo de produtos alimentares, garantindo consisténcia
desejada e qualidade sensorial.
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3. METODOLOGIA
3.1. PREPARO DOS MATERIAIS DO ESTUDO

As sementes de tremoco branco (Lupinus albus) foram obtidas no mercado local,
proveniente do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. As sementes foram selecionadas,
higienizadas e deixadas de molho em agua por 12 horas a 15 °C. As cascas foram
removidas manualmente e os graos dispostos em bandejas, para serem secos em
estufa a 40 °C por 8 horas. Posteriormente foram acondicionados em sacos de

polietileno e armazenados em temperatura ambiente até serem utilizados nos testes.

O dleo de girassol refinado foi adquirido em comércio local. Todos os reagentes
utilizados nas analises foram de grau analitico. Agua deionizada foi empregada em

todos os experimentos.
3.2. PREPARO E EXTRAGAO DAS ALBUMINAS
3.2.1. Obtencao e preparo da farinha

Os gréos de tremoco foram moidos em moinho de facas (Brabender Duisburg,
Alemanha) seguido pela tamizagdo da farinha obtida (tamis de 20 mesh).
Posteriormente, a farinha foi desengordurada em aparelho Soxhlet, com éter de
petréleo a 37 °C por 6 horas e o solvente, removido por evaporacdao em estufa a 40
°C por 12 horas.

Fez-se a determinagéo do nitrogénio total pelo método de Kjeldhal, sendo usado
acido sulfurico para digestdo da amostra e como catalisador, uma mistura de sulfato
de potassio e sulfato de cobre, na proporcao de 4:1. O teor de proteinas foi obtido
multiplicando a porcentagem de nitrogénio total pelo fator de conversdo de 6,25,
conforme descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

3.2.2. Extracao das albuminas

Para a extracao das albuminas do tremoco, foi empregado a metodologia de
extracdo salina-alcalina, segundo Silva et al. (2021). Um kg da farinha
desengordurada foi suspensa em 10 L de tampé&o fosfato de sédio (pH 8,5 - 1:10 m/v
—0,1 mol/L), na presenca de NaCl 0,5 mol/L, sob agitacao por 2 horas em temperatura
ambiente. A suspensao foi filtrada em uma membrana de nylon de 0,80 um e o filtrado
foi dialisado com agua, para remocao de sal, durante aproximadamente 6 dias a 4 °C
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ou até que a condutividade da agua fosse inferior a 5 pS/cm?2. Apés isso, a solugéo foi
centrifugada por 10 minutos (10.000 x g a 4 °C) para separacao das globulinas. O
sobrenadante composto por albuminas foi separado, liofilizado (-40 °C a 0,12 mBar) e
armazenado sob refrigeracao para uso posterior.

O teor de proteina do isolado foi estimado utilizando-se o método de Biureto
(GORNALL et al., 1949), enquanto que o rendimento de extracao (e) foi determinado

utilizando-se a Eq. 1:
€ (%)== (1)
Ce

em que C, é a concentracdo de proteina na fragdo do sobrenadante e C; a

concentragao de proteinas na farinha.

3.3. CARACTERIZACAO DAS ALBUMINAS
3.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio
(SDS - PAGE)

A analise de caracterizacdo de proteinas por eletroforese SDS-PAGE foi
realizada segundo o método descrito por NIKOLIC et al. (2012), com adaptacdes.
Utilizou 12% (p/v) para o gel de separacéo e 5% (m/v) para o gel de empilhamento.
Amostras de proteina total de tremoco, globulina e albumina isoladas (1 mg/mL e 3
mg/mL) foram separadas empregando uma unidade de eletroforese Mini-PROTEAN
tetra vertical (BIO RAD, Califérnia, Estados Unidos). A eletroforese foi realizada com
uma corrente constante de 120 mA durante 4 horas. Os géis foram entdo corados por
2 horas aplicando Coomassie Brilliant Blue (CBB) R-250 a 0,25 g em etanol a 9% (v/v)
e descorados com acido acético a 10% (v/v) e etanol a 20% (v/v) até obter um fundo
claro. Uma escada de proteina TrueColor High Range Protein (Sinapse inc, 10 —
245 KDa) foi usada como padréao de peso molecular.

3.3.2. Potencial Zeta, tamanho de particula e solubilidade

As medidas de potencial Zeta e tamanho de particula foram obtidas em fungéo
do pH, sendo as medigbes realizadas utilizando-se o analisador de particulas
Zetasizer Nano Series (instrumentos Malvern, Worcestershire, Reino Unido), por meio
das técnicas de microeletroforese Doppler a laser e de espalhamento de luz dindmico
(DLS), respectivamente. A albumina foi dispersa em agua ultrapura (1 mg/mL) e o pH
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da solugao foi ajustado na faixa de 2,0 — 10,0, utilizando HCI ou NaOH (0,1 mol/L). As
amostras foram diluidas em agua deionizada (1:10) e as medidas foram feitas
utilizando-se células DTS 1070C (Malvern Instruments Ltd., UK) sob 25 °C.
Expressou-se o resultado como média de triplicatas. Para o calculo do potencial Zeta,

utilizou-se a equacao de Henry (Eq. 2):

UE — 2¢ ngé}coc) (2)

onde, € é a permissividade, f(ka) € uma funcéo relacionada a razao entre o raio da
particula (a) e o comprimento de Debye (k) e n é a viscosidade de disperséo. Para
este estudo, a aproximagao de Smoluchowski f(ka) foi igual a 1,5.

A solubilidade das albuminas foi determinada na faixa de pH de 2-9. A albumina
foi dispersa em agua ultrapura (1 mg/mL) e o pH ajustado utilizando HCI ou NaOH
(0,1 mol/L). As amostras foram agitadas por 1 hora e depois centrifugadas por 15 min
a 10.000 x g. A determinacéo da concentragao de proteina soluvel no sobrenadante
foi realizada utilizando o método de Biureto (GORNALL et al., 1949), sendo a

solubilidade expressa em percentagem de proteina total.
3.3.3. Determinacao de propriedades interfaciais

Para as analises de determinacdo das propriedades interfaciais o 6leo de

girassol empregado foi previamente purificado.
3.3.3.1.  Purificagcéo do dleo de girassol

O dleo de girassol utilizado para a fase oleosa foi previamente purificado, de
acordo com a metodologia descrita por Fernandes et al. (2021) com modificagées. O
objetivo da purificacao era retirar os acidos graxos livres, uma vez que tais compostos
interferem na medicao das propriedades interfaciais e dilatacionais.

Uma massa de 300 g de 6leo foi misturada com 30 g de carvao ativado
granulado e a mistura foi mantida a 30 °C sob agitacao constante de 120 rpm, por 12
horas, utilizando-se um shaker com aquecimento aclopado. O carvao ativado foi entdo
separado do 6leo purificado por filtragdo a vacuo em membrana de PVDF (0,45 um).

Para verificar a pureza do 6leo, fez-se analise de acidos graxos livres de acordo
com os métodos oficiais de analise de 6leos e gorduras da American Oil Chemists’
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Society (AOCS, 2001) Ca 5a-40. Além da avaliagdo da tensao interfacial entre a agua
deionizada e o 6leo de girassol, na qual deveria permanecer acima de 25 mN/m por 1
hora (apds atingir o equilibrio dinamico), pois segundo Fingas (2017), valores de
tensao interfacial entre 32 e 25 mN/m s&o tipicos de sistemas puros de 6leo e agua.

3.3.3.2.  Propriedades interfaciais dindmicas

Avaliou-se as propriedades interfaciais dindmicas entre a solugdo aquosa de
albuminas nas concentracées de 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 %, p/v e Oleo de
girassol purificado, sendo determinados por tensiometria de anélise de perfil de gota
(PAT-1 M, tensiémetro SINTERFACE vers. 8.01, Alemanha), a 25 °C e pH 6,8,
conforme descrito por Simiqueli et al. (2019), com modificagdes. Uma gota de solucao
aquosa (40 mm?) foi automaticamente formada na ponta do capilar inserido no 6leo
purificado. A imagem da gota foi capturada e digitalizada por uma camera CCD e a
tenséo interfacial determinada ajustando-se a equacéo de Laplace, por meio de um
software especifico do equipamento. Um modelo de equacdo exponencial (Eq. 3) foi
ajustado aos dados de tensao obtidos ao longo do tempo para determinar a tensao de

equilibrio dindmico.

Ye = Yeq + A Exp(=Bt) (3)
Em que A e B séo parametros do modelo, y; é a tensao interfacial (mN/m) ao longo

do tempo de analise () e y., € a tensao interfacial no equilibrio.

O valor da pressao interfacial () ao longo do tempo foi calculado como a
diferenca entre a tensdo interfacial da 4&gua pura na auséncia de
macromoléculas, yo (igual a 29,5 £ 0,8 para interfaces O/A) e o valor medido para as
solucoes testadas, y (FINGAS, 2017).

Todos os experimentos foram determinados com duas repeticoes e 0s

resultados apresentados como media e desvio padréo.
3.3.3.3.  Propriedades interfaciais dilatacionais

Apoés a condigéo de equilibrio dindmico ser estabelecida, foi aplicado variagoes
harménicas no volume da gota em 3%, a fim de se manter dentro da regido de
viscoelasticidade linear, na forma de oscilacbes senoidais. As variacées no valor da
tenséo foram registradas em funcéo da frequéncia da oscilacédo (0,01 a 0,2 Hz) a 25
°C. A gota foi submetida a compressao e expansao infinitesimal de forma senoidal,
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para se obter os mddulos de dilatacao superficial, E’ (modulo de armazenamento) e
E” (mddulo de perda), além dos médulos complexo (E") e angulo de fase (¢), por meio

de calculos utilizando transformada de Fourier, conforme as equacgdes 4 e 5,

respectivamente:
E*=E'+iE" (4)
¢ = arctan (%) (5)

onde E’ é o mddulo de armazenamento ou elasticidade dilatacional, E” o0 médulo de
perda e iE’ € o moédulo imaginario ou modulo de viscosidade dilatacional interfacial
relacionado a energia dissipada no processo de relaxacdo (CAO et al.,, 2017).
Segundo Simiqueli et al. (2019), quando o angulo de fase for menor que 45°, a
interface possui um carater predominantemente elastico e caso seja maior que 45°

sera viscosa.

3.4.  ANALISE INSTRUMENTAL DOS SISTEMAS EMULSIONADOS

Todos os ensaios foram realizados com duas repeticoes, imediatamente apos

o preparo das emulsdes e a cada 7 dias, até tempo total de 21 dias.
3.4.1. Preparo das emulsoées

Para o preparo das emulsées 6leo em agua (O/A) a albumina foi dispersa em
agua ultrapura, sob agitacdo durante 1 hora em temperatura ambiente, na
concentracao de 0,8% (m/v), uma vez que por meio de analises anteriores, este valor
corresponde a condi¢do de saturagédo. Realizou-se o ajuste do pH para 7, utilizando
HCI ou NaOH (0,1 mol/L). Em seguida, foram preparadas emulsées em cinco fracoes
de 6leo de girassol purificado (5, 10, 20, 50 e 70%, v/v), conforme indicado na Tabela
3. Para evitar o crescimento microbiano, azida de sédio 5 mM foi adicionada a todas

as amostras.

Pré-emulsées foram preparadas utilizando-se um homogeneizador de alta
velocidade (IKA T18 digital ULTRA TURRAX, Staufen, Alemanha) a 15.000 rpm por 3
min em temperatura ambiente. Posteriormente, as pré-emulsdes foram submetidas a
6 ciclos de homogeneizagcdo em um homogeneizador de alta pressao (Emulsiflex-C5,
39 Avestin, Ottawa, Canada) operando a 15.000 psi. O pH da emulséo foi medido e
ajustado para pH 7 utilizando HCI ou NaOH (0,1 mol/L), quando necessario.
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Albuminas Oleo de girassol Agua destilada
Emulsao -
(Y%, Mm/v) purificado (%, v/v) (Y%, VIV)
A 0,8 5,0 95,0
B 0,8 10,0 90,0
C 0,8 20,0 80,0
D 0,8 50,0 50,0
E 0,8 70,0 30,0

Tabela 3 - Formulacao das emulsdes (O/A) estabilizadas com albuminas de tremoco,
com diferentes concentragdes de 6leo de girassol purificado e fase aquosa.

3.4.2. Propriedades reolégicas

As propriedades reoldgicas foram determinadas em um re6metro oscilatorio
(HAAKE MARS, Thermo Electron Corp., Alemanha), equipado com um banho
termostatico (Phoenix 2C30P, Thermo Electron Corp., Alemanha), a 25 °C. Foi
utilizado um sensor de cilindros coaxiais (Z20) com taxa de deformacéao de 0,1 a 180

s,

A caracterizagdo da viscoelasticidade foi determinada por meio de teste
oscilatério dindamico. As medi¢des foram realizadas com o sensor de geometria cone
- placa (angulo do cone = 1°, didmetro = 60 mm, folga = 0,051 mm) (C60/1).
Primeiramente, a regido de viscoelasticidade linear foi determinada submetendo a
amostra ao teste de cisalhamento (0,001 a 10 Pa, 0,8 Hz). Em seguida, as amostras
foram submetidas ao teste de varredura de frequéncia (0,1 a 10,0 Hz, com valor de
tensdo dentro da faixa da regido de viscosidade linear (0,01 Pa), para obtencdo dos
parametros modulos elastico (G') e viscoso (G”). Além disso, foi calculado o valor da

tangente a fim de se comparar (G) e (G”).

3.4.3. Potencial Zeta, diametro médio das particulas e indice de
polidispersidade
O potencial Zeta foi obtido com base na medicao da mobilidade eletroforética
das goticulas de éleo, que se movem sob a acdo de um campo elétrico. O diametro
médio e o indice de polidispersidade foram determinados pela técnica de
espalhamento dindmico de luz. Todas as medigbes utilizaram o equipamento
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Inc., Southborough, MA). As amostras foram
diluidas em agua deionizada (1:10-%) e medidas a 25 2C em pH 7, sendo realizadas 2

leituras sequenciais.
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3.4.4. Microestrutura
A microestrutura das emulsdes foi analisada em microscépio de luz (OLYMPUS
CX-40), com aumento de 100 x. Aliquotas da emulsdo sem preparo prévio foram

colocadas em laminas e cuidadosamente cobertas com laminulas de vidro.

3.4.5. Estabilidade macroscopica

A extensdo da separacao de fases das emulsdes foi quantificada por meio do
indice de formacao de creme (IC). Assim 4 mL de cada emuls&o foram depositados
em tubos de vidro tampados, para evitar a evaporacao da umidade. As amostras foram
monitoradas durante 21 dias, sendo o primeiro dia analisado imediatamente apds o
processo de emulsificagao. Os valores de IC (%) foram calculados segundo a equacgao
6:

IC (%) = :— x 100 (6)

em que Hs é a altura da camada de soro e He a altura total da emulsao.
3.5.  ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo. Empregou-se
ANOVA (analise de variancia de uma via) e teste de Duncan para detectar diferencas
significativas (p < 0,05) quando aplicavel. Os testes foram executados no SPSS
29.0.1.0 (SPSS Inc., EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1, ANALISE DO TEOR DE PROTEINAS DA FARINHA

O teor de proteina bruta da farinha foi de 42,54% + 0,12. Este valor esta préximo
ao encontrado por Neves et al. (2001), que obtiveram 45,94% de proteinas. Contudo,
Sujak et al. (2006) e Martinez-Villaluenga et al. (2006) encontraram valores mais
baixos, cerca de 36 e 34%, respectivamente. A variacdo no teor proteico ocorre em
razdo das condicdes ambientais de cultivo e de variacbes genéticas das sementes,
sendo capaz de atingir valores de 33 a 47% (SHRESTHA et al., 2021; LEMUS-
CONEJO et al., 2023).

4.2. EXTRACAO DE ALBUMINAS

O teor de proteina do isolado, estimado pelo método de Biureto (GORNALL et
al., 1949), foi de 94,09%. O rendimento de extracao das proteinas foi de 65,62%, valor
mais elevado ao encontrado por Molina (2010), na qual obteve 53%, utilizando-se a
mesma relacdo de massa de farinha:solvente (1:10) na extracéao.

4.3. CARACTERIZACAO DAS ALBUMINAS
4.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio
(SDS - PAGE)

A analise de eletroforese SDS-PAGE foi realizada para investigar os pesos
moleculares dos componentes das albuminas do tremog¢o branco, comparando-o com
as proteinas totais e as globulinas. Pela Figura 9 € possivel observar que todas as
fracOes apresentaram bandas com peso molecular na faixa de 60 a 45 KDa, que
segundo a literatura correspondem as fragdes de a e B conglutinas (PIORNOS et al.,
2015). Além disso, apresentaram bandas entre 35 e 25 KDa, correspondentes a
conglutina y (32 kDa) e uma suposta albumina (28 kDa) (PIORNOS et al., 2015). Além
disso, bandas com peso molecular de 20 KDa, correspondentes a & conglutina, forma
observadas somente nas proteinas totais e na albumina (MUNOZ-LLANDES et al.,
2022).
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Figura 9 — SDS-PAGE (12%) para proteina total, globulinas e albuminas de tremoco
branco coradas com CBB R-250. Pista 1: Marcador de massa molecular (M); pista 2:
proteina total 1 mg/mL (PTT (1)); pista 3: globulinas 1 mg/mL (G (1)); pista 4:
albuminas 1 mg/mL (A (1)); pista 5: proteina total 3 mg/mL (PTT (3)); pista 6: globulinas
3 mg/mL (G (3)); pista 7: albuminas 3 mg/mL (A (3)).

4.3.2. Perfil de solubilidade, Potencial Zeta e tamanho de particula

Estudar o perfil de solubilidade proteica é muito importante uma vez que
influéncia diretamente em suas propriedades funcionais, como por exemplo, na
formacao de emulsdes, espumas e gelatinizacao, visto que para as proteinas exibirem
uma boa funcionalidade, é necessario que estas sejam soluveis. O fator que mais
afeta a solubilidade das proteinas sdo as alteragées no pH (GROSSMANN et al.,
2023).

A maioria das proteinas provenientes de leguminosas apresenta um perfil de
solubilidade em formato de “U”, ou seja, valores mais baixos na faixa de pH 4 a 6
(regidao onde encontra-se o ponto isoelétrico) e solubilidade mais alta em pH mais
acido e alcalino. Este fenémeno esta relacionado principalmente as mudangas nas
cargas elétricas residuais das proteinas influenciadas pelo pH e pelo ao alto teor de
acido aspartico e glutdmico presentes nas proteinas de leguminosas, que possuem
valores de pKa em torno de 3,7 e 4,1, respectivamente (YANEZ-RUIZ et al., 2009;
GROSSMANN et al., 2023).

A Figura 10 mostra os resultados da influéncia do pH na solubilidade das
albuminas de tremoco. A solubilidade da proteina foi menor em valores de pH entre
pH 4,3 e pH 5,5 (~7%), 0 que pode ser atribuido ao seu ponto isoelétrico (pl). No
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entanto, com o subsequente aumento ou diminui¢cao do pH (pH < 4,3 ou pH > 5,5), os
valores de solubilidade proteica aumentaram progressivamente. O maior valor da

solubilidade proteica para as albuminas foi observado em pH 2 (96%).

A solubilidade das proteinas esta relacionada com a capacidade de suas
unidades fundamentais, os aminoacidos, em se comportarem como acidos ou bases,
dependendo do meio no qual se encontram, conferindo a proteina caracteristica
anfétera. Em outras palavras, a carga liquida da molécula é afetada pelo pH. Logo,
em um meio &cido, a proteina carrega cargas positivas no grupo amino (-NH3*) e, em
meio alcalino, carrega cargas negativas no grupo carboxilico (—-COO~). No ponto
isoelétrico, a carga liquida da proteina € zero e as forgas repulsivas entre as proteinas

do meio diminuem, promovendo assim agregacao e até mesmo precipitagao.

O padrao de solubilidade das albuminas do tremoco, em funcao do pH, foi
semelhante ao observado por SILVA et al., 2023 e em isolados proteicos de outras
variedades de tremoco, como do Lupinus luteus (PIORNOS et al., 2015) e do Lupinus
angustifolius (EL-ADAWY et al., 2001; CHEW et al., 2003). Alem disso, este perfil
também foi semelhante a de outras leguminosas, como ervilha (CUI et al., 2021;
CHANG et al., 2022) e soja (MALHOTRA et al., 2004; MA et al., 2022).

100
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Figura 10 - Influéncia do pH (faixa de 2 — 9) na solubilidade da albumina de tremogo
branco (Lupinus albus).

A Figura 11 mostra a influéncia do pH no potencial ¢ da proteina. Pode-se
observar que em pH 4,3 o valor do potencial zeta foi igual a zero, o que € atribuido a
condicdo do ponto isoelétrico (pl) das proteinas (DUKHIN & PARLIA, 2014). Este
resultado estda de acordo com o perfil de solubilidade obtido neste estudo, onde
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menores valores de potencial { foram encontrados em valores de pH entre 4,3 € 5,5
uma vez que neste pH o valor da solubilidade da proteina foi o menor encontrado.
Além disso, o resultado obtido é coerente com o tamanho de particula (Tabela 4) em
pH 4 (Z-Ave de 442,3 nm), na qual indica o maior diametro médio, uma vez que
préximo ao pl ocorre maior agregacao das proteinas. Por outro lado, em valores de
pH menores e maiores que seu pl, os valores de potencial { aumentaram até valores
proximos de + 30 ou —30 mV, respectivamente. Segundo Bouyer et al. (2012), quando
todas as particulas apresentam um grande potencial { positivo ou negativo (maior ou
menor que + 30 mV e - 30 mV, respectivamente), elas se repelem e a dispersao
tende a ser estavel. Pelo contrario, quando as particulas apresentam valores de
potencial { em modulo baixos, ndo havera forga suficiente para evitar que as particulas

Se agreguem.

A variacao do potencial Zeta () em funcao do pH da solugao foi semelhante ao
observado em isolados proteicos da variedade de tremoco Lupinus luteus (PIORNOS
et al., 2015, BURGOS-DIAZ et al., 2019) e em outras leguminosas, como a soja
(MALHOTRA et al., 2004), ervilha (CUl et al., 2021), amendoim (DIEDERICKS et al.,
2020) e lentilha (JARPA-PARRA et al., 2014).

pH Z-Ave (nm) PDI
2,0 1911 0,54
3,1 162,5 0,36
4,0 4423 0,37
6,8 154,4 0,41
7,7 162,6 0,40
8,9 174,7 0,40

Tabela 4 - Tamanho médio de particula (Z-Ave) e indice de polidispersidade (PDI) da
albumina de tremogo em determinadas faixas de pH.

O indice de polidispersividade (PDI) € uma medida que descreve a distribuicdo
de tamanho de particulas em uma suspensao, emulsao ou solucao, para caracterizar
a homogeneidade ou heterogeneidade das particulas. E uma medida adimensional e
com variacao de zero a um (PAULO et al., 2023). As solugdes em pH préximo ao
ponto isoelétrico da proteina (3,1 e 4,0) apresentaram baixo PDI (<0,39), sugerindo
sistemas monodispersos, enquanto que a medida que afastava dessa faixa de pH, o
PDI foi aumentando, indicando sistemas polidispersos.
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Figura 11 - Influéncia do pH (na faixa de 2 — 10) sobre o potencial { de albumina de
tremoco branco (Lupinus albus).
4.3.3. Propriedades interfaciais
4.3.3.1.  Purificagcao do dleo de girassol

O ébleo de girassol apdés o processo de purificacdo com carvao ativado,
apresentou um teor de acidos graxos livres de 0,29 KOH/g, valor abaixo do permitido
pela legislacao, que segundo a Instrucao Normativa — IN n® 87, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de 15 de marco de 2021, é de 0,6 mg KOH/g para
6leos refinados (BRASIL, 2005). Além disso, mensurou a reducao da tensao interfacial
entre 6leo/agua até que se assumisse o equilibrio dinamico (~3600 segundos), na qual
a tenséo interfacial permaneceu entre 33,6 e 27,29 mN/m, indicando que o sistema
Oleo-agua era puro (FINGAS, 2017).

4.3.3.2. Medidas interfaciais estaticas

As medidas de tensao interfacial entre a solucdo aquosa do isolado proteico de
tremoco e o 6leo de girassol purificado foram realizadas por tensiometria de analise
de perfil de gota, até que a condicdo de equilibrio dindmico fosse estabelecida
(~10.800 segundos), ou seja, quando a tensao interfacial ndo alterava mais do que
0,5 mN/m durante 30 minutos (MILETI et al., 2022; MILETI et al., 2023).

De acordo com a Figura 12, que indica a diminuicdo da tensao interfacial ao
longo do tempo, a medida em que adicionou-se mais albuminas, maior foi a reducao

da tensao interfacial. Entretanto, na concentragdo de 1% a diminuigdo da tensao foi
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menos acentuada. Este efeito ocorreu em decorréncia da saturacao da interface ter
sido atingida mais lentamente e consequentemente, provocou um aumento da
interacdo proteina-proteina e posteriormente, em uma adsorgdo competitiva na
interface (PAN et al., 2021).
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Figura 12 - Reducao da tenséo interfacial para interfaces 6leo-agua estabilizadas com
albuminas de tremoco branco em diferentes concentragcdes (0,05%; 0,1%; 0,2%;
0,3%; 0,4%; 0,6%:; 0,8% e 1%, p/v) ao longo do tempo de adsorgéo.

A isoterma de adsorcao retratada na Figura 13 indica a tensao de equilibrio
com o aumento da concentracdo da proteina. Em baixas concentracbes, ndo ha
moléculas suficientes em toda a area interfacial para formar um filme, contudo, em
altas concentragdes, o filme é formado e a interface se satura, porém, é importante
frisar que o equilibrio & dinamico. A partir desse ponto, denominado condicdo de
saturacao da interface, a tensdo minima é atingida, independente do aumento da
concentragdo da proteina. Para as albuminas, a condicdo de saturagéo é atingida na
concentragao de 0,8%, p/v, uma vez que nesta condigdo pode-se observar uma maior
diminuig&do da tenséo interfacial.
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Figura 13 - Isoterma de adsorgcéao de Gibbs para definir a condigdo de saturagédo da
interface.

As mudancas na tensdo interfacial ao longo do tempo podem estar
relacionadas aos fendmenos de adsorcao das moléculas na interface, como a difusao
das proteinas do bulk para a interface, a adsor¢cao molecular e rearranjo (agregacao)
dentro da camada interfacial. A andlise da pressao interfacial () em funcao do tempo
fornece informacdes sobre o papel dessas diferentes etapas durante a adsorcao
(BALDINO et al., 2018; MILETI et al., 2023).

De acordo com a literatura, durante a primeira etapa de adsorcao, em baixa
pressao interfacial (<10 mN/m) a taxa de transferéncia de massa é limitada pela
difusdo. Nesse ponto, a forma modificada da equacéao de Ward e Tordai (Eqg. 7) pode
ser empregada para determinar o coeficiente de difusdao (WARD & TORDAI, 1946;
CAMINO et al., 2009):

1

Dgirrt\2

Onde m é a pressdo interfacial em qualquer instante t (mN/m), Coé a
concentracado de proteinas na fase continua (Kg/ms3), Kg € a constante de Boltzmann
(1,380649x1023 m? kg s2K'), T é a temperatura absoluta (Kelvin), Dg;rr € 0
coeficiente de difusdo (m?/s) e té o tempo (s). Por meio da inclinagédo da reta do gréfico
da presséo interfacial (11) em funcédo de t ”* se obtém o coeficiente de transferéncia de

massa (KDl.ff=0,637C0kBTD0'5), que sera linear se a difusdo na interface

controlar o processo de adsorgao (SETA et al., 2012).
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Figura 14 - (A) Pressao interfacial ao longo do tempo em diferentes concentragdes e
(B) Presséo interfacial ao longo de t%° para calculo do coeficiente de transferéncia de
massa (Kaif).

De acordo com a Tabela 5, € possivel observar que os coeficientes de
transferéncia de massa (Kdif) para as concentracées 0,4; 0,6 e 0,8 %, p/v
apresentaram os maiores valores, indicando que o processo de difusao das albuminas
para a interface foi mais rapido. Este crescimento estd associado ao aumento da
concentragdo, mesmo quando o coeficiente de difusdo ndo possa ser calculado,
devido a uma difusdo muito rapida na interface, que ocorre quando Ant € maior que 10
mN/m (CAMINO et al., 2009; SETA et al., 2012). Entretanto, a taxa de difusdo para
1%, p/v, apesar de apresentar maior concentragdo de proteinas, ndo foi a que
apresentou o maior valor. Acredita-se que nesta concentracao, houve um aumento na
interacdo proteina-proteina e, consequentemente, provocou uma aglomeragcao das
proteinas, como resultado, houve uma diminuicdo na interacdo com 0 meio
circundante e em um coeficiente de transferéncia de massa menor (INCROPERA et
al., 2008).

. *-1%a-0,5
C (% p/v) Kdlff(mN m''s )

(t=480s)
0,05 0,19 £0,0162
0,1 0,20 +0,0282
0,2 0,27 £+ 0,025°
0,3 0,24 +0,007%
0.4 0,37 £0,001°
0,6 0,38 +0,003°
0,8 0,42 £ 0,005°

1 0,28 + 0,001
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Tabela 5 — Coeficiente de transferéncia de massa (Kaitr) para diferentes concentracdes
analisadas na interface O/A.*Valores médios + desvio padrdo. Letras mindsculas

diferentes dentro da mesma coluna indicam diferencga significativa (p<0,05) usando o
teste de Duncan.

Apés a primeira etapa de adsor¢do, a equacao de primeira ordem de Graham
e Phillips (Eq. 8) pode ser utilizada para avaliar os processos de adsor¢ao interfacial
e de rearranjo molecular (Graham & Phillips, 1979):

Tfr—T¢ _
Ln (nf_no) = Kyt (8)

onde 177, M€ Mo (MN/m) sdo a presséo interfacial no tempo final, no tempo t e
no tempo inicial, respectivamente. Ko (s™) e t (s) representam a constante da taxa de
primeira ordem e o tempo (ZHOU et al., 2021). O gréfico gerado pela equacgédo 10
apresenta duas inclinagdes, sendo a primeira inclinagdo relacionada a constante de
adsorcao interfacial (Ka) da proteina e a segunda para a constante de rearranjo
interfacial (Kr) da proteina (ZHOU et al., 2021).
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Figura 15 - Gréfico de Ln (r) versus tempo (segundos) em diferentes concentragoes,
para célculo das taxas de adsorgao (Ka) e rearranjo (Kv).

Com relacdo a taxa de adsor¢édo, ndo houve diferenga com o aumento da
concentracdo (2,62 x 104+ 0,3 s7'), o que indica que a carga superficial e a estrutura
terciaria das proteinas nao foram afetadas (BERGFREUND et al., 2021). Além disso,
o valor apresentado foi baixo, 0 que é caracteristico de interfaces estabilizadas por
proteinas, uma vez que as mesmas carregam uma carga superficial elevada e

precisam superar uma barreira energética relativamente alta para adsorverem, o que
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ocasiona esta diminuicdo na taxa de adsorcao e, consequentemente, em uma maior
dificuldade de desnaturacdo das proteinas na superficie e na formacao do filme
interfacial (DOMBROWSKI et al., 2018).

As proteinas globulares, como por exemplo as albuminas, possuem uma
estrutura semelhante a uma esfera, na qual os grupos de aminoacidos hidrofilicos
encontram-se em seu exterior e os residuos hidrofébicos em seu interior. Apds o
processo de adsorgéo, estas proteinas se reorganizam estruturalmente na interface,
expondo a parte hidrofébica para a subfase apolar. Dependendo da sua estrutura
(quantidade de ligacdes dissulfeto e distribuicdo das cadeias polares e apolares de
sua superficie) exibem uma estabilidade termodinamica e um tempo especifico para
que tais rearranjos ocorram. Para a amostra analisada, os valores da taxa de rearranjo
nao tiveram diferencgas significativas com o aumento da concentragao (5,77 x 10*
0,05 s™') (BERTON-CARABIN et al., 2018; BERGFREUND et al., 2021).

Um tensoativo de qualidade é caracterizado pela sua capacidade de se difundir
rapidamente em direcdo a interface, demonstrando flexibilidade e habilidade para
desenovelar sua estrutura na interface. Essa propriedade é fundamental para uma
interacao favoravel com as moléculas adjacentes, especialmente com outras cadeias
polipeptidicas, culminando na formacao de um filme interfacial viscoelastico e coeso.
No caso da albumina, observou-se uma difusao rapida em diregcdo a interface,
acompanhada por baixos valores de adsorcéo e rearranjo.

4.3.3.3. Viscoelasticidade interfacial

A analise dos dados dindmicos que descrevem a viscoelasticidade do filme sé&o
de extrema importancia, uma vez que contribuem para entender os fendmenos de
desestabilizacdo, como por exemplo a floculagdo e a coalescéncia, pois estes
processos parecem ser dificultados, ao aumentar a viscoelasticidade superficial
(BALDINO et al., 2018). Além dos parametros dindmicos (E' e E”), o valor da
elasticidade interfacial pode ser empregado para prever a estabilidade da interface
contra o amadurecimento de Ostwald, através do célculo do indice de Gibbs (Gj) (Eq.
9), na qual define que as interfaces sdo mais estaveis quando Gi for maior que 0,5
(BECHER, 1982).

Er

Gi = o 9)
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onde E’é o modulo dilatacional eléstico e Eq é a tensao interfacial de equilibrio.

A Figura 16 mostra os médulos eléstico e viscoso, angulo de fase, médulo
dilatacional e o indice de Gibbs em funcdo da frequéncia. O filme interfacial
apresentou um comportamento elastico substancialmente superior ao maoddulo
viscoso, resultando em um angulo de fase menor que 45°, o que é caracteristico na
formacao de filme por proteinas (SILVA et al., 2023). Além disso, pela Figura 16 D é
possivel perceber que a amostra obteve valores de indice de Gibbs maiores que 0,5,
indicando que a interface era estavel cineticamente. O grafico do médulo complexo
(Figura 16 C) representado na escala log, indica que E* (mddulo dilatacional) possui
um comportamento quase linear com a frequéncia, sugerindo que as camadas
interfaciais se comportam como um gel critico 2D composto por componentes
anfifilicos adsorvidos, cuja distribuicdo de massa obedece a Lei de Poténcia (Eq. 10)
e com isso, devido a presenca desses materiais na interface, contribui por
dificultar/retardar a coalescéncia das goticulas, uma vez que ha uma protecao estérica
mais eficiente, o que pode contribuir com a maior estabilidade cinética do sistema
emulsionado (DICHARRY et al., 2006; BALDINO et al., 2018).

E* = Kw" (10)

onde n é uma medida indireta do grau de estruturacdo do gel e K é o valor de E*
extrapolado a 1 Hz, na qual representa a medida da resisténcia interfacial (SETA et
al., 2012; BALDINO et al., 2018).
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Figura 16 — Modulos elastico e viscoso, angulo de fase, médulo dilatacional e indice
de Gibbs em funcdo da frequéncia para interfaces o6leo/agua estabilizadas com
albuminas de tremoco.

4.4.  ANALISE INSTRUMENTAL DOS SISTEMAS EMULSIONADOS
4.4.1. Propriedades reolégicas

O modelo Newtoniano (Eq. 11) foi o que melhor se ajustou aos dados
experimentais para as emulsdes A, B e C. O modelo de Ostwald de Waele (Eqg. 12) foi

0 que melhor se ajustou aos dados experimentais para as emulsées D e E.
T=Wy (11)
=K ()" (12)

onde t é a tensao de cisalhamento (Pa), K o indice de consisténcia (Pa.s™"), y é a taxa
de deformacéo (s~1), n o indice de comportamento ao escoamento (adimensional) e
u a viscosidade (Pa.s).
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Os resultados da andlise do comportamento do fluxo (Tabela 6 e Figura 17)
mostraram que as emulsdes A, B e C apresentam comportamento Newtoniano. As

emulsdes D e E apresentaram comportamento pseudoplastico.

Modelo de Newton

Tratamentos U (Pa.s) r
A 0,0020 + 0,0000 0,989
B 0,0021 = 0,0000 0,990
C 0,0022 + 0,0002 0,992

Modelo de Ostwald de Waele

Tratamentos n K (Pa.s™) r2
D 0,652 + 0,02 0,203 £ 0,04 0,997
E 0,675 + 0,07 0,210 £ 0,08 0,999

Tabela 6 - Valores médios para os parametros segundo modelo de Newton para as
emulsdes A, B e C e segundo o modelo de Ostwald de Waele para as emulsdes D e

E. *Valores médios + desvio padrdo em duplicata.
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Figura 17 - Reogramas com valores médios de tensao de cisalhamento (Pa) e taxa de
deformacéo (s') para as emulsées O/A com diferentes proporgdes de fase oleosa e
aquosa a 25 °C.

As caracteristicas viscoelasticas das emulsées também foram determinadas.
Os sistemas apresentaram comportamento predominantemente elastico, propriedade
encontrada em emulsdes, uma vez que a relacdo entre os méddulos elastico (G’) e
viscoso (G”) eram baixas (tg & < 1) (Figura 18) (KULKARNI & SHAW; 2016). A
predominancia do carater elastico colabora para diminuir o movimento browniano e a
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intensidade das colis6es das gotas de 6leo, o que auxilia na estabilidade cinética do
sistema (CAl et al., 2018).

1,0

1 10
Frequéncia, Hz

EmulsdoD —@—EmulsidoE

Figura 18 — Angulo de perda (tg 5) em fungao da frequéncia (Hz) para as emulsées D
(50% de 6leo e 50% de fase continua) e E (70% de 6leo e 30% de fase continua).

4.4.2. Potencial Zeta, diametro médio das goticulas de 6leo e indice de
polidispersividade

A Tabela 7 apresenta os valores obtidos de potencial { de emulsdes (O/A)

formadas com solu¢ao aquosa contendo albumina de tremogo e éleo de girassol, apds

preparagéo (t = 0) e durante todo o armazenamento (21 dias). Todos os tratamentos

apresentaram potenciais ¢ negativos, em virtude do pH das emulsées (pH = 7). Nas

condigdes em que o potencial zeta foi maior que -30 mV, a repulséo eletrostatica entre

as goticulas de éleo poderia melhorar a estabilidade cinética (MCCLEMENTS, 2016).

Apés 21 dias de armazenamento das emulsées, foi observado uma diminuicao
no valor absoluto do potencial ¢ em todos os tratamentos, ao se comparar com o
tempo 0, porém, esta variagdo foi pequena para influenciar na desestabilizacdo dos
sistemas emulsionados, indicando que a repulsao eletrostatica entre as particulas
dispersas nao foi o fator determinante para a desestabilizacdo das emulsdes. Porém,
outros fatores como tamanho médio, polidispersividade das emulsdes, repulsao
estérica e outras condicoes ambientais também podemafetar a estabilidade cinética
do sistema (MCCLEMENTS, 2016).
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t =0 dia t =7 dias t = 14 dias t =21 dias
Tratamentos ,
Potencial ¢ (mV)
A -34,6 + 0,1abA -30,8 + 00,7208 -29,7 +0,928C  .28,3 + (,1bcC
B -35,1 £ 0,224 -30,6 + 0,5208 -29,6 0,588  -29,1 + 0,238
C -33,8 + 0,520A -32,7 £ 0,48AB -30,3 +1,2a8C .29 5 + (,2Ac
D -32,9 + 0,80cA -31,9 £ 0,524 -29,1 +0,838  -28,1 +0,4°dB
E -31,2 +0,8%A -29,7 +0,70°A8 -28,9 +0,228C 273 +(,34C

Tabela 7 - Potencial ¢ das emulsdes O/A imediatamente apds o preparo e durante 21
dias de armazenamento. *Valores médios + desvio padrdo. Letras mindsculas
diferentes dentro da mesma coluna (mesmo dia) e letras maiusculas dentro da mesma
linha (mesmo tratamento) indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de
Duncan.

Todos os tratamentos apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) no
didametro das gotas de 6leo em relagdo ao tempo 0, tendo um aumento progressivo
ao longo do tempo (Tabela 8). Os tratamentos B e C, tiveram os menores valores de
didmetro médio ao longo do tempo, bem como baixo indice de polidispersividade (PDI
< 0,25), demonstrando uma maior estabilidade e indicando que a adi¢cao das proteinas
na concentracao de 0,8%, p/v, permitiu que as mesmas recobrissem toda a superficie
das gotas e, consequentemente, estabeleceram uma repulsdo estérica entre as
goticulas da fase dispersa (MCCLEMENTS, 2016).

Para os tratamentos D e E foram observados maiores didmetros médios das
gotas e maiores valores do indice de polidispersividade comparado aos demais
tratamentos, sugerindo menor estabilidade cinética em comparagdo aos demais
tratamentos. Isto indica que, as emulsdes sédo sistemas dindmicos em que varios
fatores podem influenciar em uma maior ou menor estabilidade do sistema. Os fatores
que provavelmente contribuiram para este resultado sdo a baixa concentracdo de
proteinas, com relacao a quantidade de 6leo adicionado e a grande proximidade entre
as gotas. Para a emulsao E, além desses fatores, a maior dificuldade da ruptura do
6leo durante o processo de emulsificagdo também contribuiu para este resultado.
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Tratamentos t=0dia t =7 dias t =14 dias t =21 dias
d (nm)
A 206,2 + 0,924 272,6 £ 0,428 300,4 £0,82¢  314,3+0,12°
B 144,6 + 0,6 167,5 + 0,58 181,5+0,6°C 262,7 +0,8°°
C 102,4 £ 0,7¢A 105,8 + 0,48 146,2 £0,4°°  212,0 £ 0,80
D 287,8 £ 0,194 347,4 £0,7%® 4249 +0,6°C  463,8 + 0,890
E 261,5 £ 0,5%° 455,0 £ 0,68 482,6 + 0,85  495,0 + 0,4¢P
Tratamentos PDI
A 0,2 £0,02°A 0,2 £ 0,012A 0,2 £0,04%A 0,3 +0,0220A
B 0,1 +0,012A 0,1 £ 0,022A 0,2 £0,022A 0,2 £0,03%A
C 0,1 £0,012A 0,1 £0,022A 0,2 £ 0,022AB 0,2 £0,00%8
D 0,2 £0,01°A 0,3 £ 0,054 0,3 £0,04%A 0,4 + 0,034
E 0,4 + 0,05 0,4 £0,01°A 0,4 £+ 0,04°A 0,4 £ 0,024

Tabela 8 - Diametro médio das gotas de 6leo (d) e indice de polidispersividade (PDI)
das emulsées O/A imediatamente apds o preparo e durante 21 dias de
armazenamento. *Valores médios + desvio padrdao. Letras minuUsculas diferentes
dentro da mesma coluna (mesmo dia) e letras mailusculas dentro da mesma linha
(mesmo tratamento) indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Duncan.

4.4.3. Estabilidade macroscopica

A estabilidade macroscopica das emulsdes utilizando albumina de tremoco
foram avaliadas pelo indice de cremeacao (IC), na qual é dado pela razao relativa
entre a altura do soro e a altura total da emuls&o. A formacéo do creme se deve as
diferencas de densidade existentes entre as fases dispersa e continua, que
eventualmente acarreta uma separacao de fases, caracterizada por uma parte
transparente no fundo do tubo da amostra, definida como clarificacdo (RODARTE et
al., 2018).

A Figura 19 mostra a evolucao do indice de cremeacao para todas as emulsdes
analisadas ap6s o armazenamento por 21 dias, enquanto que a Figura 20 indica a
observacgao visual das emulsdes no tempo 0 (imediatamente apds o preparo), em 14
e 21 dias. Os resultados demonstram que as amostras com teor de 6leo mais altas
(D —50%, p/ve E—70%, p/v) aumentaram o IC muito rapidamente dentro de um curto
periodo de tempo. Este efeito pode ter sido ocasionado pela concentracdo de
albuminas adicionada nao ser suficientemente adequada para ocupar toda a interface
das goticulas de 6leo formadas, devido a elevada porcentagem de 6leo, o que
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provocou uma grande proximidade entre as gotas, contribuindo para que o fenémeno
de coalescéncia ocorresse (MCCLEMENTS, 2016).

A separacgao de fases presente na amostra A apés 16 dias, foi em decorréncia
da quantidade de proteina adicionada ser suficiente para recobrir toda a interface e
apresentar um excesso no bulk, o que provocou a ocorréncia do fendmeno de
floculagédo por deplecao, uma vez que a agua presente entre as goticulas se deslocou
para tentar hidratar o excedente de proteinas, gerando uma aproximacao forcada das
goticulas que, ao longo do tempo, provocou a cremeacao (MCCLEMENTS, 2016). A
emulsao C apresentou o maior desempenho uma vez que ao final dos 21 dias exibiu

0 menor indice de cremeacéo.

(a) DIAO (b) DIA14
\/I ‘ L
- - - - . 3
A B C D E A B € D E
(c) DIA21

Figura 19 — Observagéao visual das emulsdes (O/A) estabilizadas com albuminas de
tremoco (0,8 %, m/v) e diferentes concentragdes de 6leo (A — 5%, p/v; B — 10%, p/v;
C - 20%, p/v; D — 50%, p/v e E — 70%, p/v) imediatamente apds o preparo (a), em 14
dias (b) e em 21 dias.
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Figura 20 — Evolucéo do indice de cremeacgao IC (%) das emulsdes O/A estabilizadas
com albuminas de tremoco (0,8 %, m/v) e diferentes concentracdes de 6leo (A — 5%,
p/v; B — 10%, p/v; C - 20%, p/v; D — 50%, p/v e E — 70%, p/v) mediante
armazenamento por até 21 dias.

4.4.4. Estabilidade microscopica

As imagens de microscopia Optica mostraram que os tamanhos das goticulas
das emulsdes variaram consideravelmente entre as fragées de 6leo. Na Figura 21,
pode-se observar que as emulsées com maiores teores de 6leo (D e E), logo na
primeira semana ja apresentavam tamanho de gotas maiores que as outras emulsdes
(A, B e C). Este comportamento ocorreu, pois, a concentracao de albumina adicionada
nao foi suficiente para recobrir totalmente a interface das goticulas de 6leo recém-
criadas e, portanto, fenbmenos de coalescéncia e aumento da oleosidade podem
acontecer (LIU & TANG, 2016). Este fendbmeno também foi observado por Burgoz-
Diaz et al. (2019), na qual avaliaram a estabilidade de emulsdes empregando-se
isolado proteico de tremogo Alu Prot -CGNA® nas concentragdes de (0,5 a 6,0 %, p/v)
e trés diferentes fracoes de 6leo (5, 10 e 20%, v/v). A estabilizacdo das goticulas
contra a coalescéncia requer uma cobertura total da interface 6leo/agua (CHEVALIER
& BOLZINGER, 2013).

Além disso, pode-se observar que ao longo do tempo, as goticulas foram
aumentando o seu diametro, sendo as amostras D — 50%, p/v e E — 70%, p/v, as que
apresentaram este comportamento de maneira mais significativa. Pressupde que este
ocorrido se deve ao fato que ambas as amostras apresentaram uma maior
polidispersividade, o que pode ter gerado um aumento na pressado interna das
goticulas e favorecido a desestabilizacdo por amadurecimento de Otswald
(MCCLEMENTS, 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X18308555#bib26
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Figura 21 — Micrografias épticas das emulsées (O/A) estabilizadas com albuminas de
tremoco (0,8 %, m/v) e diferentes concentragdes de 6leo (A — 5%, p/v; B — 10%, p/v;
C - 20%, p/v; D —50%, p/v e E —70%, p/v) ao longo de 4 semanas de analise.
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5. CONCLUSAO

Os baixos valores de tensao interfacial, adsorgao e rearranjo e a rapida difusao
das albuminas de tremog¢o em direcao a interface sugerem sua potencial aplicacdo
como emulsificante. Além disso, com base na associacao dos resultados da analise
das propriedades interfaciais das solu¢des e das caracteristicas fisicas e quimicas das
emulsdes O/A, este estudo foi relevante para a compreensao de sistemas formados
por albuminas de tremoco para a producdo e controle da estabilidade cinética de
emulsdes. E também contribuiu para evidenciar possibilidades de aplicagdo para uma
fracdo proteica que muitas vezes é negligenciada ou descartada.

A emulsdo com 20% de bleo e 80% de fase continua apresentou boa
estabilidade e menor formacao de creme. Esta estabilidade cinética foi favorecida pela
soma de varios fatores, sendo eles: baixa tensao interfacial, filme interfacial elastico,

potencial zeta e pequenas gotas.
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