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RESUMO

O bagago de malte (BM) é um importante subproduto da indUstria cervejeira, este é gerado em
grandes quantidades ao longo do ano, representando aproximadamente 85% do total de
subprodutos obtidos. Devido a sua composicdo apresentar elevados teores de fibras e proteinas,
associado ainda ao seu baixo custo, ampla disponibilidade ao longo do ano e valiosa
composi¢do quimica, 0 BM torna-se um interessante produto para a aplicagdo na inddstria de
alimentos. As proteinas sdo indispensaveis a salude humana, e podem ser extraidas por
diferentes métodos. Nesse contexto, o ultrassom (US) vém sendo empregado para a extragdo
de proteinas de matrizes vegetais, com intuito de facilitar a extracdo através da cavitacao gerada
na parece celular da matriz pelas ondas ultrassonicas. Desse modo, o objetivo deste estudo foi
obter um concentrado proteico do BM através da extracdo assistida por US seguido com o
método de precipitacdo no ponto isoelétrico, e caracterizar o concentrado quanto a sua
composicao quimica, propriedades funcionais, digestibilidade proteica e estabilidade térmica.
O ponto isoelétrico das proteinas do BM foi determinado em pH 3. Através de um planejamento
experimental DCC 23, os pardmetros da sonda ultrassdnica como pré-tratamento do BM, para
maximizar a extracdo de proteinas, foram padronizados em tempo de extracdo de 10 min,
poténcia do equipamento de 550 W e razdo sélido:solvente (p v) em 1:45. Por meio das
imagens obtidas pela microscopia eletrénica de varredura do BM po6s US, observou-se o
rompimento de sua estrutura fibrosa. Apods a extracdo assistida por US, as proteinas foram
concentradas e liofilizadas. O concentrado proteico obtido apresentou um teor de 48,3 + 0,8%
de proteinas, com rendimento em massa de 30,5% e rendimento da extragdo de 62,7%, sendo
que a maior fragdo proteica do concentrado foram as gluteninas. A solubilidade proteica
alcangou 90,1 e 86,2% em pH 2 e 10, respectivamente. O indice de emulsificacdo em pH 10,0
foi de 72,9 m?g ! A capacidade de retencdo de agua (8,89 + 0,27 g g) foi maior que a
capacidade de retencdo de 6leo (6,56 + 0,76 g g1), indicando que o ultrassom causou mudancas
conformacionais que pode ter exposto grupos hidrofilicos da proteina. A capacidade de
formagdo de espuma foi de 42,5+ 2,3% e a estabilidade da espuma de 98,4 + 1,6%. A
digestibilidade do concentrado proteico apresentou 86,6 + 2,3%, indicando ser uma étima fonte
de proteina vegetal para alimentacdo humana, visto que este grupo de proteinas apresentam
baixa digestibilidade quando comparada as proteinas lacteas, por exemplo. A entalpia de
desnaturagdo de 49,63 J g%, indica uma boa estabilidade térmica. O pré-tratamento do BM com
ultrassom pode melhorar a extracdo proteica, diminuindo o tempo de extracdo e o uso de
reagentes. Além disso, o concentrado proteico apresentou boas propriedades funcionais,
facilitando a introducéo e o uso deste tipo de proteina na industria de alimentos.

Palavras-chave: Sonicacdo. Residuo cervejeiro. Concentrado proteico. Propriedades
funcionais.






ABSTRACT

OBTAINING PROTEIN CONCENTRATE FROM MALT BAGASSE THROUGH
ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION

Malt bagasse (BM) is an important by-product of the brewing industry, it is generated in large
quantities throughout the year, representing approximately 85% of the total by-products
obtained. Due to its composition with high fiber and protein contents, associated with its low
cost, wide availability throughout the year and valuable chemical composition, BM becomes
an interesting product for application in the food industry. Proteins are essential for human
health and can be extracted by different methods. In this context, ultrasound (US) has been used
for the extraction of proteins from plant matrices, to facilitate extraction through the cavitation
generated in the cell wall of the matrix by ultrasonic waves. Thus, the aim of this study was to
obtain a protein concentrate from BM through US-assisted extraction followed with the
precipitation method at the isoelectric point, and to characterize the concentrate as to its
chemical composition, functional properties, protein digestibility and thermal stability. The
isoelectric point of the BM proteins was determined at pH 3. Through an experimental design
DCC 23, the parameters of the ultrasonic probe as a pre-treatment of the BM, to maximize the
protein extraction, were standardized in an extraction time of 10 min, equipment power of
550 W and solid:solvent ratio (p v*) at 1:45. Through the images obtained by scanning electron
microscopy of the BM after US, the rupture of its fibrous structure was observed. After
US- assisted extraction, proteins were concentrated and lyophilized. The protein concentrate
obtained had a protein content of 48.3 + 0.8%, with a mass yield of 30,5% and extraction yield
of 62,7%, with the largest protein fraction of the concentrate being glutenins. Protein solubility
reached 90.1 and 86.2% at pH 2 and 10, respectively. The emulsification index at pH 10.0 was
72.9 m? g~ ! The water holding capacity (8,89 + 0,27 g g!) was greater than the oil holding
capacity (6,56 + 0,76 g g1), indicating that the ultrasound caused conformational changes that
might have exposed hydrophilic groups of the protein. The foaming ability was 42,5 + 2,3%
and the foam stability was 98,4 + 1,6%. The digestibility of the protein concentrate showed
86,6 + 2,3%, indicating that it is an excellent source of vegetable protein for human
consumption, as this group of proteins has low digestibility when compared to dairy proteins,
for example. The denaturation enthalpy of 49,63 J g indicates good thermal stability. Pre-
treatment of BM with ultrasound can improve protein extraction, decreasing extraction time
and the use of reagents. In addition, the protein concentrate showed good functional properties,
facilitating the introduction and use of this type of protein in the food industry.

Keywords: Sonication. Beer residue. Protein concentrate. Functional properties.
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1 INTRODUCAO

As proteinas s@o indispensaveis na dieta humana, e particularmente, as de origem
animal constituem uma importante fonte nutricional em muitas partes do mundo. A carne e 0s
produtos a base de carne sdo considerados produtos alimenticios com alto valor nutricional,
visto que sdo uma excelente fonte de proteinas, minerais, vitaminas e aminoécidos essenciais.
Entretanto, nos ultimos anos 0 mercado global de proteinas vegetais tem aumentado, € uma
crescente conscientizacdo da populacdo por alimentos saudaveis e sustentaveis esta levando a
um aumento no interesse em alternativas a carne animal no mundo inteiro (BOHRER, 2019).

Evidéncias sugerem que os métodos atuais de producdo e processamento de proteinas
animais ndo sdo sustentaveis, especialmente quando se é esperado um aumento populacional
de 33% até 2050, e com isso uma demanda ainda maior de alimentos (REES CLAYTON et al.,
2019). Em um estudo realizado pelo Instituto de Recursos Mundiais, estima-se que sera
necessario aumentar em 70% a producéo de alimentos para atender a demanda global em 2050,
em comparacdo a 2006. Ainda de acordo com os autores, preencher essa lacuna alimentar
exigira aumento da produtividade e mudanca no padrdo alimentar, substituindo parte do
consumo de proteinas de origem animal por outras fontes de proteina, visto que a producdo de
proteinas animais envolve substancialmente mais recursos e gera mais impactos ambientais do
que as vegetais (REES CLAYTON et al., 2019). Dessa forma, torna-se pertinente a pesquisa de
novas fontes proteicas para o desenvolvimento de novos produtos. Além disso, as proteinas
vegetais apresentam alta qualidade nutricional, baixa alergenicidade e custos de obtencéo
industrialmente acessiveis (OMURA et al., 2021).

Uma alternativa aos recursos tradicionais € recuperar proteinas de residuos agricolas e
subprodutos derivados do processamento de alimentos. Nesse sentido, a recuperagdo e
reutilizagdo dos subprodutos da industria cervejeira para obtencdo de compostos funcionais e
desenvolvimento de novos produtos, poderiam direcionar pesquisas de grande interesse,
principalmente relacionados ao meio ambiente e gestdo de residuos. Os residuos de cervejaria
sdo Umidos, volumosos, possuem boas propriedades nutricionais e sdo usualmente utilizados
na producéo de racdo animal e fertilizantes, ou descartados no meio ambiente (QIN et al., 2018;
SARAIVA et al., 2019).

A industria cervejeira produz milhdes de toneladas de residuos, como o bagaco de malte,
extrato de levedura e trub, e o acimulo dessa biomassa no meio ambiente pode levar a
degradacdo ambiental e & perda de material valioso que poderia ser explorado como alimento,

combustivel e um variedade de aditivos. O bagaco de malte (BM) é um residuo gerado na
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industrializagdo da cerveja e possui elevado teor nutricional, como proteinas, fibras, vitaminas,
minerais e carboidratos em geral (SARAIVA et al., 2019). De acordo com Geron et al. (2008),
0 teor de proteinas pode variar de 17 a 32 % em base seca. Estudos foram realizados utilizando
este residuo para obter proteinas por diferentes métodos, atraves de precipitagdo no ponto
isoelétrico (ARAUZO et al., 2019), hidrélise enzimatica (KOTLAR; PONCE; ROURA, 2013),
separagdo por fracionamento (HE et al., 2019), ultrafiltracdo (TANG et al., 2009) e método
assistido por ultrassom (TANG et al., 2010).

No entanto, € um desafio extrair proteinas do BM com alto rendimento devido ao fato
de que componentes como a lignina e a celulose formam uma rede complexa no material,
aprisionando a proteina no interior do grdo (LI et al., 2020). Assim, tratamentos fisicos
(IBBETT et al., 2019), quimicos (CONNOLLY; PIGGOTT; FITZGERALD, 2013) e
enzimaticos (ROMMI et al., 2018) foram aplicados para recuperar proteinas do BM. Dentre
estes, 0 método enzimatico é ambientalmente atraente mas apresenta um alto custo de producéo.
A extracdo com alcalis associada a precipitacdo acida € um método conveniente na extracéo de
proteinas do BM, mas possui um longo tempo de extracdo (LI et al., 2020). Dessa forma,
métodos fisicos combinados com métodos quimicos ou enzimaticos sdo geralmente adotados
para superar as desvantagens mencionadas acima.

A extracdo assistida por ultrassom (US) pode ser um método eficiente, simples e
econdmico na extracdo de proteinas do BM. O US gera fluxo actstico dentro de solugdes
aquosas, resultando em um fenémeno conhecido como cavitagdo, a rapida formacao e colapso
de bolhas de gés, podem produzir o cisalhamento e a energia mecanica e, finalmente, perturbar
a parede e a membrana celular, resultando em rendimentos maiores de extragdo. Estudos
anteriores relataram o aumento do rendimento e melhora de propriedades fisico-quimicas de
proteinas (FLORES-JIMENEZ et al., 2019; TELLEZ-MORALES; HERNANDEZ-SANTO;
RODRIGUEZ-MIRANDA, 2019).

Nesse contexto, o presente estudo busca obter um concentrado proteico do BM através
da extracdo assistida por US, avaliar a microestrutura do BM antes e apos o tratamento com
US, bem como estudar as propriedades funcionais e térmicas das proteinas, seguindo uma das
linhas de pesquisa do Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA), da Escola de Quimica e
Alimentos (EQA), da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), para a valoragdo de

recursos agropecuarios de forma sustentavel.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Obter concentrado proteico do BM através da extracdo assistida por US.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a melhor condicdo de extracdo de proteinas assistida por US através de um
planejamento experimental DCC 2,

e Investigar os efeitos da sonicacdo atraves da avaliacdo da superficie morfolégica do BM
antes e pos-tratamento com ultrassom;

e Concentrar o extrato proteico através da melhor condicéo estudada anteriormente;

e Caracterizar e avaliar as proteinas do concentrado do BM quanto as suas propriedades

funcionais e térmicas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 BAGACO DE MALTE

A producdo mundial de cerveja teve um crescente aumento nos ultimos anos,
principalmente na China, Estados Unidos e Brasil, passando de 130 bilhdes de litros em 1998
para 194 bilhdes de litros produzidos em 2018, e com isso, hd um aumento na geracdo de
residuos derivados desse processo. No Brasil, a producdo de cerveja tem apresentado uma
tendéncia crescente nos ultimos 30 anos, e em 2016 atingiu 140 milhdes de hectolitros (mi hL),
colocando o Brasil em terceiro lugar no ranking mundial, atras apenas da lider China (460 mi
hl) e do EUA (221 mi hL) e a frente da Alemanha (95 mi hL) e da Rassia (78 mi hL)
(CONWAY, 2021).

O bagaco de malte (BM) é um subproduto da industria cervejeira e um dos mais
abundantes produtos residuais gerados no processo (GUIDO; MOREIRA, 2017). Com as
tecnologias utilizadas atualmente, cerca de 15 a 20 kg de BM sé&o gerados para cada 100 L de
cerveja produzida, representando 85% do total de residuos da indUstria cervejeira, o que resulta
em uma producdo anual de mais de 30 milhdes de toneladas de BM em todo o mundo (GUPTA,;
ABU-GHANNAM; GALLAGHAR, 2010; SARAIVA et al., 2019b).

Resumidamente, 0 processo cervejeiro comega com a produ¢do do mosto, onde o malte
de cevada € misturado com agua, e a temperatura é lentamente elevada de 37 para 78 °C, para
converter o amido dos grdos de malte em acUcares fermentaveis e nao fermentaveis. As
proteinas do malte também sdo parcialmente hidrolisadas neste processo em polipeptidios e
amino&cidos. Ao final dessa etapa, a parte insoltvel do mosto € filtrada e é composta por BM,
e a parte soltvel é levada para o tanque de fermentacéo, como ilustra a Figura 1 (FALLIS, 2013;
MUSSATTO, 2014). Em alguns casos, parte do malte de cevada é substituida por adjuntos que
podem ser cereais ndo maltados como milho, arroz, trigo, aveia, centeio ou sorgo, a fim de
produzir cervejas de diferentes qualidades (FALLIS, 2013; MATHIAS; MELLO e SERVULDO,
2014).

Apesar de ser gerado em grandes quantidades e estar disponivel em abundancia, o BM
é pouco explorado na inddstria e muito utilizado na alimentacdo animal, producdo de
fertilizantes ou sdo descartados no meio ambiente. Um desafio para sua reutilizacéo é o seu alto
teor de umidade, que acaba dificultando 0 armazenamento e o transporte, além de estar sujeito
a rdpida degradacdo microbiologica (IKRAM et al., 2017).

O BM ¢ considerado um material lignoceluldsico, rico em celulose, hemicelulose e

lignina, e seus principais constituintes incluem altas quantidades de fibra (30-50 % p/p) e
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proteina (19-30 % p/p), 0 que torna este material atraente para recuperacao desses compostos
para aplicacdo em alimentos (LYNCH; STEFFEN; ARENDT, 2016; MUSSATTO, 2014).
Além disso, outros componentes do BM estdo ganhando cada vez mais atencdo por serem
conhecidos como promotores de saude, como compostos fendlicos, proteinas hidrolisadas e
arabinoxilanos (STEINER; PROCOPIO; BECKER, 2015).

Figura 1 — Esquema ilustrativo do processo cervejeiro
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Vaérias pesquisas avaliaram a sua utilizacdo em alimentos para humanos, como na
producio de biscoitos (OZTURK et al., 2002), massas assadas (KTENIOUDAK et al., 2013),
pées ricos em fibras (STOJCESKA; AINSWORTH, 2008), massa de trigo suplementada com
BM e bagaco de macd (KTENIOUDAKI; O'SHEA; GALLAGHER, 2013), e hamburguer
bovino enriquecido com BM (SARAIVA et al., 2019).

3.1.1 Composic¢ao quimica do BM

O BM ¢ composto principalmente de cascas de gréos de cevada juntamente com partes
do pericarpo e do tegumento desses graos, que por sua vez sdo ricas em celulose,
polissacarideos ndo celulésicos e lignina. A casca também contém quantidades consideraveis
de silica e compostos poli fendlicos do grdo de cevada (MACLEOD, 1967; MUSSATTO,;
DRAGONE; ROBERTO, 2006). O BM possui em sua composi¢ao quimica, agucares, proteinas
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e minerais, podendo sofrer variagdes significativas devido a uma variedade de fatores, como o
tipo de cevada utilizada no processo, as condigdes de cultivo do gréo e as condigdes utilizadas
na mosturacdo, além da quantidade e tipo de coadjuvantes utilizados no processo
(MUSSATTO, 2014; SANTOS et al., 2003).

Apesar das variacdes que podem ocorrer nos componentes do BM, ele é composto por
15 a 30 % de proteina e cerca de 70 % de fibra, que pode ser dividido em trés fracdes: celulose
(entre 12 % e 25 %), hemicelulose (20 % a 25 %) e lignina (aproximadamente 12 % a 28 %)
(MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006; MATHIAS; MELLO; SERVULO, 2014).
Além disso, pode ter entre 3,9 % e 10 % de lipidios, 2,5 % a 4,5 % de cinzas, vitaminas,
aminoacidos e compostos fendlicos (HEREDIA-SANDOVAL et al., 2019).

As proteinas representam um constituinte importante neste material, as mais abundantes
encontradas no BM sdo hordeinas, gluteninas, globulinas e albuminas (CELUS; BRIUJS;
DELCOUR, 2006). Para que um subproduto seja considerado uma fonte proteica de qualidade,
ele deve ter uma composicéao balanceada de amino&cidos essenciais. Os aminoacidos essenciais
representam aproximadamente 30% do contetdo total de proteinas, com a leucina sendo a mais
abundante (6,1-8 %), seguida por lisina (4,4-14,3 %), fenilalanina (4,3-5,8 %), isoleucina (3,0
4,4 %), treonina (0,7-3,8 %) e triptofano. Os amino&cidos ndo essenciais representam cerca de
70 % da proteina total de BM (IBBETT et al., 2019; QIN; JOHANSEN; MUSSATTO, 2018;
WATERS et al., 2012). O contetdo de lisina no BM é significativo, uma vez que 0s cereais sao
regularmente deficientes neste aminoacido essencial (BLANDINO et al., 2003).

Dependendo das matérias-primas utilizadas no processo (grdos ndo maltados, milho,
trigo, cevada, arroz), a composicdo da proteina pode variar significativamente, modificando
assim o perfil de aminoacidos no BM (LYNCH; STEFFEN; ARENDT, 2016). Além da boa
composi¢do de aminoacidos, as suas proteinas tém potencial para serem utilizadas como fonte
alimentar de proteina humana e animal, se puderem ser extraidas de forma a minimizar o risco

de alteragdo ou deterioracdo de suas propriedades tecno-funcionais (NIEMI et al., 2013).

3.2 METODOS UTILIZADOS PARA EXTRACAO DE PROTEINAS VEGETAIS

Dentre as técnicas de extracdo de proteinas vegetais se encontram as convencionais (a
base de agua, sal, solvente, detergente, alcali) e as ndo convencionais (enzimas, micro-ondas,
alta pressdo, sonicagdo, entre outros). Os métodos convencionais referem-se as técnicas
comumente usadas que podem as vezes resultar em rendimentos de extragdo mais baixos devido

a degradacéo da proteina. Este declinio no rendimento de proteina € conduzido por uma série
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de fatores, incluindo tempo de extracdo, solventes, pH e temperatura (POJI; MI; TIWARI,
2018).

Portanto, os pesquisadores estdo hoje mais focados em tecnologias verdes ndo térmicas
para aumentar a eficiéncia de extracao e reduzir a degradacdo de proteinas durante a extracao.
Esses métodos ndo apresentam qualquer efeito prejudicial ao meio ambiente e as proteinas
obtidas também sdo seguras para consumo devido ao uso minimo de produtos quimicos e
solventes nocivos. Explorar técnicas inovadoras de extracdo de proteinas pode aumentar o
rendimento proteico e as propriedades nutricionais e tecno-funcionais. Estudos sugerem que o
uso simultaneo de métodos convencionais e ndo convencionais de extracdo de proteinas oferece
rendimentos mais elevados (GORGUC; BIRCAN; YILMAZ, 2019; KUMAR et al., 2021).

3.2.1 Métodos quimicos

Os métodos quimicos sdo classificados com base em diferentes solventes de extracéo
usados como agua, alcali, solventes organicos e acidos. Métodos quimicos também sdo usados
em combinacdo com outros métodos para melhorar a recuperagédo de proteinas. Geralmente, a
extracdo € realizada em trés etapas, desengorduramento da amostra, extracdo e precipitacdo da
proteina. No desengorduramento, solventes como éter de petréleo, n-hexano e n-pentano sao
usados para remover 0s compostos que interferem na extracdo de proteinas. Na sequéncia, as
proteinas sdo extraidas usando sais (NaCl), alcalis (NaOH), detergentes idnicos (SDS) e
detergentes ndo i6nicos (NP-40 e Triton X100) em extracdo aquosa a base de dgua quente ou
fria. Alcoois (etanol, metanol), tamp&es/desnaturantes fortes (por exemplo ureia ou Tris-HCI,
fenol) sdo usados na extracdo a base de solvente organico. Uma série de técnicas modernas
como micro-ondas, ultrassom e enzimas podem auxiliar ainda mais na melhoria da eficiéncia
de extracdo de proteinas. Por fim, a proteina isolada é concentrada/precipitada por meio de
produtos quimicos ou solventes como sulfato de amonio, etanol, metanol, acetona, &cido citrico,
acido tricloroacético, acido cloridrico e precipitacdo de ponto isoelétrico (pl). O precipitado
contém proteinas que podem ser recuperadas por centrifugacdo. Além da proteina, um grande
nimero de compostos ndo proteicos/impurezas também estdo presentes no precipitado de
proteina (KUMAR et al., 2021; POJI; MI; TIWARI, 2018).

Zhang, Sanders e Bruins (2014) relataram que condigdes como raz&o amostra/solvente,
concentracdo de alcali, intervalo de tempo e temperatura podem ser otimizadas para atingir o
rendimento maximo de proteina a um baixo custo. Salgado et al. (2012) utilizaram o método de

extracdo alcalina para extrair proteinas do farelo de girassol com as condicdes otimizadas de 67
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g L de relagéo farelo de girassol para agua, tempo de extracdo de 1 h e pH 9, seguido por uma
segunda extracdo usando precipitagdo de ponto isoelétrico e alcangcou uma recuperagdo de
proteina de 70,4 % com base no peso seco de amostra.

Arauzo et al. (2019) também utilizaram o método de extracdo alcalina para extrair
proteinas do BM, onde os autores solubilizaram o0 BM com NaOH 0,1 M por 2 h a 40 °C. O
sobrenadante rico em proteina foi recolhido e o pH ajustado a 3,0 com &cido tricloroacético
1,0 M, as proteinas precipitadas foram coletadas apds centrifugacéo e entdo liofilizadas. O teor
de proteina encontrado foi de 60,1 %, e os aminoacidos foram analisados. Destes, 35,7 % eram
amino&cidos essenciais, destacando-se a leucina (7,78 %) e a fenilalanina (6,55 %). Connolly,
Piggott e Fitzgerald (2013) também obtiveram um isolado de proteina do BM (a partir dos
processos de cerveja clara e escura) pelo método de extracdo com alcali combinado com o de
precipitacdo de ponto isoelétrico, onde as proteinas foram precipitadas em pH 3,8. O extrato
proteico obtido ao final apresentou um teor de proteina de 46 % para o BM claro e 19,42 %
para 0 BM escuro.

3.2.2 Extracdo assistida por enzimas

A parede celular rigida de matrizes vegetais € um obstaculo para a extracdo de
proteinas celulares. A extracdo assistida por enzimas tem por objetivo danificar a parede celular
por meio da degradacdo enzimatica dos seus componentes (hemicelulose, celulose e pectina)
(CELUS; BRIJS; DELCOUR, 2007). Atividades especificas de pectinases e carboidrases na
desintegracdo da parede celular auxiliam na liberacdo organizada de proteinas celulares de
sementes de leguminosas, sementes oleaginosas e cereais (SLIZYTE et al., 2016). As proteases
aumentam o rendimento proteico ao desvincular as proteinas da matriz polissacaridica. A
degradacdo da parede celular facilita a liberac&o de proteinas celulares. Apos a liberagdo dessas
proteinas, as proteases fracionam as proteinas de alta massa molar em por¢des menores e mais
solaveis, proporcionando assim condicOes de extracdo favoraveis (KUMAR et al., 2021).

Houde et al. (2018) avaliaram dois tipos de tratamentos enzimaticos na farinha de
cevada desengordurada. No primeiro tratamento utilizaram duas enzimas, oa-amilase e
amiloglucosidase, ¢ no segundo utilizaram trés enzimas, a a-amilase, amiloglucosidase e
B- 1,3,4-glucanase. A abordagem com duas enzimas rendeu um concentrado com 49,0 % de
proteinas, enquanto o tratamento com as trés enzimas antes da precipitacdo isoelétrica rendeu

78,3 % de proteinas.
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A hidrolise quimica e enzimatica pode ser aplicada para obter proteinas do BM, sendo
um substrato valioso para a producdo de hidrolisados com boas propriedades funcionais e
tecnoldgicas (QIN; JOHANSEN; MUSSATTO, 2018). Kotlar, Ponce e Roura (2013) obtiveram
e avaliaram hidrolisados das proteinas do BM. A hidrolise foi realizada com peptidase
extracelular do Bacillus cereus sp. Nos hidrolisados obtidos, foram avaliadas diferentes
propriedades funcionais e tecnoldgicas, como solubilidade de proteinas, propriedades
emulsificantes, capacidade de gelificacdo, capacidade de formacao de espuma, capacidade de
retencdo de agua e 6leo e propriedades térmicas e reoldgicas. Dentre estas, as propriedades
emulsificantes e espumantes foram melhoradas em relagéo ao controle, mas ndo foi obtida a
formacdo de gel. Os autores afirmam que os hidrolisados apresentam boas propriedades
reoldgicas, o que os torna bons ingredientes para serem adicionados em formulacGes de
alimentos.

O tratamento inicial do BM moido com um coquetel de carboidrase aumentou
significativamente a subsequente solubilizacdo de proteinas da biomassa residual, conforme o
estudo realizado por Niemi et al. (2013). Ap0s o pré-tratamento com a carboidrase, 0 BM foi
submetido a tratamentos com proteases. Quando tratado com uma protease alcalina, 76 % da
proteina do BM foi solubilizada, enquanto os rendimentos foram significativamente menores
com proteases neutras ou acidas. Em condicbes alcalinas, uma quantidade significativa de
proteina (53 %) foi solubilizada mesmo sem qualquer adicdo de protease. A solubilizacdo ndo
enzimatica da proteina foi, no entanto, observada apenas quando o BM foi inicialmente tratado
com a carboidrase, sugerindo que a proteina € circundada por polissacarideos da parede celular,
restringindo sua liberag&o inicial.

As proteinas extraidas por esses métodos bioquimicos (usando uma ou varias enzimas)
exibem alta estabilidade térmica, baixa viscosidade e menor resisténcia a danos oxidativos. Esta
estratégia de extragdo pode ser adaptada para obter produtos proteicos com propriedades
funcionais melhoradas (formagdo de espuma, solubilidade, atividade de emulsificacdo e
estabilidade). Portanto, a extracdo de proteinas mediada por enzimas pode ser adequada para a
producdo em grande escala de proteinas que podem ser usadas para desenvolver uma variedade
de alimentos funcionais (KUMAR et al., 2021).

3.2.3 Meétodos fisicos

A utilizacdo de novas tecnologias para extracdo de proteinas pode aumentar o

rendimento da extracdo de proteinas, e suas propriedades tecno funcionais. Além disso, estes
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sdo classificados como alternativas acessiveis, seguras, eficazes e ecologicamente corretas,
permitindo o status de rétulo limpo. Apesar das inumeras vantagens, a aplicacdo de novas
tecnologias em nivel industrial ainda é limitada (POJI; MI; TIWARI, 2018). A selecdo do tipo
de processo de extracdo de proteinas depende da finalidade pretendida do produto resultante,
dos recursos disponiveis e das capacidades técnicas (CONTRERAS et al., 2019).

Dentre 0os métodos fisicos que podem ser utilizados para a extracdo de proteinas,
encontram se as técnicas de ultrassom, campos elétricos pulsados, micro-ondas e aplicacdes de
alta pressdo (KUMAR et al., 2021).

3.3 EXTRACAO DE PROTEINAS VEGETAIS ASSISTIDA POR ULTRASSOM

O uso de ultrassom tem atraido atencdo consideravel para o desenvolvimento de novos
processos para melhorar a qualidade e a seguranca de alimentos. Além disso, a tecnologia
oferece potencial para melhorar os processos existentes, principalmente os de extracdo de
proteinas. O ultrassom (US) é uma técnica promissora em tecnologia de alimentos com baixo
impacto no meio ambiente, sendo que nos Estados Unidos ja é conhecida como tecnologia verde
(HIGUERA-BARRAZA et al., 2016).

O US representa um método de processamento nao térmico que usa ondas sonoras com
frequéncia acima do limiar do ouvido humano (~20 kHz). Seu mecanismo funcional é baseado
na passagem de ondas que criam regides de alta e baixa pressdo, e esta variacdo na pressao
acustica € diretamente proporcional a quantidade de energia aplicada ao sistema. O US pode
ser classificado em duas categorias: baixa intensidade (1 W cm2) com frequéncia de 5-10 MHz
e alta intensidade (10-1000 W cm) com frequéncia de 20-100 kHz (HIGUERA-BARRAZA
et al., 2016). Atualmente, hd um grande interesse pelo ultrassom de alta intensidade, pois sua
propagacao em material biolégico induz a compresséo e descompresséo de particulas que altera
as propriedades fisico-quimicas do material e melhora a qualidade de varios sistemas. Uma das
areas mais estudadas € e extracdo assistida para recuperar proteinas e a melhora das
propriedades funcionais (GHARIBZAHEDI; SMITH, 2020).

O US de alta intensidade é usado em aplicacbes para induzir mudancgas fisicas e
quimicas em matrizes vegetais devido a efeitos mecanicos e cavitacionais. O uso desta técnica
resulta em um rendimento de extracdo maior causado pela rapida formacéo e colapso das bolhas
de gas geradas pelas ondas ultrassdnicas na superficie celular da amostra, formacéo de micro
jatos, micro turbuléncia que exercem alto cisalhamento e for¢a mecénica, causando ruptura da

membrana e da parede celular. Dessa forma, o solvente circundante pode entdo penetrar
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efetivamente nas células através das fendas causadas pelo ultrassom e liberar as proteinas
intracelulares no solvente (KUMAR et al., 2021).

No entanto, o tratamento com US de alta intensidade para tempos de tratamentos mais
longos pode gerar condi¢des de alta temperatura e pressdo que podem alterar o estado nativo
da proteina. Portanto, a frequéncia, poténcia, intervalo de tempo, temperatura, pH, razéo e
intensidade do ultrassom sdo fatores essenciais para 0 seu uso, sendo necessario otimizar as
condicdes de tratamento para aplicacdes especificas de US para obter bons resultados (KADAM
etal., 2015).

A técnica de ultrassom é relativamente de baixo custo e simples. Adicionalmente,
existem pesquisas que apoiam a eficacia da sonicacdo na melhoria das propriedades fisicas e
tecnoldgicas de proteinas (TELLEZ-MORALES; HERNANDEZ-SANTO;
RODRIGUEZ- MIRANDA, 2019). Em um estudo realizado por Flores-Jimenez et al. (2019),
o tratamento com ultrassom (40 kHz durante 15 e 30 min) aumentou a solubilidade das
proteinas, a capacidade de absorcdo de 6leo e propriedades emulsificantes, de gelificacdo e
formacéo de espuma do isolado proteico obtido da canola.

Lafarga et al. (2018) investigaram diferentes métodos de extracdo de proteinas de feijao
(Phaseolous vulgaris L. vari. Ganxet) e avaliaram as propriedades funcionais dessas proteinas.
O processamento com ultrassom (40 kHz, 250 W) resultou em um aumento de proteinas
recuperadas. A maior porcentagem de proteina recuperada foi obtida ap6s a extracdo usando
NaOH 0,4 M seguida de processamento por ultrassom por 60 min, e foi calculada em 78,7 %.

O pré-tratamento do farelo de arroz desengordurado com ultrassom a uma razéo de 1:10
(farelo:agua), poténcia de 300 W e tempo de 30 min aumentou o rendimento da extracdo
proteica de 53,1 % a 72,8 %, comparada com o controle (sem ultrassom) (ZHANG et al., 2019).
A aplicacdo de ultrassom para auxiliar na extragdo alcalina de proteinas da farinha de amendoim
foi realizada por Ochoa-Rivas et al. (2017), onde obtiveram aumento de 136 % na extragdo das
proteinas (86 % de pureza) (amplitude de 100 % em 24 kHz e 15 min), e relataram que o auxilio
do ultrassom no tratamento alcalino proporcionou diminui¢do do indice de solubilidade em
agua, indice de solubilidade de nitrogénio, estabilidade da espuma, atividade emulsificante e
digestibilidade in vitro, enquanto o indice de absorcéo de agua e atividade de espuma foram
melhores em comparagdo com a extra¢éo de controle sem o uso de tratamento de ultrassom.

A otimizacdo de extragéo de proteinas do BM com uso de ultrassom também foi avaliada
por Tang et al. (2010). Trés variaveis foram estudadas através de um planejamento experimental
(DCCR), como tempo de extragéo (26,4 a 93,6 min), poténcia do ultrassom (46,4 a 113,6 W/100
mL) e proporc¢éo solido:liquido (1,32 a 4,68 g/100 mL). A melhor condicdo encontrada para
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atingir o rendimento méaximo de extracéo proteica (104,2 mg g* BM) foi de 81,4 min, poténcia
do ultrassom em 88,2 W/100 mL e razo solido:liquido de 2,0 g/100 mL.

Li et al. (2020) avaliaram as modificacGes na estrutura e propriedades funcionais das
proteinas do BM com o uso do ultrassom. O ultrassom foi aplicado para aumentar o rendimento
da extracdo proteica, e os resultados demonstraram que, em solu¢do de NaOH 110 mM, a uma
poténcia de 250 W por 20 min, podem melhorar significativamente o rendimento de proteina
para 86,16 % em comparagdo com a extracdo tradicional sem ultrassom (45,71 %). Além disso,
a capacidade de absorcdo de Gleo, propriedades emulsificantes e de formacdo de espuma das
proteinas do BM tratadas com ultrassom foram melhoradas. Portanto, o uso do ultrassom para
auxiliar o processo de obtencdo de proteinas de matrizes vegetais é promissor.

3.4 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DOS CONCENTRADOS PROTEICOS

As proteinas sdo ingredientes utilizados em uma variedade de formulag6es devido ao
seu valor nutricional e a sua funcionalidade. O termo “funcionalidade” aplicado aos
ingredientes alimentares descreve qualquer propriedade que ndo seja atributos nutricionais que
contribuam para os aspectos benéficos de um ingrediente dentro de uma formulacao
(O’SULLIVAN et al., 2014). Em sistemas alimentares, as proteinas sao moléculas altamente
funcionais, capazes de estabilizar goticulas de dleo e bolhas de ar, de formar estruturas de gel
e aumento e de aumentar a viscosidade do meio (O’CONNELL; FLYNN, 2007).

A solubilidade de uma proteina € um dos atributos funcionais criticos para sua utilizacédo
em alimentos, pois esta influencia em outras propriedades, como a emulsificante, a gelificante
e a formacdo de espuma. Essas propriedades sdo caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas, que
afetam o comportamento das proteinas no sistema alimentar durante o processamento
(KINSELLA, 1979). De acordo com Damodaram, Parkin e Fennema (2010), a solubilidade de
uma proteina € uma manifestagdo termodindmica do equilibrio entre interagdes proteina-
proteina e proteina-solvente. Uma boa solubilidade conduz a aplicagdo da proteina para a
producdo de bebidas, molhos, sopas desidratadas, purés, entre outros.

A solubilidade de uma proteina podera ser modificada pela influéncia de alguns fatores
como pH, forca idnica, constante dielétrica do solvente e temperatura (SGARBIERI, 1996). A
solubilidade e determinada como a primeira propriedade funcional de uma proteina, uma vez
que o grau de insolubilidade é, provavelmente, a medida mais pratica da desnaturacdo. Os
valores de solubilidade estabelecem: as condigdes étimas de extracdo e também as informacGes

gerais sobre possiveis aplicac@es de proteinas em sistemas liquidos (WILDING, 1984).
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Além da solubilidade, a determinagdo da capacidade de retencdo de &gua e 6leo em
alimentos proteicos é importante para a industria de alimentos. Os consumidores tendem a
evitar produtos que mostram a exsudacdo de agua no interior da embalagem e, além disso,
formulac6es que resultam em baixas capacidades de ligar agua e 6leo trazem perdas de liquidos
durante o processamento (BARBUT, 1996). As propriedades de hidratacdo das proteinas estdo
diretamente relacionadas a sua composicdo aminoacidica e sua conformagdo. As proteinas
interagem com a agua mediante ligacbes de hidrogénio, ligacdes dipolo-dipolo ou cadeias
laterais dos aminoacidos. Dessa forma, quando hd uma proporcdo maior de aminoacidos com
cadeias laterais hidrofébicas, menor a capacidade de hidratacdo do que quando é composta por
amino&cidos com cadeias laterais hidrofilicas. A conformacéo das proteinas também influi na
capacidade de hidratacdo, bem como a organizacdo tridimensional dessas cadeias ordenadas
(ORDONEZ, 2005).

Os teores de capacidade de ligacdo de agua descrevem a quantidade maxima de agua
que uma proteina pode absorver, devido as pontes de hidrogénio que existem entre as moléculas
de agua e os grupos polares das cadeias proteicas. Ja a absorcao de 6leo varia em funcéo do
nimero de grupos hidrofébicos expostas da molécula de proteina (LIN; ZAYAS, 1987).

As proteinas também podem apresentar excelentes propriedades emulsificantes,
podendo atuar na formacao e estabilidade das emulsdes em alimentos. O que torna uma emulséo
estavel € a presenca de um agente emulsificante, o qual diminui a tensdo superficial existente
entre duas fases e permite a formacdo da emulsdo. A principal caracteristica de um agente
emulsificante € a de possuir na mesma molécula partes hidrofilicas e hidrofébicas, permitindo
a formacdo de uma camada entre as duas fases, separando-as e impedindo que os glébulos da
fase interna coalescam. Dois aspectos sdo importantes avaliar nas proteinas com propriedades
emulsificantes: (1) a capacidade de emulsificacdo, que é a quantidade de lipidios que as
proteinas sdo capazes de emulsionar, (2) a estabilidade da emulsdo, que mede a capacidade que
as proteinas possuem de manter a mistura em uma for¢a homogénea, quando submetidas a acao
de uma forca ou calor (SGARBIERI, 1996).

A capacidade de uma proteina em formar espuma refere-se a expansdo de volume da
dispersdo proteica com a incorporagdo de ar por batimento, agitacio ou aeracdo. E uma
propriedade funcional de interfase que depende da natureza da proteina, da sua solubilidade, da
presenca de sais e de outros aditivos utilizados no processamento de alimentos. Normalmente,
0 que se mede é a expansao de volume da suspensdo de proteina, logo apds o batimento ou
aeracdo, que é representado pelo volume de espuma formado. A estabilidade de espuma indica
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a retencao do volume maximo da espuma em um periodo de tempo de repouso (SGARBIERI,
1996).

Embora muitos estudos ressaltem a importancia de uma alta solubilidade proteica, é
aceito que as particulas proteicas insoltveis possam ter um papel benéfico na estabilidade da
espuma. Geralmente, as espumas sdo mais estaveis na regido do ponto isoelétrico das proteinas
devido a sua repulsdo eletrostatica minima, promovendo uma interacdo mais favoravel entre
proteina-proteina, formando um filme viscoso na interface (DAMODARAM; PARKIN;
FENNEMA, 2010).
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4 MATERIAL E METODOS
41 MATERIAL

O bagaco de malte (BM) utilizado neste estudo foi fornecido pela micro cervejaria
Garden Grill Cervejaria Artesanal, localizada em Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil. A
matéria-prima foi transportada ao Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA) da Escola de
Quimica e Alimentos (EQA), e foi mantida sob congelamento (-18 °C) em recipiente
devidamente vedado até o seu uso. O processamento teve inicio com a secagem do BM em
estufa (G.Paniz FTE 150, Caxias do Sul, Brasil) por 24 h a 60 °C. ApGs a secagem, 0 mesmo
foi triturado em moinho de facas (TECNAL, TE-633, Brasil), e armazenado em recipientes

vedados de plastico sob congelamento até o seu uso. Todos os reagentes que foram utilizados

neste trabalho foram de grau analitico (P.A).

4.2 METODOS

4.2.1 Desenvolvimento do trabalho

Figura 2 — Organograma para obtencéo e avaliacdo das proteinas do BM.
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A Figura 2 apresenta o esquema geral de desenvolvimento do trabalho desde a
preparacdo da matéria-prima até a avaliacdo e caracterizacdo do concentrado proteico. Todas
as analises e procedimentos experimentais foram realizadas no Laboratério de Tecnologia de
Alimentos (LTA) da EQA, com excecdo da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), que
foi efetuada no Centro de Microscopia Eletrénica do Sul (CEME - Sul), todos na Universidade
Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande, RS.

4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DA MATERIA-PRIMA

O conteldo de umidade (método n° 935.29), cinzas (método n° 923.03), lipideos
(método n° 920.85) e proteinas (método de micro-Kjeldahl, n° 920.87) foram determinados de
acordo com a Association of Official Analytical Chemists International — AOAC (2000). O
conteudo de carboidratos foi determinado por diferenga.

4.4 DETERMINACAO DO PONTO ISOELETRICO DAS PROTEINAS DO BM

A determinacdo do ponto isoelétrico das proteinas do BM foi realizada avaliando-se o
pH em que ocorreu a maior precipitacdo proteica conforme proposto por Nolsoe e
Undeland (2009) com modificagdes. O extrato proteico foi preparado com 1,1 g do BM e 50 mL
de &gua destilada e com o auxilio de um pHmetro digital (Even, PHS-3E), utilizou-se HCI 1,0 M
para ajuste de pH 2,0-6,0. O teor de proteinas sollveis no sobrenadante foi determinado pelo
método de Bradford (1976).

45 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 23

Para avaliar e otimizar a melhor condig&o para obter um méaximo rendimento de extracéo
de proteinas do BM com assisténcia do ultrassom (Disruptor ultrassdnico, Ecosonics, QR750,
60 Hz, 20 kHz, 750 W, Brasil), foi realizado um delineamento composto central 22 (DCC), com
4 pontos centrais. As varidveis estudadas foram o tempo de aplicagéo do ultrassom (t), poténcia
(P) e a razdo solido:solvente (S:S). Os valores das variaveis foram escolhidos a fim de
minimizar ao maximo o uso de solvente, custo e tempo. A variavel resposta foi a concentracao
de proteina solGvel no meio (mg g?), e foi avaliada através do método colorimétrico de
Bradford (1976). A matriz do delineamento com os niveis reais e codificados esta apresentada

na Tabela 1.
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Tabela 1 — Matriz do delineamento experimental, com valores codificados e reais de
estudo (tempo, sélido:solvente [S:S] e poténcia) na obtencao de proteinas do BM.

Ensaio Valores codificados Terr.1po S:S(pv?) Poténcia

(min) (W)
1 -1 -1 -1 10 15 250
2 +1 -1 -1 30 15 250
3 -1 +1 -1 10 45 250
4 +1 +1 -1 30 45 250
5 -1 -1 +1 10 15 550
6 +1 -1 +1 30 15 550
7 -1 +1 +1 10 45 550
8 +1 +1 +1 30 45 550
9 0 0 0 20 30 400
10 0 0 0 20 30 400
11 0 0 0 20 30 400
12 0 0 0 20 30 400

4.5.1 Extracao assistida por ultrassom

Primeiramente homogeneizou-se 4,44 g de BM com NaOH 1 M na proporcao 1:45
(BM:solugédo (p/v)) durante 10 min sob constante agitacdo em agitador magnético (Fisatom
752A, Sao Paulo, Brasil). Apos, transferiu-se a amostra para um reator de vidro encamisado
(Uniglés, 190.901), conectado a um banho ultra termostatico (Quimis, Q214M2), que estava
acoplado ao ultrassom, a fim de que a temperatura ndo ultrapassasse 25 °C, a uma poténcia de
550 W por 10 min. O extrato foi centrifugado (Biosystems, MPW 350) a 14.308 x g por 20 min
a temperatura ambiente, filtrado com papel filtro e o0 sobrenadante (extrato em rico proteinas)
foi separado para posterior precipitacdo das proteinas. O residuo insolivel proveniente da
centrifugacdo foi seco em estufa a 80 °C por 8 h, e armazenado em recipientes fechados até

analise de sua microestrutura por MEV.

4.5.1.1 Microestrutura do BM antes e ap6s o tratamento com ultrassom

A morfologia das superficies das amostras do BM antes e ap0s o tratamento com

ultrassom (na melhor condicéo determinada) foi avaliada utilizando um microscépio eletronico
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de varredura (MEV) (Jeol, JSM — 6610LV, Thermo Scientific, Ultra Dry, USA). As amostras
foram depositadas diretamente em stubs de aluminio usando uma fita adesiva de carbono dupla
face e revestidas com uma fina camada de ouro, sendo utilizado um potencial de aceleracéo de
15kV.

46 OBTENCAO DO CONCENTRADO PROTEICO DO BM

A obtencdo do concentrado proteico ocorreu de acordo com o procedimento descrito
por Nolsoe e Undeland (2009) com modificacdes, e estd demonstrada na Figura 3. O extrato
rico em proteinas foi obtido conforme citado no Item 4.5.1. O extrato foi colocado sob agitacéo
magnética, acoplado a um pHmetro, para precipitacdo das proteinas no ponto isoelétrico pré-
estabelecido (pH 3,0). Para atingir o pH desejado foi realizada a adi¢cdo de HCI 1 M e
NaOH 1 M quando necessario. O meio foi mantido nessa condicdo por 30 min, e apds
centrifugado a 14.308 x g por 20 min. ApGs separadas, as proteinas foram neutralizadas com
NaOH 1 M, e submetidas ao congelamento em ultra freezer (Indrel, IULT 90-D) a -80 °C
durante 48 h e seca em liofilizador (Liotop, L108) a — 55 °C e 50 uHg durante 48 h.

De modo a aumentar o rendimento do processo, a fracdo insollvel proveniente da

primeira centrifugacdo foi ressuspensa e submetida a solubilizagéo alcalina por mais uma vez.

4.6.1 Rendimento do processo de extracdo

O rendimento em massa do processo (1) foi calculado considerando a massa inicial de
bagaco de malte e a massa do concentrado proteico ao final do processo, conforme Equacdo 1.
O rendimento da extracdo proteica (Rep) foi calculado considerando o teor de proteinas inicial

e final obtidos, como mostra a Equacéo 2.

Meoncentrado proteico
0 —
n (%) = 1)
Mpagaco de malte
o Meoncentrado proteico X Pconcentrado proteico
R, (%)= )

mbagago de malte ™ Pbaga(;o de malte
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Em que: Mconcentrado proteico = Massa final do extrato proteico obtido (g), Mbagaco de maite =
massa inicial do bagaco de malte (g), Pconcentrado proteico = CONCeNtracéo de proteinas final obtido

(%) € Pragaco de malte = CONCentracao inicial de proteinas no bagago de malte (%).

Figura 3 — Fluxograma do processo de obtenc¢do do concentrado proteico do BM.
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4.7 CARACTERIZACAO DO CONCENTRADO PROTEICO DO BM
4.7.1 Caracterizagédo quimica do concentrado proteico

O conteddo de umidade (método n° 935.29), cinzas (método n° 923.03), lipideos
(método n° 920.85) e proteinas (método de micro-Kjeldahl, n° 920.87) foi determinado de
acordo com a Association of Official Analytical Chemists International — AOAC (2000). O
contetido de carboidratos foi determinado por diferenga.
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4.7.2 Fracionamento das proteinas

A extracdo sequencial das albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas foram
realizadas de acordo com Naozuka e Oliveira (2007), com algumas modificacfes. Para essa
determinacéo, 10 mL de uma solugdo metanol:cloroférmio (1:2 v v*) foram adicionados em 5
g de amostras, agitados a 200 rpm por 15 min. Este procedimento foi repetido duas vezes. Em
seguida, as amostras foram submetidas ao procedimento de extracdo. As solucdes extratoras
utilizadas foram: (1) 4gua destilada, (2) NaCl 0,5 M, (3) etanol 70 % (v v'1) e (4) NaOH 0,5 M.
Em cada etapa, adicionou-se as amostras 10 mL de cada solucdo e manteve-se sob agitacéo
mecanica por 30 min a 200 rpm. Apds este tempo, as amostras foram centrifugadas por 10 min
a 8667 x g e os sobrenadantes, de cada uma das fracdes, recuperados, avolumados para 10 mL,
e a proteina determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando a curva padrdo de

albumina.

4.7.3 Estudo das propriedades funcionais
4.7.3.1 Solubilidade proteica

A solubilidade do concentrado proteico foi determinada para os pH 2, 4, 7 e 10, segundo
metodologia descrita por Liu et al. (2014) com adaptacfes. Resumidamente, amostras de 800
mg foram dissolvidas em 80 mL de agua destilada e o pH foi ajustado utilizando NaOH 1 M e
HCI 1 M, quando necessario. A solucdo foi agitada durante 1 h a temperatura ambiente (25 °C
+ 1), e em seguida centrifugou-se a 8667 x g por 10 min. Apds a centrifugacdo, a solucéo foi
filtrada para a separacdo da fracdo soltvel. A concentracdo de proteina soltvel foi determinada

de acordo com o método de Bradford (1976).

4.7.3.2 Propriedades de espuma

A capacidade de formacgédo de espuma (CFE) e estabilidade da espuma (EE) foram
avaliadas seguindo o metodo de Miller e Groninger (1976), onde solugdes preparadas com 2 %
(p v'Y) de amostra em agua destilada em proveta graduada foram agitadas com ultraturrax por
1 min a 9000 rpm. A estabilidade da espuma foi avaliada a temperatura ambiente através do
acompanhamento do volume total ap6s intervalos de 5, 10, 15, 30 e 60 min de repouso das
amostras. Para o calculo da capacidade de formacao de espuma e estabilidade da espuma foram

utilizadas as Equacdes 3 e 4, respectivamente.
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VE
CFE (%)=

inicial

x100 3)

Etempo t

EE (%)= <100 4

Em que: VE = volume da espuma (mL); Vinicia = Volume da solugéo antes da agitacéo

(mL); VEtempot = volume de espuma remanescente apds intervalo de tempo t (mL).
4.7.3.3 Propriedades emulsificantes

As propriedades emulsificantes do concentrado proteico do BM de indice de
emulsificacdo (IE) e estabilidade do indice de emulsificacdo (EIE) foram determinadas segundo
método turbidimérico de Pearce e Kinsella (1978) com algumas modifica¢cbes. Um volume de
120 mL, na concentragdo de 2 mg mL™, foi homogeneizado com 40 mL de 6leo de soja, em
homogeneizador ultraturrax (T25, IKA WERKE) a 10000 rpm durante 1 min a temperatura
ambiente (25 °C * 1). Apds agitacdo o pH da soluc¢éo foi ajustado para os pH 2,0; 4,0; 7,0 e 10
com o auxilio de HCI 1 M e NaOH 1 M. Uma aliquota de 50 pL de solucdo foi diluida em 5
mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 0,1 % (p v'!). A absorbancia da emulséo diluida foi
mensurada a 500 nm, nos tempos de reacdo de 0 e 10 min. O indice de emulsificacdo (IE) e

estabilidade de emulsificacdo (EIE) foram determinados de acordo com as Equacdes 5 e 6.

2x2,303x100xA
¢x0,25%x10000

[E(m’g'/)= ()

Ay
EIE (%) = —— X 100 (6)
Ao

Onde A é a absorbancia a 500 nm, ¢ é a concentragdo de proteina (g mL™), Ao e Ao sd0

as absorbancias das emulsdes diluidas a 0 e 10 min.
4.7.3.4 Capacidade de retengdo de agua e 6leo

As capacidades de retencao de agua (CRA) e 6leo (CRO) foram determinadas de acordo

com o método de Beuchat (1977). As amostras (equivalente de proteina 0,5 g) foram misturadas
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durante 30 min com 5 mL de &gua destilada ou 5 mL de 6leo de soja. A suspensdo foi
centrifugada a 866 x g por 10 min, e a agua/dleo ndo retida foi decantada e pesada. O
sobrenadante foi recuperado, e sua massa medida. Os valores de retencdo de agua e 6leo foram
calculados conforme a Equacdo (7) e expresso em massa (g) de agua ou 6leo por unidade de

massa (g) de proteina.

R

Capacidade de retencao de agua e 6leo (g/g) = - (7

Em que: “R” corresponde a quantidade de 4gua ou 6leo retido (g) e “m” a massa de

amostra (g).

4.7.4 Digestibilidade proteica

A anélise de digestibilidade das proteinas foi realizada conforme método descrito por
Akeson e Stahmann (1964), foram colocados nos tubos de digestdo 1 g da amostra e 10 mL de
pepsina. Os tubos foram incubados em shaker por 3 h a 37 °C. O pH foi ajustado com NaOH
0,1 M. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 8667 x g durante 15 min e as amostras foram
filtradas com papel filtro. O sobrenadante foi mantido sob refrigeracdo para posterior
quantificacdo. No precipitado foi adicionado 10 mL de pancreatina e os tubos foram incubados
em shaker por 24 h a 37 °C. Adicionou-se 10 mL de acido tricloroacético 30 % para parar a
reacao e o volume foi completado para 50 mL com TCA 5 %. Centrifugou-se a 8667 x g por 15

min e filtrou-se. A quantificacao foi realizada por Bradford (1976), tendo tirosina como padrao.

4.7.5 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Para avaliagdo da estabilidade térmica das proteinas foi utilizado o calorimetro
diferencial de varredura (DSC-Q20, TA Instruments, New Castle, USA), utilizando o método
descrito por Piotrowicz e Salas-Mellado (2017). As amostras foram pesadas (3 mg) em capsulas
de aluminio, seladas e aquecidas a uma taxa de 10 °C min™t em uma faixa de temperatura de 20
a 200 °C, usando uma capsula vazia como referéncia. As temperaturas de inicio (To), de
desnaturacdo (Tq), final (Tt) e a entalpia de desnaturagdo (AH) foram analisadas a partir das

curvas obtidas utilizando o software do instrumento.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, exceto analise térmica e microscopia
eletronica de varredura. Os resultados foram avaliados através da analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia,
utilizando o programa Statistica 5.0 (Statsoft, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 COMPOSICAO PROXIMAL DO BM

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos da composicao proximal do bagaco de malte
(BM). O BM ¢ rico em nutrientes, e sua composic¢do final pode variar devido a diversos fatores,
como o tipo de malte e processo utilizados. Pode-se observar que as proteinas sdo o segundo
maior grupo constituinte do BM, o teor de proteinas encontrado apresentou um valor de 21,5%,
préximo ao encontrado por Saraiva et al. (2019) e Kanauchi et al. (2001), onde encontraram
23,5 % e 24 % de proteinas no BM, respectivamente. O teor de carboidratos e lipideos foram

préximos (73,8 % e 4,4 %) aos valores encontrados por Jacometti et al. (2015).

Tabela 2 — Composi¢do proximal do BM.

Determinacao Bagaco de malte (%)
Umidade 78,3 +0,4
Proteinas*® 21,5+0,8
Lipidios* 4,2+0,3
Cinzas* 3,3+0,7
Carboidratos* 71,0

*Resultados expressos em base seca. Todos os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo das
triplicatas. Carboidratos obtidos por diferenca.

Para cinzas, Mussato e Roberto (2005) obtiveram valores maiores que esse estudo
(4,6%), e Kanauchi et al. (2001) encontraram um menor teor (2,4 %). A quantidade
relativamente alta da fragcdo proteica evidencia a possibilidade da reutilizacdo do BM para

obtencéo de proteinas e futura aplicagdo em produtos alimenticios.

5.2 DETERMINACAO DO PONTO ISOELETRICO DAS PROTEINAS DO BM

O ponto isoelétrico (pl) é influenciado pela presenca de todos os aminoacidos
constituintes das proteinas, sendo este funcdo do pK dos seus grupos carboxilicos e amino
terminais ionizaveis e das cadeias laterais desses aminoacidos constituintes (BECKER, 2007).
A cevada, principal constituinte do BM, apresenta elevada quantidade de amino&cidos acidos

como acido glutamico (26,9 %), acido aspartico (6,8 %), em relacdo aos aminoacidos totais
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(HOUDE et al., 2018). Esses aminoacidos sao classificados como &cidos pois ficam carregados
negativamente em pH acima de 3 (ponto isoelétrico) (BECKER, 2007).

Na Figura 4, a menor concentracao proteica observada no sobrenadante no pH 3, e a
maior concentracao no precipitado € no mesmo pH, indicando o ponto isoelétrico das proteinas
obtidas do BM. O mesmo pl (3,0) foi encontrado por Arauzo et al. (2019), que também
estudaram a obtencgdo de proteinas do BM com o método do pH-shifting. Ervin et al. (1989)
estudaram a obtencao de concentrados proteicos do BM e precipitaram as proteinas com etanol
95% no pH 2,0. Connolly, Piggot e Fitzgerald (2013) também avaliaram o pl do bagaco de
malte claro e escuro (utilizados para processamento de cervejas claras e escuras), e relataram o
pH de 3,8 como sendo o pl destes materiais. Diferentes comportamentos de solubilidade podem
ser encontrados devido a diversos fatores como variagdes na composicao dos graos e formas de
cultivo, o que podem resultar em alteragdes na composicdo de aminoacidos presentes no BM,

e assim modificando o pl das proteinas.

Figura 4 — Determinacdo do ponto isoelétrico das proteinas do BM em funcédo da
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53 MAXIMIZACAO DA EXTRACAO DE PROTEINAS DO BM ASSISTIDA POR
ULTRASSOM

Ap0s caracterizacdo quimica da matéria-prima, secagem e moagem do material, foi
realizado um delineamento composto central. No presente estudo, o0 DCC 22 foi utilizado para
maximizar a extracdo das proteinas do BM com o uso de ultrassom. A Tabela 3 apresenta os
valores codificados e reais para o0 DCC 23 e o teor de proteina soltivel determinado ao final da

extragéo.

Tabela 3 — Resultados do delineamento experimental DCC 23,
Ensaio Xi(min)  Xz2(pv?) X3 (W) P (mgg?) Pr(mgg?') DR (%)

1 10 (-1) 15(-1) 250 (-1) 70,59 67,52 4,35
2 30 (+1) 15(-1) 250 (-1) 94,35 95,48 -1,19
3 10 (-1) 45 (+1) 250 (-1) 84,68 87,50 -3,33
4 30 (+1) 45 (+1) 250 (-1) 116,84 115,46 1,18
5 10 (-1) 15(-1) 550 (+1) 90,18 94,24 -4,50
6 30 (+1) 15(-1) 550 (+1) 107,60 104,98 2,44
7 10 (-1) 45 (+1) 550 (+1) 118,54 114,23 3,64
8 30 (+1) 45 (+1) 550 (+1) 122,60 124,97 -1,93
9 20 (0) 30 (0) 400 (0) 101,65 100,55 1,08
10 20 (0) 30 (0) 400 (0) 98,90 100,55 -1,67
11 20 (0) 30 (0) 400 (0) 101,02 100,55 0,47
12 20 (0) 30 (0) 400 (0) 99,61 100,55 -0,94

Legenda: Xi: Tempo; Xz: Sélido:Solvente; Xs: Poténcia; P: Teor de proteina; Pp: Teor de proteina predita; DR:

desvio relativo.

Conforme exposto na Tabela 3, os teores de proteina variaram de 70,59 (ensaio 1) a
122,60 mg g (ensaio 8) em funcdo das condicBes de extragdo estudadas. O maior teor de
proteina obtido foi alcancado no ensaio 8 (122,60 mg g*). O baixo coeficiente de variagdo (1,09
%) no ponto central (ensaios 9-12, 100,30 + 1,09 mg g™*) sugere uma boa reprodutibilidade dos
ensaios.

As variaveis significativas codificadas e a variavel resposta do DCC foram utilizadas

para calcular os coeficientes de regresséo, erro padrdo, valores de p e t, como mostra a Tabela
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4. A interacdo entre o tempo e relacdo sélido:solvente, e a interacdo entre a poténcia e relacdo
solido:solvente foram os Unicos fatores néo significativos (p>0,05).

A Tabela 5 mostra os resultados dos parametros da ANOVA. Pode-se observar que o
teste F para regressao foi significativo (p<0,05), uma vez que o valor de Fca (21,09) é maior
que 0 Fab (6,09), indicando assim que o modelo é preditivo e pode explicar o efeito do tempo
de extracdo, proporcdo de solvente utilizado e poténcia do ultrassom na extracdo de proteinas.
O coeficiente de determinacdo (R?) igual a 0,97 indicou que apenas 3% da variagdo total da

resposta ndo pode ser explicado pelo modelo.

Tabela 4 — Coeficientes de regresséo (CR), erro padréo (EP), valores de p e t obtidos

no DCC 22 para o teor de proteinas.

Fator CR EP t(4) p*
Média 100,29 1,99 50,15 <0,05
X1 9,67 1,41 6,84 <0,05
X2 9,99 1,41 7,07 <0,05
X3 9,06 1,41 6,40 <0,05
X1 X X2 -0,62 1,41 -0,44 0,68
X1 X X3 -4,31 1,41 -3,04 <0,05
X2 X X3 0,85 1,41 0,59 0,58

*Nivel de significancia de 0,05; Legenda: X1: Tempo; Xz: Sélido:Solvente; X3: Poténcia

Tabela 5 — ANOVA fatorial do DCC para o teor de proteina.

Fonte de

.. SQ GL MQ Fcal Ftab R?
variacgéo
Regressdo  2361,35 7 337,33 2109 6,09 0,97
Residuo 63,99 4 15,99

Total 2425,34 11

Legenda: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Média dos quadrados

A partir dos resultados da ANOVA fatorial e dos coeficientes de regressdo, um modelo
de primeira ordem (Equacdo 8) foi estabelecido a partir das variaveis codificadas, a fim de
descrever o comportamento da extracdo de proteinas no ultrassom em funcao do tempo, razéo

solido:solvente e poténcia do equipamento, como segue:
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Teor de proteinas (mg g™)=100,29+(9,67xX,)+(9,99%xX,)+(9,06xX3)-(4,31xX;xX3) (8)

Onde X1, X2 e X3 séo os valores codificados que representam o tempo de extragao, a
razdo soOlido:solvente e a poténcia do ultrassom, respectivamente. Entre os trés fatores
avaliados, a razdo solido:solvente exerceu o maior impacto na extracdo das proteinas, uma vez
que apresentou o maior valor absoluto de coeficiente de regressao (9,99), seguido do tempo de
extracdo (9,67), conforme mostrado na Tabela 4. A partir do modelo preditivo descrito na

Equacao 8, as curvas de contorno foram construidas (Figuras 5, 6 e 7).

Figura 5 — Curva de contorno para extracdo de proteinas em funcdo do tempo de

extracao e poténcia do ultrassom.
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As superficies de contorno sdo construidas com o intuito de compreender as interagdes
entre as variaveis independentes e determinar seus valores para atingir a otimizagao e melhoria
de processos. A Figura 5 ilustra graficamente o efeito da interacdo da variacdo do tempo de
extragdo com a poténcia da sonda ultrassénica na extracdo das proteinas do BM. Esta sugere
que a melhor extracdo proteica independe do tempo analisado na maior poténcia do ultrassom
(550 W), entdo é possivel obter a mais alta concentracdo de proteinas, no menor tempo de
extracdo (10 min). O mesmo efeito ocorre na Figura 6, onde a superficie de contorno mostra a
interacdo do tempo de extragcdo com a razdo sdlido:solvente. A méxima concentracdo de

proteina é alcancada com o aumento da proporcdo de solvente (1:45, p/v) e a sua interagdo com
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o tempo ndo ¢ significativa (p>0,05), novamente o tempo ndo influiu na extracdo da proteina,

portanto apos esta analise o tempo de extracéo foi fixado em 10 min.

Figura 6 — Curva de contorno para extracdo de proteinas em funcdo do tempo de

extracdo e razdo solido:solvente.
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Figura 7 — Curva de contorno para extracdo de proteinas em fungédo da poténcia do

ultrassom e razdo sélido:solvente.
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A Figura 7 mostra o grafico de contorno que ilustra a interagdo da poténcia do
equipamento com a razdo solido:solvente. Neste caso, é possivel observar que a maxima
concentracdo de proteina obtida foi alcancada na maior poténcia estudada (550 W) e na maior
proporcéo de solvente (1:45, p/v).

Portanto, apds a anélise das respostas do delineamento composto central realizado, foi
determinada as condi¢Ges de extracdo das proteinas no ultrassom em t = 10 min, razdo
solido:solvente = 1:45 (p/v) e P = 550 W (ensaio 7).

54 ANALISE DA SUPERFICIE MORFOLOGICA DO BM ANTES E APOS
TRATAMENTO COM ULTRASSOM

As imagens de MEV foram obtidas para analisar a superficie morfolégica do BM antes
e apds o tratamento com ultrassom, a fim de verificar as mudangas em suas estruturas que
corroborassem com 0 aumento da extracdo de proteinas. A extracdo de proteinas assistida por
ultrassom em matrizes vegetais vem sendo estudada com o intuito de aumentar o rendimento
da extracdo proteica.

Os efeitos do ultrassom de alta intensidade sdo atribuidos a sua capacidade de induzir a
cavitacdo. Durante a sonicacdo, pequenas bolhas de gas sdo formadas dentro do fluido que
colapsam violentamente, levando a uma intensa cavitagdo, turbuléncia e tensdes de
cisalhamento. Além disso, o ultrassom ¢é considerado uma técnica de processamento “verde”
como uma alternativa aos procedimentos convencionais de processamento, preservacdo e
extracio (FLORES-JIMENEZ et al., 2019).

A Figura 8 mostra as imagens obtidas pela microscopia eletronica de varredura do BM.
Pode-se observar que nas Figuras 8A e 8B, o BM sem aplicacdo do ultrassom, apresenta
superficies mais lisas e sem porosidade. Ja a Figura 8C e 8D apresenta as superficies do BM
pos tratamento com ultrassom, e nota-se claramente e presenca de micro furos em sua estrutura,
0 que indica que que a poténcia ultrassonica de 550 W contribuiu para a ruptura celular e
aumentou a permeabilidade das paredes celulares. Dessa forma, o solvente entra mais
facilmente na parte interna do material e pode extrair e solubilizar a proteina com mais
facilidade (LI et al., 2020). No entanto, até 0 momento néo foi encontrado nenhum estudo que
analisou a superficie do bagaco de malte ap6s o tratamento com ultrassom para fins de

comparacéo e discussao.
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Figura 8 — Imagens da microscopia eletronica de varredura do BM antes e apds

tratamento com ultrassom.

.
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A — Ampliacdo de 200x, amostra sem aplicagdo do ultrassom; B — Ampliagdo de 1000x, amostra sem aplicacdo
do ultrassom; C — Ampliacdo de 200x, amostra com aplicagéo do ultrassom; D — Ampliacdo de 500x, amostra com

aplicacédo do ultrassom.

A partir das imagens obtidas por MEV e da concentracdo de proteina obtida apds o
tratamento com ultrassom neste estudo e apds revisdo da literatura, pode-se inferir que o
tratamento do bagaco de malte com o ultrassom aumentou a extracdo de proteinas, através da
modificacdo estrutural provocada pelo efeito da cavitacdo na superficie do BM, o que aumentou
a porosidade e assim facilitou a solubilizacdo das proteinas pelo solvente aplicado.

5.5 COMPOSICAO DO CONCENTRADO PROTEICO OBTIDO DO BM

O concentrado proteico do BM obtido através da extracdo assistida por ultrassom (P =

550 W, t = 10 min e razdo sélido:solvente (1:45)) e precipitagdo no pl apresentou 48,3 % de
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proteinas. O rendimento em massa de extrato proteico foi de 30,5 % e o rendimento da extracdo
proteica de 62,7 %. Este resultado é duas vezes maior ao obtido por Connolly, Piggott e
Fitzgerald (2013), que obtiveram 23,1 e 26,9 % no concentrado proteico do BM claro e escuro,

respectivamente.

Tabela 6 — Composicao proximal do concentrado proteico do BM e rendimento do processo

de extracéo.

Determinacao Quantidade (%)
Proteinas 48,3 +0,8
Lipidios 18,2 +0,4
Cinzas 5,8+0,5
Carboidratos 27,7
Rendimento em massa de extrato proteico (1 %) 30,5
Rendimento da Extrag¢ao Proteica (REP %) 62,7

Todos os resultados sdo expressos em base seca, € como média + desvio padrao das triplicatas.

Ja a extracdo de proteinas assistida por ultrassom do BM realizada por Li et al. (2020),
que foi fixada em 250 W por 20 min, na proporcdo 1:15 (p/v), resultou em rendimento de
extracdo final de 86,16 %, e aumentou 0,88 vezes em comparac¢ao com a extracdo de proteinas
convencional sem ultrassom (45,71 %). Yu et al. (2020) desenvolveram um processo
enzimatico assistido por ultrassom para separar a proteina do BM com uma poténcia de 500 W
e amplitude de 40 % por 10 min. Os resultados mostraram que a eficiéncia de separacédo de
proteinas aumentou para 69,8 % e a carga enzimatica reduzida em 73 %. Tang et al. (2010)
também relataram que sob poténcia ultrassénica de 88,2 W/100 mL por 81,4 min, a obtencédo
de proteina atingiu 96,4 + 3,5 mg g de amostras do BM. Neste estudo, como jé foi demonstrado
no Item 5.3, 0 maximo teor de proteina obtido (ensaio 7: 118,54 mg g-) foi atingido em apenas
10 min. Portanto, o uso de ultrassom pode ser um método simples e eficiente para a recuperacéo
de proteinas do BM.

O teor de lipidios (18,2 %) e carboidratos (27,7 %) encontrados, sugerem que 0
ultrassom pode ter facilitado o arraste destes compostos para o0 extrato proteico. Além disso,
isso pode ser atribuido a co-solubilizacdo destes materiais, que também sdo solGveis em alcali
(ROMMI et al., 2018). As cinzas apresentaram 5,8 %, sendo que estas podem estar presentes
nos concentrados em funcéo da presenca de sal que se forma pela adi¢éo do hidréxido de sodio
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e &cido cloridrico durante os processos de solubilizacdo e precipitacdo das proteinas
(OMURA et al., 2021).

5.5.1 Fracionamento das proteinas do BM

As glutelinas representaram a maior fragdo de proteinas (73,1 %) no concentrado
proteico obtido neste estudo, conforme demonstrado na Tabela 7. Em outro estudo, as
prolaminas foram mais abundantes (LI et al., 2020), mais especificamente as hordeinas, de

acordo com as bandas eletroforéticas encontradas na faixa de 17, 34 e 72 kDa.

Tabela 7 — FracGes proteicas encontradas no concentrado proteico do BM.

Fracao proteica % do total
Albuminas 10,6 £ 1,2
Globulinas 7,3+0,9
Glutelinas 73,1 £0,4
Prolaminas 8,0+0,8

O solvente de extracdo utilizado neste trabalho (NaOH) produziu hidrolise alcalina que
tinha como alvo apenas uma fracdo proteica especifica produzido no BM, como globulinas e
glutelinas. De acordo com Arauzo et al. (2019) as proteinas dos graos podem ser classificadas
em quatro classes principais de acordo com suas extragdes sequenciais: alouminas (solveis em
agua), globulinas (soltveis em sal), hordeinas (soltveis em alcool) e glutelinas (&cido/alcalino-
sollveis). As principais proteinas do BM sdo as glutelinas e hordeinas e, portanto, as hordeinas
nédo se solubilizaram durante o processo descrito neste estudo. As solugdes alcalinas sdo 0s
solventes Generally Recognized As Safe (GRAS) mais eficazes para a extracdo de proteinas de
plantas e cereais (CONNOLLY; PIGGOTT; FITZGERALD, 2013), e portanto, 0 NaOH foi

escolhido como solvente de extragéo.

5.6 ESTUDO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS DO CONCENTRADO PROTEICO
5.6.1 Solubilidade proteica

A Figura 9 apresenta a solubilidade proteica (%) do concentrado proteico do BM. Os
valores minimos de solubilidade foram apresentados no pH 4,0 e valores maximos no pH 2 e

10,0, alcancando 90,1 e 86,2 %, respectivamente. A menor solubilidade encontrada foi no pH
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4,0, isto é, perto do ponto isoelétrico das proteinas do BM (3,0), enquanto que a solubilidade
aumentou tanto em valores de pH maiores e menores. Acima ou abaixo do ponto isoelétrico as
proteinas incham e ligam-se mais facilmente a agua, em razdo do aumento das cargas liquidas
e das forcas repulsivas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Figura 9 — Solubilidade proteica do concentrado proteico do BM.
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Este resultado foi maior que o alcancado para hidrolisados proteicos do BM obtidos por
extracao enzimatica assistida por ultrassom por Yu et al. (2020), onde a solubilidade encontrada
em pH 3, foi de 85,6%. Outro estudo relatou 0 aumento da solubilidade da proteina do BM ap6s
a hidroélise enzimaética. Celus; Brijs e Delcour (2007) mostraram que a hidrolise enzimatica do
BM resultou no aumento da solubilidade da proteina, especialmente em uma faixa de pH baixo
(2,0-4,0).

No caso deste estudo, o aumento da solubilidade no pH 2 e 10,0 também pode ser
atribuido a mudancas conformacionais na estrutura da proteina do BM, como o desdobramento
de cadeias polipeptidicas e a liberacdo de agregados solUveis, ocasionados pela sonicacao
(HIGUERA-BARRAZA et al., 2016).

5.6.2 Propriedades de espuma

As propriedades de formacao de espuma sdo importantes na indudstria de alimentos e na
formulacdo de medicamentos. Geralmente, a capacidade de formacdo de espuma (CFE)
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depende da solubilidade e hidrofobicidade da proteina, enquanto a estabilidade da espuma (EE)
depende da concentragdo de proteina, hidratacdo e interagdes moleculares (SHENG et al.,
2018). A capacidade de formar e estabilizar espumas é uma propriedade funcional importante,
principalmente para produtos de confeitaria e panificagdo como bolos, massas e paes (KUMAR
et al., 2014). A CFE do concentrado proteico obtido do BM foi de 42,5 = 2,3 %, e a EE foi de
98,4 £ 1,6 %.

Li et al. (2020) estudaram as propriedades funcionais das proteinas do BM ap0és extracdo
assistida por ultrassom. Os autores relataram que sob ciclo de trabalho continuo do ultrassom,
a CFE e EE foram afetadas negativamente, quando comparada a ciclos intervalados. Sob o ciclo
de trabalho a 100% (P = 250 W e t = 20 min), a CFE atingiu 127,28 + 3,7 %, e a EE 99,49 +
1,4 %, e sob o ciclo de trabalho a 80 %, a CFE e EE atingiram 136,4 £ 1 % e 118,63 £ 1,9 %,
respectivamente.

O ultrassom vem sendo implementado e usado como uma nova alternativa para a
realizacdo de estudos sobre as propriedades funcionais de proteinas. De acordo com Higuera-
Barraza et al. (2016), a aplicacdo de pulsos ultrassénicos melhora as propriedades de formacéo
de espuma das proteinas devido ao aumento da estabilidade, melhor volume e diminuicdo do
tamanho das particulas. Além disso, diversos fatores podem influenciar as propriedades
espumantes das proteinas, como fonte proteica, método de preparacdo, extragdo, composicao,
solubilidade, concentracdo, pH, temperatura, presenca de sais, lipideos, entre outros. O
sinergismo desses fatores pode fazer com que cada proteina atue de uma forma, o que dificulta

a generalizacdo e comparacdo com outros resultados obtidos.

5.6.3 Propriedades emulsificantes

O indice de emulsificacdo (IE) mede a capacidade da proteina de formar emulsdes,
enquanto o indice de estabilidade da emulsdo (IEE) mede a capacidade da proteina de formar
uma emulsdo estavel dentro de um periodo de tempo. A Tabela 8 apresenta as propriedades
emulsificantes do concentrado proteico para IE e EIE. Pode-se observar que o maior valor de
emulsificagéo foi encontrado no pH 10.

O IE em pH 10 (72,9 + 0,09 m? g'!) foi maior ao encontrado por Li et al. (2020), que
sob condi¢des de 60% de ciclo de trabalho no ultrassom, a uma poténcia de 250 W e 25 min de
tratamento, encontraram 40,44 + 1,68 m? g}, e EIE em 84.44 + 0.88 %. De acordo com Sullivan,
Park e Beevers (2016), o tratamento de ultrassom pode causar uma reducdo parcial no tamanho

da proteina, resultando na exposicao de grupos hidrofobicos e assim permitindo uma absorcéo
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mais rapida da proteina para a interface 6leo-agua, aumentando as propriedades emulsificantes.
Além disso, o pH alcalino promove um aumento nas propriedades emulsionantes devido aos
desdobramentos dos poli peptideos devido as cargas negativas nessa faixa de pH. Como
consequéncia dessa alteracao, a repulsao permite uma maior orientacdo na interface e exposi¢édo
de residuos peptidicos hidrofilicos e hidrofoébicos que promovem interacGes importantes nas
propriedades da emulséo.

Tabela 8 — Propriedades emulsificantes do concentrado proteico do BM.

oH Indice de emulsificacéo Indice de estabilidade da
(m? g™ emulsio (%)

2,0 40,2 + 0,08° 91,2 +0,07°

4,0 36,9 + 1,24 64,7 +0,8¢

7,0 62,6 = 1,1° 91,8 +0,9°

10,0 72,9 +0,09* 73,8 £0,05¢

Valores médios + desvio padrdo; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa.

Segundo Latorres et al. (2018), o pH afeta as propriedades emulsionantes, alterando a
hidrofobicidade da superficie da proteina e a camada protetora que envolve os glébulos
lipidicos. Os menores valores de emulsificacdo foram encontrados no pH 4,0, provavelmente
porque este pH esta proximo ao ponto isoelétrico das proteinas do BM, onde algumas moléculas
sdo precipitadas ou apresentam cargas reduzidas.

5.6.4 Capacidade de retencdo de 6leo e agua

A CRA é uma propriedade funcional importante das proteinas em alimentos viscosos
(sopas, assados e produtos de massa); ja que esses alimentos podem se ligar a 4gua sem
dissolugdo de proteinas, 0 que prolonga o espessamento e a viscosidade. JA& a CRO é um
parametro significativo de retencédo de sabor em alimentos e também é importante em produtos
de panificacdo, atuando como agentes extensores.

A CRA obtida do concentrado proteico do BM foi ligeiramente maior do que a CRO,
sendo 8,89 + 0,27 € 6,56 + 0,76 g g%, respectivamente. Dabbour (2018) obteve isolado proteico
da farinha de girassol através da extracdo assistida por ultrassom (P = 220 W, t = 15 min) e
estudou suas propriedades funcionais. A CRA obtida para o isolado foi de 0,98 g g%, e a CRO
foi 2,06 g g 1. Os resultados encontrados para o concentrado proteico do BM podem ser
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explicados por Li et al (2020), pois provavelmente o tratamento com o ultrassom ocasionou a
desnaturacdo parcial e dissociacdo das proteinas, expondo grupos hidrofilicos que resultou em

uma maior interacdo com as moléculas de agua.

5.7 DIGESTIBILIDADE PROTEICA

A digestibilidade proteica do concentrado proteico do BM apresentou um resultado de
86,6 + 2,3 %, indicando ser uma proteina muito interessante para ser aplicada no setor
alimenticio. A separacdo das proteinas dos demais componentes do BM facilita a agdo de
enzimas digestivas, aumentando a sua digestibilidade.

Segundo Vanga; Wang e Raghavan (2020), proteinas vegetais geralmente possuem
baixa digestibilidade comparada a proteinas lacteas. Dessa forma, alguns métodos vem sendo
empregados com intuito de melhorar essa caracterisitca, sendo um deles o ultrassom. No mesmo
estudo, eles estudaram o efeito do ultrassom (400 W, 1-16 min) no leite de soja, e avaliaram a
digestibilidade proteica e a atividade dos inibidores de tripsina. Os resultados revelaram que a
sonicacao reduziu significativamente a atividade do inibidor de tripsina em até 52 % e aumentou
a digestibilidade das proteinas para do leite de soja para 84%. Alguns estudos relataram que a
estrutura secundaria das proteinas, incluindo a-hélice e B-folha estdo fortemente associadas a
digestibilidade proteica. Apos o tratamento do ultrassom (16 min), os autores observaram as
modificacOes estruturais das proteinas do leite de soja, e observaram que as estruturas a-hélice
foram reduzidas, enquando que as B-folha aumentaram. O mesmo foi observado por Ochoa-
Rivas et al. (2017), que ap0s o tratamento com ultrassom, houve um aumento na digestibilidade
da proteina de amendoim, e perdas conformacionais nas estruturas a-hélice, e um aumento nas
B-folha.

Um estudo anterior também avaliou as mudancas na estrutura secundaria no isolado de
proteina de soja devido a ultrassonicacdo. Eles mostraram que na ultrassonicacdo de baixa
poténcia (200 W), ha uma reducdo nas a-hélices enquanto as conformacbes das B-folha
aumentam. No entanto, quando a poténcia foi aumentada para 600 W, had uma reversdo
resultando em aumento de hélices-a e uma perda rapida nas B-folhas (HU et al., 2013). No
entanto, pesquisas adicionais sdo necessarias para avaliar se 0 mesmo acontece com as proteinas
do BM.
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5.8 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A funcionalidade das proteinas é altamente influenciada por suas propriedades térmicas.
Portanto, informacGes sobre mudancas estruturais dessas proteinas durante e apos a sonicacao
podem ser Uteis na concepcdo de sistemas de processamento de alimentos (GHARIBZAHEDI;
SMITH, 2020). Para verificar a estabilidade térmica do concentrado proteico do BM foi

realizada a analise de DSC, cujos valores estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Propriedades térmicas do concentrado proteico do BM.

Parametros Concentrado proteico do BM
Ti (°C) 121,85
Tp (°C) 130,22
Te (°C) 143,57
AH (J g1 49,63

T1: Temperatura inicial; Tp: Temperatura de pico; Ts: Temperatura final de desnaturagdo, AH: entalpia

de desnaturacéo.

A entalpia de desnaturacdo do concentrado proteico do BM apresentou uma entalpia de
49,63 J g. O resultado foi proximo ao encontrado por Piotrowicz & Salas-Mellado (2017) para
o concentrado proteico do farelo de arroz desengordurado obtido da industria, que foi de
49,25 J g%, que por ter passado por um processo com uso de pressdo e altas temperaturas para
remocao do 6leo, ocasionou uma maior quantidade de proteinas desnaturadas, aumentando a
estabilidade térmica em comparacdo ao concentrado proteico obtido do farelo de arroz
desengordurado em laboratorio (39,26 J g1), utilizando um processo mais brando. O mesmo
pode ter acontecido ao concentrado proteico do BM, que ao ter passado pela sonicagédo, que
produziu efeito de cavitagdo e forgas de cisalhamento, pode ter desnaturado algumas proteinas.

A desnaturacdo est4 associada com o rompimento de ligagdes intramoleculares, causado
pela absorcdo de energia (processo endotérmico). Mudancgas nas entalpias de desnaturacéo
podem estar associadas com mudancas nas forcas de ligacdo entre as moléculas. O estado
conformacional em que as proteinas possuem forcas de ligacdo mais fracas, requerem menos
energia para se desdobrar, e como consequéncia uma reducdo na entalpia pode ser observada
(FRYDENBERG et al., 2016). O valor da T4 permite que se estabeleca a temperatura final do

processo térmico (cozimento), todavia, as mudancas entalpicas (AH) sdo conhecidas e
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utilizadas nos célculos de transferéncia de calor do produto durante o processamento térmico
na industria alimenticia (ARNTFIELD; MURRAY, 1981; JOHNSON, 2013).
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, foi realizada a obtencéo do concentrado proteico do BM através da
extragdo assistida por ultrassom, seguido do método de precipitacdo no ponto isoelétrico, e para
isso 0 ponto isoelétrico foi determinado em pH 3,0.

A melhor condicéo de extracdo proteica assistida por ultrassom foi determinada através
de um planejamento experimental DCC 23, sendo estes, tempo de 10 min, poténcia de 550 W e
razdo solido:solvente de 1:45 (p/v). A hip6tese que o ultrassom facilitaria a extracdo de
proteinas pelo rompimento da estrutura fibrosa do BM corrobora com as imagens obtidas por
microscopia eletrdnica de varredura.

Além de ter facilitado a extracdo de proteinas do BM, o ultrassom melhorou algumas
propriedades funcionais do concentrado proteico, alcangando 90,1 % e 86,2 % de solubilidade
em pH 2 e 10, respectivamente. Além disso, obteve-se um indice de emulsificacdo em pH 10
de 72,9 m? gt. O CRA foi maior que o CRO, indicando que a sonicagdo pode ter ocasionado
uma desnaturacdo parcial de proteinas, o que facilitou uma maior interagdo com moléculas da
agua do que do 6leo. Ja as propriedades espumantes foram influenciadas negativamente pela
aplicacdo da sonicacdo. As propriedades funcionais obtidas indicam que o concentrado proteico
do BM é uma 6tima opcao para ser usado em produtos alimenticios.

A digestibilidade proteica apresentou 86,6%, indicando ser uma 6tima fonte de proteina
vegetal para alimentacdo humana, devido ao seu elevado valor encontrado. Também apresentou
uma entalpia de 49,63 J g*.

Este estudo forneceu informacdes de como o pré-tratamento do BM com ultrassom pode
melhorar a extracdo proteica, em um curto periodo de tempo, além de melhorar as propriedades
funcionais do concentrado proteico, oferecendo uma fonte alternativa de proteina vegetal a

industria de alimentos.
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7 RESIDUOS GERADOS

Todos os residuos gerados foram descartados de acordo com as normas ambientais da
Universidade.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Analisar a composicao de aminoécidos do concentrado proteico.

Aplicar o concentrado em produtos alimenticios, para avaliagdo das suas propriedades
funcionais nos alimentos, bem como a analise sensorial desses produtos.

Estudar o residuo insoltvel e fibroso remanescente da extracdo das proteinas do BM,
como fonte de material lignoceluldsico, podendo ser utilizado em processos fermentativos e
também como material adsorvente de contaminantes.

Estudar a viabilidade de aplicar o processo da extracdo assistida por ultrassom em escala

industrial.
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