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RESUMO
O aumento no consumo de produtos a base de proteinas de origem vegetal desencadeou uma
maior busca por fontes alternativas de proteinas. Diferentes matrizes vegetais vém sendo
melhor estudadas em termos de funcionalidades e propriedades nutricionais. O sorgo € um
cereal pouco utilizado para a alimentagcdo humana. Em geral, suas proteinas apresentam baixa
solubilidade devido ao alto conteddo de prolaminas e outros fatores, como taninos. Entretanto,
as prolaminas do sorgo apresentam aplicaces funcionais interessantes, como a estabilizacao
de emulsGes Pickering, devido a sua baixa solubilidade, e deve-se ainda considerar que ha
outras fragOes proteicas no grao, como albuminas, glutelinas e globulinas. Neste trabalho as
proteinas do sorgo foram extraidas utilizando-se a extracdo alcalina, avaliando diferentes pHs
(8,9, 10, 11 e 12) e temperaturas (20 °C e 40 °C), em seguida, com base no melhor rendimento
a 40 °C foram produzidos concentrados proteicos obtidos nas seguintes condi¢des de extracao:
pH 8 - CPS 8 (condigdo branda), pH 10 - CPS 10 (condi¢do moderada) e pH 12 - CPS 12
(condigdo extrema). Os concentrados foram avaliados em termos de composi¢do centesimal,
solubilidade e capacidade emulsificante. O maior rendimento proteico foi obtido em pH 12 a
40 °C (58,90 % + 3,94). Os concentrados apresentaram composicdo centesimal parecidas,
independente da condicdo de extracdo, entretanto o perfil de solubilidade apresentou um
aumento drastico para o CPS 12. A capacidade emulsificante dos concentrados foi entre 282,5
g 6leo/g de proteina e 400 g 6leo/g de proteina, comparavel a de concentrados proteicos de soja
e grao de bico. Emulsdes foram produzidas utilizando homogeneizador tipo Turrax em pH 7
para diferentes proporcdes de 6leo:agua (30:70, 50:50 e 70:30) e concentracdes de proteina (0,5
%, 1 % e 2 %). As emulsdes foram do tipo 6leo-em-agua e apresentaram distribuicdo de
tamanho de gotas bimodal para as concentracfes de 1 % e 2 % de proteina, enquanto que para
0,5 % foram polidispersas. O D[4,3] das emulsdes produzidas com os diferentes concentrados
variou entre ~11 e 46 um, diminuindo com o aumento da concentracdo de proteina. As emulsdes
ndo apresentaram separacdo de fases durante o periodo avaliado de 7 dias, quando produzidas
com 70 % de fase oleosa. A alta estabilidade das emulsdes foi relacionada a presenca de
prolaminas que, por serem insolGveis em meio aquoso, podem estabilizar interfaces pelo
mecanismo Pickering, junto com um mecanismo combinado, devido a presenga de outras
fracOes proteicas no concentrado. Por fim, a emulséo produzida com o CPS 12 apresentou
comportamento Herschel-Bulkley com o pardmetro de comportamento (n) de 0,437, indice de
consisténcia (k) 1,785 Pa-s" e tensdo residual (o;) de 12,03 Pa; tal comportamento de
escoamento possivelmente esta relacionado a rede formada e a alta estabilidade da emulsao

frente a separacdo de fases.



ABSTRACT
The increase in consumption of plant-based products has triggered a greater search for
alternative sources of protein. Different plant matrices are being better studied in terms of
functionalities and nutritional properties. Sorghum is a cereal crop still underutilized for human
consumption, in general, its proteins have low solubility due to the high content of prolamins
and other factors, such as tannins. However, sorghum prolamins have interesting functional
applications, such as the stabilization of Pickering emulsions, due to its low solubility, and there
are still other protein fractions in the grain, such as albumins, glutelins and globulins. In this
work, sorghum proteins were extracted using alkaline extraction, evaluating different pH values
(8,9, 10, 11 e 12) and temperatures (20 °C and 40 °C), then, based on the best yield at 40 °C,
protein concentrates were produced under the following extraction conditions: pH 8 - CPS 8
(mild condition), pH 10 - CPS 10 (moderate condition) and pH 12 - CPS 12 (extreme condition).
The protein concentrates were evaluated in terms of proximate composition, solubility and
emulsifying capacity. The highest protein yield was obtained in pH 12 at 40 °C (58.90 % *
3.94). The concentrates showed similar proximate composition, regardless of the extraction
condition, however the solubility profile showed a drastic increase for CPS 12. The emulsifying
capacity of the concentrates was between 282.5 g oil/g of protein and 400 g of oil/g of protein,
comparable to that of soy and chickpea protein concentrates. Emulsions were produced using a
Turrax type homogenizer at pH 7 for different oil:water ratios (30:70, 50:50 and 70:30) and
protein concentrations (0,5 %, 1 % e 2 %). The emulsions were oil-in-water type and presented
a bimodal size distribution for 1 % and 2 % of protein concentrations, while for 0,5 % they were
polydispersed. The D[4,3] of the emulsions produced with the different concentrates varied
between ~11 and 46 pm, decreasing with increasing protein concentration. The emulsions did
not show phase separation during the evaluated period of 7 days, when produced with 70 % of
oil phase. The high stability of the emulsions can be attributed to the presence of prolamins,
that because of their insolubility in aqueous media they can stabilize interfaces by the Pickering
mechanism, along with a combined mechanism, due to the presence of other protein fractions
in the concentrates. Finally, the emulsion produced with CPS 12 showed a Herschel-Bulkley
behavior with flow behavior index (n) of 0.437, consistency coefficient (k) 1,785 Pa-s™ and
yield stress (o;) of 12.03 Pa; this flow behavior is possibly related to the network formed and

the high stability of the emulsion against phase separation.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A demanda por alimentos de origem vegetal vem aumentando em consequéncia de
novos habitos de alimentacdo, aumento da populacdo vegana, vegetariana e flexitariana e
preocupacOes acerca do meio ambiente. Na Ultima década, principalmente, verificou-se que a
producdo de alimentos de origem animal esta relacionada a altos custos e impactos ambientais
(TILMAN e CLARK, 2014; VAN DER GOOT et al., 2016). Assim, a academia e indudstria
vem enfrentando o desafio de buscar e utilizar fontes vegetais para suprir demandas nutricionais
e funcionais (BALANDRA 'N-QUINTANA et al., 2019).

Dentre as fontes de proteinas vegetais algumas ja sdo bastante utilizadas
industrialmente, como é o caso do trigo e soja, ou ainda possuem grande importancia
nutricional, como o feijdo ou a ervilha (LAM et al., 2018; YANG et al., 2018). Entretanto,
algumas fontes vegetais ainda sdo pouco exploradas, como € o caso do sorgo. Esse cereal €
pouco utilizado para a alimentagdo humana em alguns paises e 0 mercado vem diminuindo
nesses paises (STAMENKOVIC et al., 2020). Suas proteinas apresentam baixa digestibilidade,
devido principalmente ao alto contetido de prolaminas e taninos (DUODU, 2003; BUTLER et
al., 1984; TAYLOR et al., 2007). As prolaminas do sorgo apresentam caracteristicas unicas,
como alta hidrofobicidade e baixa solubilidade em &gua, e por isso sdo consideradas potenciais
biomateriais food-grade (SHAH et al., 2021). Entretanto, apesar de suas proteinas serem
majoritariamente prolaminas, o sorgo apresenta também albuminas, globulinas e glutelinas.

Para obtencdo das proteinas vegetais sdo empregadas diversas técnicas de extracao,
a maior parte delas tem como fundamento a solubilizacdo proteica e/ou a degradacao da parede
celular (KUMAR et al., 2021). A extracdo alcalina é muito comum em alimentos para obtencéo
de proteinas e em geral esté associada a bons rendimentos proteicos. O rendimento na extracao
alcalina pode ser influenciado pelo pH, temperatura e razdo sélido-solvente, sendo que os dois
primeiros podem também influenciar as propriedades das proteinas obtidas (CONTRERAS et
al., 2019). O meio alcalino além de solubilizar todas as fragdes proteicas também pode quebrar
as pontes dissulfeto, presentes principalmente nas proteinas de cereais, e favorecer sua
solubilizacdo (CONTRERAS et al., 2019).

Dentre as funcionalidades buscadas em proteinas vegetais esta a de estabilizar interfaces
(KIM et al., 2020). As proteinas vegetais podem ser utilizadas para produzir emulsdes 0Oleo-
em-agua, principalmente por sua caracteristica anfifilica (KIM et al., 2020). Porém, devido a
baixa solubilidade de algumas proteinas elas podem ser consideradas como particulas sélidas e

estabilizar emulsdes a partir do mecanismo Pickering (XIAO et al., 2016; LIU et al., 2018;
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FENG et al.,, 2021; NASRABADI et al.,, 2019). Emulsdes Pickering apresentam alta
estabilidade a coalescéncia e amadurecimento de Ostwald (SARKAR e DICKINSON, 2020).
Proteinas de cereais vem sendo utilizadas para esta finalidade, como as prolaminas do sorgo,
trigo e milho (XIAO et al., 2016; LIU et al., 2018; FENG et al., 2021; NASRABADI et al.,
2019).

Por outro lado, para obtencdo das prolaminas do sorgo sdo utilizadas técnicas de
extracao que envolvem solventes apolares. A obtencdo das outras fracdes de proteinas de sorgo,
que poderiam ser obtidas a partir da técnica convencional de extracéo alcalina ainda € pouco
explorada. Além disso, as emuls6es também podem ser estabilizadas por diferentes fracGes de
proteinas a partir de mecanismos combinados (NTONE et al., 2021; CHANG et al., 2022;
YANG e SAGIS, 2021).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi obter as proteinas do sorgo avaliando
diferentes condicdes de extracdo alcalina buscando maior rendimento proteico, caracterizar os
concentrados proteicos obtidos em termos de composicdo centesimal, potencial zeta,
solubilidade e capacidade emulsificante e por fim avaliar a aplicacdo funcional dos

concentrados em emulsoes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteinas de origem vegetal

As proteinas vegetais sdo componentes abundantes na natureza e possuem grande
importancia nutricional para a populagdo, principalmente para aqueles individuos que por
costumes, questdes sociais ou de preferéncia optam por ndo consumirem proteinas de origem
animal (MALEKZAD et al., 2018). As proteinas de origem vegetal também apresentam baixo
custo, sdo biodegradaveis e possuem propriedades tecnoldgicas interessantes para a inddstria
de alimentos (LOVEDAY, 2020; YILDIZ et al., 2017). Diante do cenério atual as proteinas
vegetais tém recebido grande atencdo, principalmente por se apresentarem como substitutos de
proteinas de origem animal em produtos alimenticios.

As proteinas sdo macromoléculas fundamentais para sistemas bioldgicos resultantes
da condensacdo de aminoacidos, formadas a partir de ligacdes peptidicas. Sdo 20 aminoacidos
gue podem se juntar para formar estruturas complexas que irdo apresentar diferentes
caracteristicas e fungdes biologicas (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). Dentre
as funcgdes bioldgicas desempenhadas pelas proteinas pode-se citar: estruturais, de transporte,
biocatalisadoras, hormonais e de reserva (RIBEIRO e SERAVALLLI, 2007), essa Ultima é a
funcao principal das proteinas nos graos.

As diferentes caracteristicas apresentadas pelas proteinas estdo relacionadas com a
sequéncia de aminoacidos que as compdem. Esses aminoacidos possuem diferentes
propriedades fisico-quimicas que dependem da natureza quimica do radical (grupo R)
(DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). Séo classificados como polares sem carga,
apolares, carregados positivamente ou carregados negativamente (RIBEIRO e SERAVALLI,
2007). Além disso, por conta da presenca dos grupos carboxilicos e amino, 0s aminoécidos séo
anfoteros podendo se comportar como acido ou base dependendo do pH do meio
(DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Além da estrutura primaria, definida pela sequéncia de aminoacidos, as proteinas
podem se organizar em estruturas secundarias como a-hélices e folhas-p que sdo estabilizadas
por ligagdes de hidrogénio (ZHENG, 2014). Ja as estruturas terciarias sdo estruturas mais
complexas que se referem ao arranjo espacial da cadeia polipeptidica, essas estruturas sdo
estabilizadas por diferentes tipos de interacbes quimicas (ligacGes dissulfeto, interacbes
eletrostaticas, ligacGes de hidrogénio, interacdes dipolares, interacbes hidrofébicas e de Van
der Walls) (ZHENG, 2014; SGARBIERI, 1996). As proteinas podem ainda apresentar

estruturas quaternarias. Em relacdo a sua estrutura, as proteinas séo classificadas em globulares,
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fibrilares ou flexiveis (SIM et al., 2021). As proteinas vegetais, especificamente, sdo formadas
principalmente de estruturas globulares e comumente se apresentam como oligdmeros (SIM et
al., 2021).

Uma outra classificacdo convenientemente utilizada para as proteinas vegetais é com
base em sua solubilidade. Essa classificacdo foi apresentada por Osborne em 1924, mas ainda
possui grande importancia tecnoldgica. Nesse aspecto, as proteinas vegetais sao divididas em
albuminas (soltveis em agua), globulinas (soltveis em soluc@es salinas), glutelinas (soluveis
em solucdes &cidas ou basicas diluidas) e prolaminas (soliveis em solucdes hidroetanolicas)
(OSBORNE, 1924; SIM et al., 2021).

Nos cereais, como trigo e milho, as fragcbes proteicas em maior quantidade séo as
glutelinas e prolaminas (TAN, NAWAZ & BUCKOW, 2021). Ja nas leguminosas, como feijao
e ervilha, as fracGes em maior quantidade sao albuminas e globulinas (LOVEDAY, 2020; SIM
et al., 2021). As oleaginosas, sementes com alto contetdo de lipidios, em geral possuem
grandes quantidades de globulinas e albuminas, como canola, girassol, soja e as améndoas que
por vezes sdo classificadas como oleaginosas. As nozes também podem ser incluidas neste
grupo, entretanto sdo mais ricas em glutelinas (TAN, NAWAZ & BUCKOW, 2021). Em termos
de teores de proteina, as leguminosas e as oleaginosas apresentam uma maior concentracdo de
proteina em comparacao aos cereais (TAN, NAWAZ & BUCKOW, 2021). J& os pseudocereais,
como amaranto e quinoa, contém teores consideraveis de proteinas, normalmente prolaminas e
glutelinas (SIM et al., 2021).

Algumas proteinas vegetais ja sdo bastante exploradas para diferentes finalidades. Por
exemplo, o feijdo e a ervilha, que normalmente sdo comercializados como graos inteiros crus,
apresentam grande importancia nutricional e comercial mundialmente (LAM et al., 2018;
YANG et al., 2018). Outras fontes como o trigo e soja também apresentam alto valor comercial,
devido principalmente as suas proteinas, que desempenham fungdes tecnoldgicas bem definidas
(ex.: panificagdo, andlogos de carne e leite). Por outro lado, outras fontes proteicas vegetais
estdo emergindo comercialmente como alternativas as fontes de proteinas tradicionais para o
desenvolvimento de novos produtos a base de vegetais (TAN, NAWAZ & BUCKOW, 2021).

Dentre as proteinas de fontes vegetais mais recentemente exploradas estdo as proteinas
de ervilha, arroz, milho, lentilha, grdo de bico, chia, canola (CAN KARACA et al., 2013;
GALVES et al, 2019; KARACA et al., 2011). Entretanto, algumas fontes ainda séo pouco
estudadas em termos de funcionalidades como as proteinas de pseudocereais (amaranto,

quinoa), cereais (aveia, centeio, sorgo), e ainda de folhas, cascas e sementes de frutas.
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2.2. Funcionalidades de proteinas vegetais

As propriedades e fungdes tecnoldgicas das proteinas dependem da sua origem,
variando o tamanho, conformacdo, carga, hidrofobicidade, perfil de aminoéacidos, além de
fatores externos que podem alterar sua estrutura (presenca de sais, enzimas, temperatura,
cisalhamento, pressdo e outros) (STONE et al., 2019). Essas caracteristicas podem atribuir
propriedades funcionais as proteinas, como solubilidade, retencdo de agua e 6leo, formacéo de
espuma, capacidade emulsificante e de formacédo de géis, fun¢des fundamentais para a aplicacdo
em produtos alimenticios (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

A solubilidade é uma propriedade funcional de grande importancia e se refere a
capacidade das proteinas de dissolver em um solvente (TAN, NAWAZ & BUCKOW, 2021).
Fatores como temperatura, pH, tipo de solvente e forca ibnica do meio influenciam na
solubilizacdo (DAY, 2013). A interacdo entre os grupos hidrofilicos da proteina e o solvente
aquoso (ndo organico) é um fator critico para sua solubilizacdo. Quando ha predominio de
interacOes idnicas entre a proteina e o solvente a solubilidade € aumentada, por outro lado
quando a repulséo eletrostatica entre as moléculas de proteina € enfraquecida, a solubilidade
diminui (TAN, NAWAZ & BUCKOW, 2021).

Todavia, as proteinas sdo comumente solubilizadas utilizando bases ou acidos,
ajustando o pH para longe de seu ponto isoelétrico. Neste caso, as proteinas irdo apresentar
carga liquida positiva (pH<pl) ou carga liquida negativa (pH>pl) que podem interagir com 0s
grupos iénicos dos solventes, facilitando a solubilizacdo (TAN, NAWAZ & BUCKOW, 2021,
DAY, 2013). No ponto isoelétrico, onde a carga liquida da proteina € zero, ela apresenta menor
solubilidade.

As proteinas de leguminosas (grande parte albuminas e globulinas) solubilizam melhor
em pH neutro quando comparadas a outras fontes vegetais, por outro lado as proteinas de
cereais, compostas majoritariamente de glutelinas e prolaminas, apresentam baixa solubilidade
em pH neutro devido ao baixo conteido de aminoacidos carregados (DAY, 2013; LOVEDAY,
2020). O uso de meios alcalinos, solventes organicos, temperatura, tratamentos quimicos ou
sais € frequente para aumentar a solubilidade dessas proteinas (MAJZOOBI et al., 2012;
ZHAO, TIAN e CHEN, 2010; HOU et al., 2017).

A solubilidade das proteinas € um fator fundamental para muitas propriedades
funcionais, como na formacdo e estabilizacdo de emulsdes. As emulsdes sdo sistemas
compostos por duas ou mais fases imisciveis, onde um liquido estd disperso em forma de
microgotas (fase dispersa) em outro (fase continua) (TAN, NAWAZ & BUCKOW, 2021;
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DAY, 2013). A natureza anfifilica das proteinas permite que elas adsorvam na interface
agua/oleo, diminuindo a tensdo interfacial e estabilizando esses sistemas (KIM et al., 2020).

Apesar de todas as proteinas possuirem natureza anfifilica elas apresentam diferentes
propriedades emulsificantes porque podem assumir diferentes conformacfes (DAMODARAN,
PARKIN e FENNEMA, 2010). A estabilidade/flexibilidade da cadeia polipeptidica,
adaptabilidade a mudangas no meio e a distribuicdo de grupos hidrofilicos e hidrofobicos na
superficie da proteina sdo fatores chaves (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).
Sendo assim, cada proteina vegetal pode apresentar diferente propriedade emulsificante, a
depender da fonte e das condicfes as quais elas sao submetidas.

O mecanismo de adsorcédo das proteinas na interface acontece em trés estagios (KIM et
al., 2020). Primeiro a proteina é transportada para a interface, nessa etapa o padrdo de
distribuicdo de grupos hidrofilicos e hidrofébicos é fundamental para que a migracdo ocorra
(DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). No segundo estagio, ocorre um certo
desdobramento molecular e os sitios hidrofébicos que estavam no centro da estrutura sao
expostos e adsorvidos na superficie do 6leo (NISHINARI et al., 2014; KIM et al., 2020). Por
fim, as proteinas adsorvidas produzem um filme viscoelastico ao redor das goticulas, que atribui
estabilizacdo estérica (dependendo da proteina) e eletrostatica (dependendo das condigbes do
solvente) as gotas (LAM & NICKERSON, 2013).

As proteinas de leguminosas sao reconhecidas por terem boa capacidade emulsificante
(GEERS et al., 2017; LAM et al., 2018; PENG et al. 2018; STONE et al., 2015; MULTARI,
STEWART e RUSSELL et al., 2015; SHEVKANI et al., 2015; YANG et al., 2018). Ja as
proteinas de cereais normalmente apresentam menor capacidade emulsificante quando
comparadas as proteinas de leguminosas (STONE et al., 2019). Sua baixa solubilidade em agua
é frequentemente apontada como limitacdo para as aplicagdes em sistemas alimenticios (ZOU
et al., 2019). Entretanto, modificacdes fisicas, quimicas e enzimaticas tém sido utilizadas para
melhorar suas funcionalidades, principalmente na etapa de extracdo (ZOU et al., 2019; KIM et
al., 2020).
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2.3. Extracéo de proteinas

A escolha do método de extracdo € uma das principais etapas para a utilizacao
apropriada das proteinas vegetais (KUMAR et al., 2021). Esse processo deve ser escolhido para
cada matriz vegetal, e normalmente terd um impacto nas caracteristicas do produto final, como
concentracdo proteica, caracteristicas fisico-quimicas e funcionalidades. As técnicas de
extragdo mais convencionais sao baseadas na solubilizacdo das proteinas em meio aquoso,
salino, alcalino ou utilizando outros solventes, enquanto que outras menos convencionais,
normalmente envolvem a ruptura da parede celular, envolvem o uso de enzimas, micro-ondas,
alta pressao, campo elétrico pulsado, sonicacdo, entre outras (KUMAR et al., 2021).

A maior parte das proteinas de origem vegetal comercializadas € obtida pelo método de
extracdo alcalina seguido de precipitacdo no ponto isoelétrico, por ser um método simples e
barato (SIM et al., 2021). A extracdo alcalina € um método umido que envolve a ruptura do
tecido vegetal e solubilizacao proteica. A alta alcalinidade do meio facilita a quebra das ligacdes
de hidrogénio e a dissociacdo da estrutura proteica (CUI et al., 2017). A solubilidade das
proteinas também aumenta com o aumento do pH devido a ionizacdo de aminoécidos &cidos ou
neutros em altos valores de pH (KUMAR et al., 2020). Em seguida, a proteina é precipitada no
seu ponto isoelétrico para obtencéo dos concentrados ou isolados (SIM et al., 2021).

A extracdo alcalina € bastante utilizada para obtencdo de proteinas de leguminosas,
cereais, oleaginosas e outras matrizes vegetais. O meio alcalino também pode quebrar as pontes
dissulfeto, presentes nas proteinas de cereais ricos em cisteina (CONTRERAS et al., 2019;
SARI et al., 2015). Além disso, a extracdo alcalina pode provocar modificagfes na estrutura da
proteina, como desdobramento parcial, alteracdes na estrutura secundaria, perda ou substituicao
de alguns aminodcidos e hidrolise proteica (KUMAR et al., 2020). Algumas alteraces podem
ser desejaveis ou ndo, dependendo da funcionalidade buscada, e a partir do controle dos
parametros de extracdo, como tempo, temperatura, razao sélido-solvente e pH pode-se evitar
alteracOes indesejaveis (KUMAR et al., 2020). Por exemplo, aquecer até uma certa temperatura
pode favorecer a solubilizagdo, enquanto que 0 sobreaquecimento pode causar desnaturacao
proteica que pode ser indesejavel (CUI et al., 2017).
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2.4.Sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor L.) é o quinto cereal mais cultivado no mundo (PEZZALI et
al., 2020). E um gréo resistente a climas secos e quentes e por isso é uma importante fonte de
nutrientes em partes da Africa, Asia e em regides com clima semiarido pelo mundo
(KLOPFENSTEIN e HOSENEY, 1995; EL-BELTAGI et al., 2012). Entretanto, a area de
producdo nesses continentes vem diminuindo rapidamente devido principalmente a falta de
mercados bem estabelecidos (STAMENKOVIC et al., 2020). Em paises como Estados Unidos,
Brasil, México e Argentina, o sorgo tem sido utilizado apenas para a alimentacdo animal
(TAYLOR e TAYLOR, 2018) devido principalmente a preferéncias do consumidor.

Entretanto, apesar do sorgo ser pouco utilizado para a alimentagdo humana, em alguns
continentes existem oportunidades para utilizacdo dos seus gréaos e farinhas em novos produtos
alimenticios por ser um cereal sem glaten (BANU e APRODU, 2020; PEZZALLI et al., 2020).
Ainda, devido aos recentes melhoramentos genéticos a biomassa do sorgo também comecou a
ser utilizada para producdo bioenergética (OZANAN et al., 2012; STAMENKOVIC et al.,
2020).

Em média, o grdo inteiro de sorgo € constituido de 65 - 80 % de carboidratos, 3,5 - 18
% de proteinas, 1,5 - 6 % de lipidios, 1 - 4 % de cinzas e 8 - 12 % de umidade, a depender do
gendtipo (BALANDRA 'N-QUINTANA et al., 2019). Os gréaos de sorgo também apresentam
uma grande quantidade de compostos fendlicos que podem ser benéficos para a saude,
principalmente os flavonoides e acidos fendlicos (QIU, 2020; STAMENKOVIC et al., 2020).
Por outro lado, os taninos, uma outra classe de polifenois, estdo associados a baixa
digestibilidade das proteinas e também podem interferir na solubilidade (EMMAMBUX e
TAYLOR, 2003; DUODU, 2003; ESPINOSA-RAMIREZ e SERNA-SALDIVAR, 2016).

As proteinas do sorgo podem ser classificadas com base na solubilidade como as dos
demais cereais em prolaminas, glutelinas, albuminas e globulinas, sendo que as prolaminas
representam aproximadamente 50-60 % das proteinas totais do grdo (EMMAMBUX e
TAYLOR, 2003). As prolaminas do sorgo sdo denominadas Karifinas, e se encontram
principalmente no endosperma amilaceo (HAMAKER e WALL, 1979). Seu peso molecular
pode variar de 13 a 29 kDa.

As prolaminas do sorgo sdo ricas em acido glutamico e aminoacidos nao polares
(prolina, leucina e alanina), mas quase sempre ausentes de lisina (MESA-STONESTREET et
al., 2010; TAYLOR & BELTON, 2002). S&o similares as prolaminas do milho (zeinas) em

relacdo a massa molecular, solubilidade e composic¢éo de aminoacidos (DEROSE et al., 1989).
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Ambas as proteinas podem ser utilizadas em filmes poliméricos (GILLGREN e STADING,
2008), que podem ser utilizados por exemplo para aumentar a vida de prateleira de alimentos.

No entanto, as prolaminas do sorgo tendem ainda a serem mais hidrofobicas do que
as prolaminas de outros cereais, inclusive as do milho (BELTON et al., 2006). A alta
hidrofobicidade das kafirinas e a capacidade de formar ligacOes dissulfeto sé&o apontadas como
caracteristicas negativas para algumas propriedades funcionais das proteinas, como
solubilidade (DUODU et al., 2003), dificultando também sua obtencéo a partir de técnicas
convencionais (TAYLOR e TAYLOR, 2018; BELTON et al., 2006).

Essas caracteristicas parecem trazer uma diferenciacdo dessa proteina das demais ja
exploradas, principalmente em termos de funcionalidades. Tais especificidades, como baixa
digestdo por proteases, alta hidrofobicidade, mudancas na estrutura induzidas por solvente,
solubilidade em solventes com baixo ponto de ebulicdo, tém refor¢ado o potencial uso dessas
proteinas em sistemas de encapsulacdo de compostos bioativos, em filmes biodegradaveis e
emulsdes Pickering (XIAO, NIAN e HUANG, 2015; XIAO et al., 2016).

A extracdo das proteinas do sorgo tem sido utilizada principalmente para estudar as
kafirinas e entender suas ligacdes cruzadas (IOERGER et al., 2020). Para isso, normalmente
sdo empregados solventes e compostos toxicos, como terc-butanol e S-mercaptoetanol
(IOERGER et al., 2020; PARK e BEAN, 2003). Por outro lado, outros trabalhos tém buscado
a extracdo voltada para alimentos, e para isso utilizaram &cido acético ou etanol, com adicéo de
agentes redutores, como metabissulfito de sédio que é potencialmente alergénico (MESA-
STONESTREET et al., 2010; TAYLOR et al., 2005; PONTIERI et al., 2019; ESPINOSA.-
RAMIREZ e SERNA-SALDIVAR, 2016). Ja a extracdo alcalina, que ja é comercialmente
aplicada para obtencdo de proteinas vegetais ainda é pouco utilizada para obtengdo das

proteinas do sorgo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Gréos de sorgo granifero (Sorghum bicolor (L.) Moench) de coloracdo avermelhada
foram obtidos no comércio local de Montes Claros-MG. Os grdos foram limpos e triturados em
um blender industrial de alta rotagdo (Marchesoni, Brasil) por 4 minutos para obtencdo da
farinha de sorgo. A farinha foi acondicionada em freezer até o momento de uso. O 6leo de
girassol (Salada, Brasil) foi obtido no comércio local. Todos os outros reagentes foram

utilizados em grau analitico.

3.2. Extracdo alcalina

Apbs a producdo da farinha o tamanho de particula da farinha foi avaliado utilizando
equipamento de medicdo por difracdo a laser Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Reino
Unido). Para a obtencdo das proteinas do sorgo, a extracdo alcalina seguida de precipitacdo no
ponto isoelétrico foi utilizada. Primeiramente, a etapa de solubilizagdo das proteinas foi
realizada avaliando diferentes condic6es de pH (9, 10, 11 e 12) na temperatura ambiente de 20
°C e a 40 °C (temperatura maxima antes que ocorresse a gelatinizacdo da mistura). Para
controlar a temperatura e a agitacdo magnética (280 rpm) os ensaios foram realizados em béquer
encamisado devidamente vedado. O procedimento de extracdo foi realizado por 120 minutos
utilizando uma proporcdo de 1:10 de sdélido:solvente. Ap6s a etapa de solubilizacdo, o
sobrenadante foi separado por centrifugacdo (10.000 g, 10 minutos, 4 °C) e posteriormente
utilizado para precipitacdo das proteinas em seu ponto isoelétrico. Entdo, o sobrenadante da
etapa de extracdo foi seco e avaliado quanto ao teor de proteinas pelo método de Kjeldahl
(AOAC, 2005) para determinacdo da quantidade de proteina solubilizada. Para o célculo do

rendimento de extracdo, foi utilizada a Equacéo I.

Massa de proteina solubilizada

Rendimento proteico (%) = x 100 (Eq. I)

Massa de proteina na farinha
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Figura 1- Diagrama de processo para a extracdo das proteinas do sorgo.
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3.3. Precipitacao proteica

O ponto isoelétrico das proteinas solubilizadas foi determinado a partir da analise de
potencial zeta (secéo 3.4.3) para posterior precipitacdo proteica. Assim, o sobrenadante obtido
na etapa de solubilizacdo seguiu para a precipitacdo das proteinas no ponto isoelétrico. O
precipitado foi obtido apds centrifugacdo (10.000 g, 10 minutos, 4 °C), ressuspendido em pH 7

e liofilizado.

3.4. Caracterizacado do concentrado proteico

3.4.1. Composic¢ao centesimal

A composigéo centesimal do concentrado liofilizado e da farinha de sorgo foi avaliada
pelos seguintes métodos: o teor de umidade foi determinado por secagem em estufa a 105 °C
até peso constante (AOAC, 2005), o contetdo de lipidios foi avaliado por Bligh e Dyer (1959)
e o conteldo proteico pela metodologia de Kjeldahl (AOAC, 2005), utilizando 5,67 como fator
de conversdo para as proteinas de sorgo (MARIOTTI et al., 2008). Os carboidratos totais foram
determinados pelo método de fenol-sulfurico (Dubois et al., 1951) utilizando dextrose como
padrdo. O teor de cinzas foi obtido por incineragdo em mufla a 550 °C. E por fim o contetdo

de fibras foi calculado por diferenca.
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3.4.2. Solubilidade

A solubilidade das proteinas foi avaliada em diferentes valores de pH usando a
metodologia desenvolvida por Morr et al. (1985). Resumidamente, dispersdes contendo 1 % de
proteina foram preparadas com agua Milli-Q. Em seguida, o pH da solu¢éo foi ajustado com
HCI 0,1 M ou NaOH 0,1 M para 2, 4, 7 e 9. A dispersdo foi agitada em banho maria com
agitacdo orbital Dubnoff durante 1 hora a 25 °C. Apds o periodo de solubilizacdo, a dispersdo
foi centrifugada a 10.000 g por 20 minutos a 4 °C. Finalmente, o sobrenadante foi filtrado em
papel de filtro Whatman No. 1 e o contetdo de proteina do filtrado foi determinado por anélise
de Kjedahl.

3.4.3. Potencial Zeta

O potencial zeta das proteinas obtidas foi avaliado em funcdo do pH utilizando o
equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Reino Unido). O ajuste do pH foi
feito manualmente utilizando NaOH e HCI, 1 M, 0,1 M e 0,01 M. Para a anélise, foram
preparadas dispersdes contendo 0,1 % (m/m) de proteina em agua Milli-Q a 25°C. O potencial
zeta foi entdo determinado pela mobilidade eletroforética, usando a equacdo de Henry e a

aproximacdo de Smoluchnowski.

3.4.4. Capacidade emulsificante

A capacidade emulsificante das proteinas obtidas por extracdo alcalina nas diferentes
condicdes foi avaliada a partir do preparo de uma série de emulsdes com diferentes massas de
6leo (2 a 9 g) e solugdes de proteina a 1 % (m/m) em tubos de 50 mL. As amostras foram
homogeneizadas por 5 minutos a 8.000 rpm em Ultra-Turrax (T10 Basic, IKA, Alemanha) e a
condutividade da emulsdo foi medida imediatamente apds a preparacdo usando um medidor de
condutividade digital de bancada (Modelo Orion 3Star, Thermo Fisher Scientific, Brasil). A
capacidade emulsificante foi entdo determinada antes do ponto de inversdo, quando a
condutividade atingiu valor de 0 uS (KARACA, LOW e NICKERSON, 2011).
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3.5. Aplicagdo do concentrado proteico obtido por extracéo alcalina em emulsées

3.5.1. Preparo das emulsdes

Para o preparo das emulsbes foram preparadas dispersdes proteicas em diferentes
concentragdes (0,5 %, 1 % e 2 %) e fracdo de dleo (30 %, 50 % e 70 %). Os concentrados
proteicos foram primeiramente solubilizados em agua Milli Q a 25 °C durante 1 hora. O pH das
solucgdes foi mantido em 7. Em seguida, foi adicionado 6leo de girassol (Salada, Brasil) e as
solucdes foram homogeneizadas em equipamento Ultra-Turrax (T10 Basic, IKA, Alemanha) a
20.500 rpm por 4 minutos. As emulsdes foram caracterizadas pelo tamanho e estabilidade das

gotas.

3.5.2. Caracterizacéo das emulsdes produzidas

3.5.2.1. Tamanho de gota e microscopia ética

A distribuicdo do tamanho de gotas das emulsbes foi obtida através de medidas
utilizando difracdo a laser (Mastersizer 2000, Malvern Instrument, Reino Unido), com um
acessorio Hydro 2000 acoplado para dispersdes umidas. Todas as medidas das emulsGes foram
feitas dentro de um intervalo de obscuracdo de 11 a 15 %. A distribuicdo do tamanho das gotas
foi avaliada para as diferentes emulsdes variando a concentragdo de proteinas (0,5 %, 1 % e 2
% m/m). A morfologia das emulsdes produzidas também foi determinada por microscopia 6tica
com aumento de 100x utilizando microscopio Carl Zeiss (modelo Axio Scope Al, Alemanha),
a aquisicdo das imagens foi feita digitalmente utilizando o software Zen Lite (Carl Zeiss,
Alemanha).

3.5.2.2. Teste de dilui¢céo e microscopia de fluorescéncia

Para verificar o tipo de emulsdo formada (A/O ou O/A) foi realizado o teste de
diluicdo e microscopia Otica de fluorescéncia, como descrito por Prista, Alves e Morgado
(1996). Primeiramente a fase oleosa foi corada com Vermelho do Nilo, em seguida foi
preparada uma emulsdo (70/30) com 1 % de proteina, e entdo foi adicionado 0 mesmo volume
de agua. Para visualizacao das gotas foi utilizado microscopio Carl Zeiss com aumento de 100x
(modelo Axio Scope Al, Alemanha), com filtro de fluorescéncia. A aquisi¢éo das imagens foi
feita digitalmente utilizando o software Zen Lite (Carl Zeiss, Alemanha). As imagens foram

obtidas utilizando laser de 552 e 636 nm para excitagcdo e emissao do corante, respectivamente.
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3.5.2.3. Estabilidade

Emulsdes 6leo em &gua (10 mL) foram preparadas conforme descrito previamente
(secdo 3.5.1.). As emulsdes com diferentes fracdes de 6leo (30 %, 50 % e 70%) e depois
concentracdes de proteina (0,5 %, 1 % e 2 %) foram preparadas em frascos de vidro com
diametro interno de 23 mm e altura de 55 mm. A estabilidade das emulsdes foi acompanhada
observando a separacdo da fase creme ap6s 30 minutos, 1 hora, 3 horas, 1 dia e 7 dias em

temperatura ambiente. O indice de cremeac&o foi expresso como:

IC (%) = % x 100 (Equagdo II)

Onde, H; é a altura da fase creme separada e H; ¢ a altura total (KARACA, LOW e
NICKERSON, 2011).

3.5.2.4. Ensaios reologicos

Para as andlises reoldgicas foi utilizado reébmetro Advanced Rheometer AR 2000 (TA
Instruments, Estados Unidos). A viscosidade das emulsfes frescas foi avaliada utilizando
cisalhamento continuo em um intervalo de tempo de 0 a 300 s* & 25 °C, utilizando trés rampas
de escoamento, para eliminar a tixotropia. Para realizacdo dos ensaios utilizou-se uma
geometria do tipo placa-placa rugosa de 40 mm. A relagdo tensdo de cisalhamento por taxa de
deformacéo foi utilizada para ajustar o comportamento de escoamento do fluido ao modelo

Herchel-Bulklev (Equacéo I11).

o =ag; + K(y)" (Equacéo IlI)

Onde,
o é a tensdo cisalhamento, y € a taxa de cisalhamento, g; € a tensdo residual, k € o indice de

consisténcia e n é o parametro de comportamento.

3.6. Analise estatistica

Todos os ensaios de extracdo foram realizados em duplicatas e as analises em
triplicatas ou duplicatas. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. A analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste Tukey (p<0,05) foram realizados para comparacao

estatistica das médias utilizando o software livre SAS University.
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4., RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Extracao

4.1.1. Tamanho de particula e composicédo centesimal da farinha

Para a extracdo alcalina foi utilizada a farinha de sorgo integral que foi obtida através
da trituracdo dos gréos de sorgo. A distribuicdo do tamanho de particula da farinha de sorgo
integral estd apresentada na Figura 1. A distribui¢do foi polidispersa, com didmetros entre
0,89 pum e 1588 um, e a moda foi de 563 um. Observa-se também outros picos com mediana
de 39 um e 141 um. Vishwanathan, Singh e Subramanian (2011) verificaram que foi possivel
recuperar 97 % de proteina de soja de fracbes com tamanho de particula menores que 75 pum e
apenas 41 % de fragdes maiores (355-710 pm). Isso pode indicar que fragdes menores
apresentam maior teor de proteina e fragdes maiores sdo ricas em outros componentes, sendo
assim, é esperando uma distribuicéo polidispersa dos granulos de farinhas vegetais. Uma maior
reducdo no tamanho de particula, apesar de aumentar a superficie de contato e favorecer a
transferéncia de massa, ndo necessariamente indicaria maior recuperacdo proteica, ja que 0s

maiores tamanhos estdo associados a outros componentes como carboidratos.

Figura 1- Distribuicdo do diametro médio de particula da farinha de sorgo integral utilizada
para extracao alcalina das proteinas.
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Na Tabela 1 se encontram os resultados para a composi¢édo da farinha utilizada para extracéo
proteica. Para as proteinas o valor encontrado foi de 9,20 %. O teor de carboidratos foi de 62,56 %
e 12,46 % de fibras (obtido por diferenca). Ja para os lipidios o valor foi de 3,85 %, para umidade
10,85 % e por fim 0,98 % de cinzas. De acordo com Balandra’n-Quintana et al., (2019), em

média o gréo de sorgo contém cerca de 3,5 a 18 % de proteina, 1,5 a 6 % de lipidios, de 65 a
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80 % de carboidratos, 8 a 12 % de umidade e entre 1 e 4% de cinzas, a depender do genotipo.
Pezzali et al., (2020) encontrou os valores de 12,28 % + 0,47 para umidade, 8,22 % % 0,16 para
proteina, 3,03 % + 0,23 de lipidios e 1,01 % * 0,20 para o contetido de cinzas na farinha de
sorgo vermelho. Em relacdo ao contetdo de amido, Banu e Aprodu (2020) reportam um valor
de 69,63% + 0,60. Por fim, o contetdo de fibras no sorgo que € relativo a celulose, arabinoxilas,
f-glucanas, hemiceluloses, pectinas e pequenas quantidades de lignina, representam cerca de
6,5-12,2 % do grao, de acordo com Serna-Saldivar e Espinosa-Ramirez (2019). Deste modo, 0s

valores encontrados estdo dentro do esperado.

Tabela 1- Resultados para composicéo centesimal da farinha de sorgo integral. Os resultados
estdo expressos como a média + desvio padrao.

Proteina (%) 9,20+ 0,01
Lipidios (%) 3,85+ 0,09
Umidade (%) 10,85+ 0,04
Carboidratos (%) 62,56 + 3,31
Cinzas (%) 0,98 £0,19

Fibras (%) * 12,46
*QObtido por diferenca.
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4.1.2. Extragéo alcalina

Os valores de rendimento proteico para a extracao alcalina na temperatura de 20 °C
podem ser visualizados na Figura 2. Em geral, foi possivel aumentar o rendimento de extracdo
com o aumento do pH, sendo que o maior valor foi obtido no pH 12, condi¢do mais alcalina
(Figura 2). Isso se deve, pois, com o aumento do pH, os aminoacidos neutros e &cidos séo
ionizados, aumentando a carga negativa total da proteina e favorecendo sua solubilizagdo
(KUMAR et al., 2021). O meio alcalino também pode quebrar as liga¢des dissulfeto, que séo
bastante presentes em cereais, facilitando a solubilizacdo das proteinas (SARI et al., 2015;
HAMADA, 1997). Além disso, a extracdo alcalina também favorece a degradacdo da parede
celular, mecanismo ainda pouco elucidado, mas acredita-se que ocorra remoc¢édo parcial de
ligninas e alteracdo da composicdo quimica e estrutural das hemiceluloses e consequentemente
facilitando a liberac&o das proteinas (SARI et al., 2015; PEROVIC et al., 2020).

Figura 2- Rendimento proteico para extracdao alcalina das proteinas de sorgo em diferentes
valores de pH a 20 °C e 40 °C.
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O aumento do rendimento expressivo em pH 12 (p<0,05) pode estar associado a maior
degradacédo da parede celular que ocorre em valores de pH maiores (SARI et al., 2015). Em
valores de pH extremos também pode ocorrer alteragcbes mais significativas na estrutura das
proteinas, como a hidroélise de ligacdes peptidicas, destruicdo ou agregacao de grupos sulfidril
e desnaturacdo proteica (BERNARDI et al., 2018; KUMAR et al.,, 2020). Algumas
modificagdes podem favorecer algumas propriedades funcionais, por exemplo, durante

alteracbes de pH em meios fortemente alcalinos ou &cidos, pode ocorrer mudancas
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conformacionais na estrutura da proteina que podem melhorar suas propriedades (SIM et al.,
2021).

O aumento do rendimento de extracdo com o pH € relatado em outros trabalhos que
utilizaram a extracdo alcalina para obtencdo de proteinas vegetais (GAO et al., 2020; ZHANG
et al., 2014; WANG et al., 2010). Entretanto, é esperado que para cereais, geralmente valores
de pH préximos ao neutro ou pouco alcalinos resultem em rendimentos ainda menores quando
comparados com outras fontes, devido a alta presenca de proteinas pouco solUveis. Para cereais
com alto teor de prolaminas, como trigo, milho e cevada, as proteinas em geral s6 comecam a
solubilizar a partir do pH 11 (DELEU et al., 2019). Wang et al. (2010) utilizou a extragéo
alcalina para obter proteinas da cevada, e para pH 9 e 10, variando a temperatura para 23 °C,
40 °C e 60 °C conseguiram recuperar entre 9 e 27 % da proteina do gréo. Sendo a cevada um
cereal com menor quantidade de prolaminas que 0 sorgo.

A extracdo também foi avaliada na temperatura de 40 °C em pH 8, 10 e 12 (Figura 2).
O rendimento de extracdo a 40 °C para o pH 8 foi de 21,19 % + 2,02, e foi estatisticamente
igual ao rendimento em pH 10 (p>0,05), de 24, 57 % + 1,97. J4 em pH 12 o rendimento foi de
58,90 % + 3,94, diferindo estatisticamente (p<0,05) dos demais valores de pH avaliados nesta
temperatura. Esse valor também foi praticamente duas vezes maior que na temperatura de 20
°C (31,36 % % 1,19). Normalmente o aumento de temperatura até 40 °C pode favorecer a
solubilizacdo proteica (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). Além disso, o
aumento da temperatura pode favorecer o processo de degradacéo celular, contribuindo para a
difuséo.

Trabalhos recentes mostram que a elevacao da temperatura até ~100 °C pode aumentar
consideravelmente o rendimento na extracdo de proteinas vegetais (temperaturas mais altas
poderiam provocar hidrélise proteica excessiva) (KUMAR et al., 2020). No presente trabalho,
outras temperaturas acima de 40 °C também foram testadas, entretanto, a partir de 50 °C ocorreu
um grande aumento da viscosidade que impediu a mistura, possivelmente devido a
gelatinizacdo do amido.

Diferente de outras técnicas de extracdo de proteinas, como na utilizacdo de solventes
polares, a extracdo alcalina pode favorecer a solubilizagéo de todas as fragdes proteicas, apesar
das prolaminas serem fortemente afetadas pela polaridade do meio. Considerando o rendimento
de extracdo obtido de 58,90 % + 3,94, e que na presenca do meio alcalino ha o favorecimento
da solubilizagdo principalmente de albuminas, globulinas e glutelinas, acredita-se que, além da
solubilizacdo dessas fragGes, que juntas representam aproximadamente 40 % das proteinas do

gréo, tambeém foi possivel solubilizar parte das prolaminas. Isso indica que os concentrados
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proteicos obtidos devem apresentar diferentes fragdes de proteinas. Sendo assim, com base no
melhor rendimento proteico obtido com o efeito da temperatura, foram produzidos
concentrados proteicos a partir de trés diferentes condicdes de extragdo, pH 8, 10 (condicdes
branda e moderada) e 12 (condi¢do extrema) a 40 °C para obten¢do das proteinas e avaliacao

das propriedades funcionais dos concentrados.

4.1.3. Composicao centesimal

Na Tabela 1 encontram-se os resultados para a composi¢do dos concentrados proteicos
obtidos. Os concentrados proteicos ndo apresentaram diferenca significativa em relagéo ao
contetdo de lipidios e umidade (p>0,05). Em relagdo ao teor de proteina, o concentrado obtido
no pH 8 apresentou um valor menor quando comparado aos demais (p<0,05), possivelmente
associado a menor quantidade de proteina solubilizada durante a extracdo nessa condicéo.
Apesar dos concentrados obtidos no pH 10 e 12 ndo apresentarem diferenca estatistica (p>0,05)
em relacdo ao conteddo de proteina, em pH 12 o rendimento de extracdo foi quase 3 vezes
maior.

O teor de proteina da farinha foi concentrado em cerca de quatro vezes para todas as
condigOes avaliadas, diminuindo consideravelmente o teor de carboidratos e umidade. Para o
teor de proteinas no concentrado, outros valores ja foram reportados na literatura como 48 %,
60 % e 52 %, utilizando a extracdo alcalina (WU, 1978; PONTIERI et al., 2019). A diferenca
entre os valores reportados pode ser tanto devido aos diferentes gendtipos de sorgo existentes
quanto as condicdes de processo.

O conteudo de lipidios e cinzas obtido também corrobora com os valores reportados por
Wu (1978). Pode-se dizer que o teor de lipidios também se concentrou, possivelmente devido
a afinidade desses compostos as proteinas do sorgo, que possuem muitos grupos hidrofobicos.
Apesar da composicao lipidica variar entre cultivares, 0 sorgo apresenta uma grande propor¢ao
de &cidos graxos insaturados (~74 %), dentre os quais, o linoleico € o principal; ja entre 0s
saturados o acido palmitico é o principal (MAESTRI et al., 1996). Outros trabalhos também
observaram a concentracéo do teor de lipidios durante a producdo de concentrados obtidos por
extracdo alcalina, como para o concentrado proteico de farelo de trigo e de grédo de bico
(ALZUWAID et al., 2020; GHRIBI et al., 2015). Por fim, em relacéo ao contetdo de cinzas, 0
aumento se deve pela remocdo de grande parte dos carboidratos e compostos insoluveis, e

possivelmente devido ao NaCl produzido durantes os ajustes de pH.
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Outros trabalhos que utilizaram a extracdo alcalina para extrair proteinas do sorgo
obtiveram grau de pureza de proteina semelhante (WU, 1978; PONTIERI et al., 2019), logo,
provavelmente a pureza deve estar associada a complexa matriz vegetal do sorgo, onde as
proteinas estdo envoltas por diversos outros componentes. O conteudo de fitatos, fibras e
compostos fendlicos também podem ter afetado a pureza do concentrado proteico, pois esses
componentes podem se ligar as proteinas (WANG et al., 2010). Ademais, também pode ter

ocorrido perdas durante o processo de extragéo.

Tabela 2- Composic¢do proximal dos concentrados proteicos obtidos a partir de diferentes
condicdes de pH (8, 10 e 12) a 40 °C. Os valores foram calculados como a média £ desvio
padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica a 5 % de significancia
através do teste Tukey.

Concentrado proteico de Sorgo pH 8 pH 10 pH 12
Proteina (%) 37,26 £ 0,08 41,92 +0,09° 41,46 + 0,08
Lipidios (%) 34,88 +£0,85% 33,23+1,48% 30,70 £0,08%
Umidade (%) 4,96 +0,40° 4,64+0,49° 540+0,19°
Cinzas (%) 4,32 +0,05% 4,26 +0,00° 3,62+0,24°
Carboidratos (%) * 18,58 15,95 18,82

*Qbtido por diferenca de 100%.

A presenca de alguns componentes ndo-proteicos pode nao interferir nas propriedades
funcionais dos concentrados proteicos, como alguns polimeros e lipidios, enquanto que alguns
polissacarideos podem ainda melhorar algumas propriedades (SIM et al., 2021; SRIDHARAN
et al., 2020). As proteinas podem interagir com os polissacarideos através de interacGes
covalentes ou eletrostaticas, essas interacdes podem resultar na melhoria de funcionalidades
dos concentrados, pois em geral os polissacarideos podem apresentar alta hidrofilicidade, alta
capacidade de gelificacdo, além de levar ao aumento de viscosidade.

Um dos maiores desafios para obtencdo das proteinas vegetais é a complexa matriz
vegetal, pois as proteinas estdo em corpos proteicos normalmente envoltas por outros
componentes (NTONE et al., 2021). A busca por processos de refinamento e purificagdo podem
levar a ndo funcionalidade proteica ou até mesmo inviabilizar o uso comercial dos concentrados
devido ao alto custo e impacto ambiental do processo (VAN DER GOOT et al., 2016). Essas

dificuldades poderiam levar a baixa utilizagdo das proteinas vegetais. Deste modo, a utilizagdo
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de concentrados ou farinhas que apresentam funcionalidades tecnoldgicas desejaveis pode ser

uma alternativa economicamente mais viavel.

4.1.4. Potencial zeta

O potencial zeta das proteinas solubilizadas em funcéo do pH pode ser visualizado na
Figura 4. A carga superficial da proteina é uma medida de grande importancia tecnologica, pois
a partir dela é possivel verificar o balanco das interacdes proteina-proteina ou proteina-solvente
em diferentes condi¢Ges (GALVES et al., 2019). Quanto maior a carga positiva ou negativa da
proteina, maior sera a interacdo com o solvente, por conta da alta repulsao eletrostatica entre as
particulas, e quanto mais proxima a zero menor sera a repulsdo eletrostatica, favorecendo as
interacdes proteina-proteina (GALVES et al., 2019; LONG e LABUTE, 2010).

O pH no qual a carga da proteina € nula é denominado de ponto isoelétrico (pl). Nessa
condicdo as proteinas do concentrado apresentam menor solubilidade (SIM et al., 2021). Neste
caso, o pl das proteinas do sorgo estimado foi de 3,7. Isso pode indicar que hd uma
predominancia de outras fraces proteicas que ndo prolaminas, ja que as prolaminas do sorgo
apresentam pl de 5,9 (CSONKA et al., 1926). Wu (1978) avaliou a solubilidade das proteinas
do sorgo em diferentes valores de pH e as proteinas ficaram insoltveis entre o pH 3,5e 5,8, 0
que corrobora com o valor encontrado. Ademais, na Figura 4 pode-se observar que em pH 2,
por exemplo, o potencial zeta foi de +19,67 mV. Por outro lado, em pH 9, o potencial zeta foi
de -34,97 mV. Dentro da faixa de pH avaliada neste trabalho, estas duas condi¢fes podem
resultar em maior repulsdo eletrostatica entre as moléculas.

A partir do pH 8, a inclinagdo da curva de potencial zeta ja diminui, indicando que a
partir deste pH as proteinas ja apresentam boa solubilidade, entretanto o que se verificou é que
o rendimento de extracdo no pH 8 foi baixo (secdo 4.1.2). Assim, acredita-se que o aumento do
pH durante a etapa de solubilizacdo pode também ser relacionado a uma maior degradacdo da
parede celular, que somente pelo aumento da solubilidade com o aumento do pH.



Figura 4- Potencial zeta das proteinas do sorgo obtidas por extracéo alcalina em pH 12.
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4.2. Caracterizagdo dos concentrados proteicos

4.2.1. Solubilidade

A solubilidade é uma propriedade funcional importante para as diversas aplicacoes
funcionais das proteinas em alimentos como formacéo de espuma, emulséo e gelificacdo (GAO
et al., 2020). O perfil de solubilidade das proteinas do sorgo para os concentrados obtidos em
diferentes condic¢des de pH pode ser observado na Figura 5. Perfis de solubilidade com esse
comportamento, formato-U, normalmente sdo reportados para outras proteinas vegetais
(ALZUWAID et al., 2020; GHRIBI et al., 2015).

O pH de menor solubilidade para as proteinas do sorgo em todos os concentrados foi 4,
que esta de acordo com o resultado de potencial zeta (Figura 4), indicando baixa repulséo
eletrostatica nesta condicéo, o que leva a agregacao e insolubilidade proteica. Grande parte das
proteinas vegetais sdo insoltveis em pH entre 4 e 5 (ALZUWAID et al., 2020; GALVES et al.,
2019; GERZHOVA et al., 2015). Com 0 aumento do pH ocorre 0 aumento das cargas negativas
da proteina, facilitando a interacdo proteina-solvente. Do mesmo modo, com a diminui¢do do
pH ocorre um aumento da carga positiva, indicando também uma melhor interacdo entre a
proteina e o solvente. Por isso, em geral, 0os concentrados proteicos apresentaram boa
solubilidade em meios alcalinos e acidos. A boa solubilidade em geral dessas proteinas também
pode indicar a presenca principalmente de albuminas, glubulinas e glutelinas nos concentrados.

Em pH 7, a solubilidade das proteinas foi de 14,19 % + 1,96 e 17,50 % + 0,56 para o
concentrado proteico obtido em pH 8 (CPS 8) e para o concentrado proteico obtido em pH 10
(CPS 10), respectivamente, ja para o concentrado proteico obtido em pH 12 (CPS 12) a
solubilidade aumentou para 64,49 + 4,98 %. Em relacdo as proteinas obtidas em condicGes
alcalinas branda (pH 8 - CPS 8) e moderada (pH 10 - CPS 10), a baixa solubilidade em pH 7
pode indicar que a natureza das proteinas, principalmente glutelinas e prolaminas, foi pouco
modificada pelo processo de extracdo. Ja a alta solubilidade das proteinas do CPS 12 pode estar
relacionada a possivel modificagdo na estrutura das proteinas provocada pelo processo de
extracao.

Uma possivel modificagdo seria decorrente da alteracdo na estrutura terciaria das
proteinas devido aos ajustes de pH para valores extremos (pH 12). A alta repulsdo entre as
cadeias laterais nessas condigOes resultariam em um desdobramento parcial da estrutura
terciaria das proteinas e esse processo poderia melhorar a solubilidade das proteinas
(KRISTINSSON e HULTIN, 2003). Nissen et al., (2021), avaliaram as propriedades de

proteinas de folha de alfafa submetidas a um processo de alteracao de pH (pH-shift) e o ajuste
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do pH para 11 resultou em uma melhor solubilidade. Foi possivel aumentar a solubilidade de
50 % para 70-80 % em condicdes de pH neutro (pH 7) apds o tratamento, além de melhorar
outras propriedades funcionais, como a formacdo de espuma. Assim, um processo semelhante
pode ter ocorrido e provocado 0 aumento expressivo da solubilidade em pH 7 do CPS 12.
Entretanto, é necessaria uma avaliacdo estrutural das proteinas dos concentrados proteicos

obtidos nas diferentes condic¢des avaliadas.

Figura 5- Perfil de solubilidade para os concentrados proteicos obtidos em diferentes condigdes
de extracdo (pH 8, 10 e 12) obtidos na temperatura de 40 °C.
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4.2.2. Capacidade emulsificante

A capacidade emulsificante (CE) é definida como a quantidade méaxima de 6leo que
pode ser acrescentado & uma solucdo aquosa proteica sem que ocorra quebra ou inversao para
uma emulsdo dgua-em-6leo (A/O) (MCCLEMENTS, 2007; SHERMAN, 1995). A inversao de
fases foi verificada a partir da reducéo drastica da condutividade elétrica quando a emulsdo O/A
inverteu para A/O.

A capacidade emulsificante para as proteinas obtidas em pH 12 (CPS 12) foi de 400
g Gleo/g de proteina, ja em pH 8 (CPS 8) e 10 (CPS 10) foram respectivamente 282,5 e 300 g
6leo/g de proteina. O maior valor de capacidade emulsificante das proteinas obtidas em pH 12
pode estar relacionado a melhor solubilidade que elas apresentaram em pH 7 em relacdo aos
demais concentrados (Figura 5). A solubilidade pode favorecer a taxa de difusdo das proteinas
na interface melhorando a capacidade emulsificante. Outros trabalhos também mostraram uma
correlacdo positiva entre a solubilidade e a capacidade emulsificante (KARACA, LOW e
NICKERSON, 2011).

Por outro lado, assim como a solubilidade foi alterada pela condicdo de extracdo, o
balanco hidrofébico entre os concentrados também pode ter sido modificado pelo processo de
extracao e resultado em uma melhor atividade interfacial. Alteracdes na estrutura da proteina
devido a condicdo de pH também poderiam ser responsaveis pelos diferentes valores de CE
encontrados. Zhang et al., (2009) apontam que a flexibilidade molecular das proteinas
globulares é um fator fundamental para as propriedades emulsificantes e pode ser alterada pelas
condicdes de pH.

As diferencas conformacionais podem ainda estar relacionadas as diferentes fracdes
solubilizadas, sendo assim, as diferentes fracOes proteicas que podem estar presentes em
quantidades distintas nos concentrados também poderiam ser responsaveis pelos valores
encontrados para a capacidade emulsificante. Sabe-se que as fragbes proteicas podem
apresentar conformacdes estruturais especificas, podendo estabilizar interfaces por mecanismos
distintos (YANG e SAGIS, 2021). Trabalhos na literatura mostram que fracOes especificas de
uma mesma fonte vegetal podem apresentar diferentes propriedades emulsificantes (ex:
globulinas e albuminas de canola) (YANG e SAGIS, 2021; KORNET et al., 2022; HOUDE et
al., 2018).

Destaca-se ainda que ha limitacGes para comparar dados de CE com outras fontes
vegetais, pois diversas técnicas sao encontradas para avaliar a capacidade emulsificante, assim

como diferentes tipos de 0leos séo utilizados e processos de produgédo de emulsdes. Entretanto,
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a capacidade emulsificante de outras proteinas vegetais, em geral de leguminosas, sdo
reportadas. Considerando tais limitagdes, para um concentrado proteico de gréo de bico, o valor
reportado na literatura foi de 413 ml de 6leo/g de proteina, para um concentrado proteico de
soja 399 ml de 6leo/g de proteina e de ervilha 240 ml de 6leo/g de proteina (TOWES e WANG,
2013).

Assumindo a densidade do 6leo de girassol a 25 °C como 0,92 g/mL, a CE do CPS 12
seria de 435 mL 0leo/g de proteina, valor maior que o reportado para as proteinas de soja, gréo
de bico e ervilha. Ainda para os concentrados obtidos nas condi¢cbes com menores valores de
CE deste estudo, CPS 8 (307 mL dleo/g de proteina) e CPS 10 (326 mL 6leo/g de proteina), 0s
valores sdo maiores do que o reportado para a proteina de ervilha, frequentemente utilizada na
producdo de produtos analogos de carne encontrados comercialmente. Logo, os valores
encontrados sdo interessantes para uma proteina de cereal, que em geral podem apresentar

menor CE que leguminosas (ZHAO et al., 2020).
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4.3. Caracterizagdo das emuls6es produzidas

4.3.1. Microscopia de fluorescéncia

Apos a producdo de uma emulséo adicionou-se 0 mesmo volume de agua e ndo foi
observada a separacdo de fases o que foi um indicio de que a emulsdo produzida era O/A. Em
seguida, como a fase lipidica da emulsdo havia sido corada com Vermelho do Nilo, a emulsédo
foi visualizada a partir de microscopia otica de fluorescéncia. Na Figura 7 é possivel observar

as gotas de 6leo em vermelho, confirmando que a emulsdo formada era 6leo-em-agua.

Figura 7- Microscopias de fluorescéncia das emulsdes O/A com 70 % de fase oleosa. A fase
6leo das emulsGes € apresentada em vermelho. Aumento de 100x.
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4.3.2. Estabilidade

Um fator importante para 0 comportamento de uma emulsdo é a concentracdo da fase
dispersa. A estabilidade das emulsdes produzidas a partir dos concentrados proteicos de sorgo
foi primeiro avaliada em relacéo as diferentes proporcdes de fase oleosa:aquosa (30:70, 50:50
e 70:30), em seguida a condicdo de razdo fase oleosa:aquosa da emulsdo mais estavel foi
escolhida para a avaliacdo separacdo de fases em diferentes concentragcdes de proteina (0,5 %,
1% e 2 %) para os trés concentrados proteicos (CPS 8, CPS 10 e CPS 12).

A estabilidade das emulsdes foi avaliada a partir do indice de cremeacéo (IC %) e pode
ser verificada na Figura 8, para as diferentes concentracdes da fase oleosa (¢). Nas emulsdes
contendo 30 % de 6leo, observou-se um aumento rapido do indice de cremeacéo principalmente
na primeira hora, em seguida o indice continuou aumentando até todo periodo de
armazenamento (7 dias), porém, a uma taxa bem menor (Figura 10). Para as emulsdes contendo
50 % de 6leo se observou 0 mesmo comportamento, porém os valores de IC % foram menores.
Esse comportamento observado nas emulsdes contendo 30 e 50 % de 6leo pode ser explicado
pois as gotas de 6leo tendem a mover-se para cima, por conta do diferencial de densidade, até
formar uma estrutura mais compacta na fase creme (LIU e TANG, 2013; MCCLEMENTS,
2005).

Para as emulsdes produzidas com 70 % de 6éleo ndo foi observada separacdo de fases
durante o periodo avaliado (7 dias). Nessa concentracdo de 6leo houve um maior
empacotamento das gotas (Figura 8) e possivel estruturacdo, que impediu a movimentacao da
emulsdo (sem escoamento quando os frascos foram invertidos). Em geral, emulsGes com alta
concentracdo de fase interna sdo denominadas de HIPEs. Esse tipo de emulsdo apresenta
aparéncia semi-solida e possui a habilidade de resistir a cremeacédo e sedimentacdo, devido a
sua estrutura impedir a movimentagédo das gotas (GAO et al., 2021).

Comparando diferentes concentrac6es de proteina nas emulsées (Figura 9), observa-se
que, a variagdo de 0,5 para 2% de proteina ndo influenciou a estabilidade das emulsées com 70
% de fase oleosa, ndo sendo observada separacdo de fases no periodo avaliado (7 dias),

evidenciando uma boa estabilidade dessas emulsdes frente a cremeacao.
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Figura 8- Indice de cremeagio de emulsdes (1 % de proteina) produzidas com o concentrado

proteico obtido em pH 12 em diferentes periodos de armazenamento em funcéo da concentracao
de 6leo ().

100
—— 30 %
80l —ps50%
' —*970%
g 60
£ =
3]
2 40
(5]
ke —a
k=
1 Il L L L 1 L . 1 1
100 150 200

Tempo (horas)

Na Figura 9 pode-se verificar o aspecto visual das emulsGes ap6s o periodo de
armazenamento (7 dias) em temperatura ambiente. As emulsdes foram opacas e apresentaram
coloracgéo variando entre marfim e marrom-claro, a depender do concentrado proteico utilizado
(CPS 8, CPS 10 ou CPS 12), bem como da concentracdo de proteina da fase aquosa. A cor mais
préxima ao marrom-claro ocorreu para as emulsdes produzidas com o CPS 12 e para maior
concentracdo de proteina (2 %). Essa coloracdo pode estar associada a presenca de taninos nos
concentrados. Sabe-se que estes compostos se ligam através de ligagdes forte de hidrogénio as
prolaminas do sorgo, em regides ricas em prolina (EMMAMBUX e TAYLOR, 2003). Assim,
uma vez que o CPS 12 apresentou maior rendimento, este deve conter maior quantidade de
prolaminas que nas demais condicdes e, portanto, maior quantidade de taninos seriam
encontrados no concentrado obtido nesta condig&o.

Poucos trabalhos utilizaram proteinas do sorgo para estabilizar emulsdes. Entretanto,
Xiao et al. (2016) quando produziram emulsdes apenas com prolaminas do sorgo, isoladas com
terc-butanol, também verificaram que para emulsées com 2 % de proteina e 70 % de fase oleosa
n&do ocorreu separacdo de fases (7 dias). E ainda que para menores concentracoes de 6leo houve
cremeacdo, porém a fase emulsionada mostrou resisténcia a coalescéncia, indicando boa
estabilidade das gotas. Em seu trabalho, a estabilizacdo das emulsbes foi atribuida ao

mecanismo de estabilizacdo Pickering, devido a insolubilidade das prolaminas.
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Figura 9- Avaliacdo da estabilidade de emulsbes Oleo-em-agua 70/30 produzidas com
diferentes concentrados proteicos de sorgo. Emulsdes apds 7 dias de armazenamento em
temperatura ambiente.

0,5 % 1% 2% 0,5 % 1% 2% 0,5 % 1% 2%
CPS 8 CPS 10 CPS 12

Particulas insolUveis podem promover grande estabilidade para interfaces apresentando
alta resisténcia a coalescéncia e ao amadurecimento de Ostwald (SHI et al., 2020; DICKINSON,
2010). Sendo assim, a alta estabilidade das emulsbes pode estar relacionada as fracdes
insoliveis (Secdo 4.2.1), relacionadas principalmente a presenca de prolaminas nos
concentrados. Entretanto acredita-se que outras fragdes proteicas como albuminas, globulinas
e glutelinas do sorgo também foram solubilizadas durante a extracéo alcalina (PONTIERI et
al., 2019). Sendo assim, a presenca de fracbes proteicas distintas pode ter contribuido para a
estabilizacdo da emulsdo a partir de um mecanismo combinado e isso permitiu alcancar a
estabilidade com uma concentragdo menor de proteinas.

Fracdes proteicas com diferentes caracteristicas, como massa molecular, solubilidade e
hidrofobicidade, podem ter resultado em um mecanismo de estabilizacdo de interface
combinado (YANG e SAGIS, 2021). Proteinas menores podem se deslocar para a interface
mais facilmente, se difundindo mais rapidamente, promovendo uma “barreira fisica” ao redor
das gotas de 6leo, como albuminas e prolaminas. Ja proteinas maiores também poderiam
integrar a interface, (ex: globulinas ou glutelinas) interagindo de forma mais fraca na interface
(NTONE et al., 2021).

Esse mecanismo foi descrito em outros trabalhos (NTONE et al., 2021; KORNET et
al., 2022). Ntone e colaboradores (2021), observaram que as albuminas e globulinas de canola
produziram efeitos sinergicos na producdo de emulsdes. Enquanto as albuminas deslocaram
para a interface 6leo/agua, as globulinas formaram uma segunda camada. Os autores apontam
que as albuminas foram suficientes para a formacdo de uma camada estavel a coalescéncia.
Entretanto, a segunda camada formada de globulinas pareceu aumentar a estabilidade a
floculacéo.
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4.3.3. Tamanho de gotas e microscopia optica

O tamanho de particula é uma caracteristica importante e pode interferir na textura,
estabilidade, atributos sensoriais e de qualidade das emulsdées (MCCLEMENTS, 2005). O
tamanho das gotas também é relacionado com a estabilidade de uma emulsdo. Em geral,
tamanhos menores indicam maior estabilidade. Para a avaliacdo das diferentes concentragdes
de proteina (0,5, 1 e 2 %), fixou-se a concentracdo de 6leo em 70 %, pois estas apresentaram
melhor estabilidade quando comparadas as outras emulsoes.

As emulsdes produzidas a partir dos concentrados CPS 8, CPS 10 e CPS 12
apresentaram distribuicdo de gotas bimodal (Figura 7) para 1 % e 2 % de proteina. Ja para a
concentracdo de 0,5 % observou-se 3 picos para todos os concentrados. A partir da Tabela 3
também pode-se verificar que o didmetro médio volumétrico das gotas das emulsdes (D [4,3])
diminuiu conforme se aumentou a concentracao de proteinas. Essa constatacdo também pode
ser verificada através das microscopias éticas (Figura 8). Outros trabalhos também fizeram essa
mesma observacdo para emulsGes estabilizadas por outras proteinas vegetais, como de soja,
batata, canola e mesmo de sorgo (LIU e TANG, 2013; GUO e MU, 2011; XIAO et al., 2016;
TANG e GHOSH, 2021). A diminuicdo do tamanho das gotas a partir do aumento da
concentracdo de proteinas ocorre pois com uma maior quantidade de proteinas se estabiliza uma
maior area superficial (LIU e TANG, 2013).

Tabela 3- Didmetro médio volumétrico D[4,3] e Span para as emulsbes produzidas com
diferentes concentracdes de proteina (CPS 8, CPS 10 e CPS 12).

Conc. Proteina pH 8 pH 10 pH 12

D [4,3] um Span D [4,3] um Span D [4,3] um Span

0,5% 42,43 + 0,14 1,310 46,62+0,11 1,223 43,79+0,36 1,235
1% 21,95+ 0,07 1,432 30,77+0,48 1,030 30,53+0,04 1,254
2% 11,22 + 0,01 1,581 19,95+0,01 1525 2431+0,06 1,212

Enquanto o diametro médio volumétrico das particulas D [4,3] variou entre ~11 e 46
pum, diminuindo com o0 aumento da concentracdo de proteina, a polidispersidade (Span) tendeu
a apresentar menores valores para as emulsées produzidas com o concentrado proteico obtido
em pH mais alcalino (Tabela 3). De modo geral, a moda diminuiu com o aumento da
concentracdo de proteinas, o que também levou ao aumento do pico observado entre 1 e 10 um

(Figura 7). Esse pico pode ser relativo a compostos ndo-proteicos, como carboidratos e lipidios.
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Também, nota-se que o tamanho das gotas das emulsdes produzidas com o concentrado obtido
em pH 8 tende a ser menor que as demais condigdes (Figura 8), isso pode indicar que outros
componentes ajudaram a estabilizar a emulsdo. Esses compostos podem estar mais presentes
nas emulsdes formadas principalmente com o CPS 8 que apresentou menor pureza em relacao
ao teor de proteinas.

Liuetal. (2018) observaram um comportamento bimodal para a distribui¢do de tamanho
de particulas de emulsbes HIPE (75 % de 6leo) estabilizadas por proteinas do trigo (gliadina e
glutenina). Os autores também reportam que a diminui¢do do tamanho de gotas foi possivel
com o aumento da concentragdo de proteina. Os valores de D [4,3] variaram entre 2,54 um para
3 % de proteina e 4,85 um para 1 % de proteina. As gliadinas, sdo prolaminas e, quando
insoluveis, podem estabilizar interfaces por Pickering, ja as gluteninas, apesar de apresentarem
baixa atividade interfacial, quando combinadas com as gliadinas apresentaram efeito
sinergético, formando uma melhor protecdo ao redor da gota de 6leo (LIU et al., 2018).

O tamanho de particulas (entre ~11 e 46 um) também pode corroborar com o fato de
que a estabilizacdo das emulsbes ndo ocorreu apenas por particulas sélidas, ja que foi menor do
gue o tamanho médio reportado para emulsdes Pickering estabilizadas com kafirinas (entre 30
e 130 pm) (XIAO et al., 2016). Entretanto, destaca-se que apesar dos trabalhos citados
utilizarem homogeneizador do tipo rotor estator para o preparo das emulsdes, o tempo de
preparo, 6leo utilizado, condi¢bes do ambiente e recipientes podem ter influenciado no tamanho

de particula das emulsdes.
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Figura 7- Distribuicdo do tamanho de particula de emulsdes produzidas com diferentes

concentracgdes de proteina (2 %, 1 % e 0,5 %). (a) CPS 8, (b) CPS 10 e (c) CPS 12.
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Figura 8- Microscopias Oticas de emulsdes produzidas utilizando diferentes concentracoes de
proteina e concentrados proteicos de sorgo. As barras de escala equivalem a 50 um.
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4.3.4. Comportamento reoldgico

Na Figura 9 é possivel verificar o comportamento reolégico da emulsdo com
70 % (m/m) de fase oleosa e 1% de proteina, produzida com o concentrado proteico CPS 12.
Observou-se que ha tixotropia no fluido, pois houve uma variacdo da tenséo de cisalhamento
com o tempo para uma mesma taxa de deformacdo. Entdo, a terceira curva foi utilizada para
ajuste do modelo (Tabela 4). Assim, o fluido pode ser classificado como Herschel-Bulkley.
Esse tipo de fluido apresenta decréscimo da viscosidade com a taxa de cisalhamento, como 0s
do tipo lei da poténcia, entretanto com tensao residual. Esse comportamento pode ser verificado
também pelo indice de comportamento (n) (Tabela 3), que foi de 0,437 e de consisténcia (k)
1,785 Pa.s".

Figura 9 - Curvas de escoamento para a emulsdo produzida com concentrado proteico de sorgo
CPS 12 (1 % de proteina).
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O comportamento pseudoplastico é bastante caracteristico de emulsdes, uma vez que,
com o cisalhamento, as gotas de 6leo tendem a se alinhar e “achatar”, favorecendo o escoamento
(STEFFE, 1999). Ja a tensao residual representa uma tensao finita para que o fluido comece a
escoar; abaixo desse valor o fluido apresenta comportamento de sélido, armazenando energia
para pequenas tensdes (STEFFE, 1999). Esse comportamento de resisténcia a uma tensao inicial
também é caracteristico de emulsdes HIPEs estabilizadas por proteinas vegetais (WANG et al.,
2020; GAO et al., 2021; XIAO et al., 2016). Acredita-se que a presenga da tensdo residual na
emuls&o deste trabalho seja relacionada a rede formada pela proteina e carboidratos presentes
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na emulsdo produzida com o concentrado proteico, que contribuiram para a estabilizacdo das

gotas ao longo do tempo de armazenamento.

Tabela 3- Parametros reologicos ajustados para 0 modelo Herschel-Bulkley para emulsdes
70/30 (O/A) estabilizadas com o concentrado proteico de sorgo obtido em pH 12.

Tensdo inicial (g,) 12,03 Pa
indice de consisténcia (k) 1,785 Pa.s"

Parametro de comportamento (n) 0,437
R2 0,995
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho as proteinas do sorgo foram obtidas com um maior rendimento de
extracdo na condicdo de pH 12 e 40 °C (58,90 % das proteinas do grdo). Os concentrados
proteicos obtidos em pH 8, 10 e 12 (CPS 8, CPS 10 e CPS 12) a 40 °C apresentaram composi¢ao
centesimal semelhantes. A solubilidade do CPS 12 apresentou diferenca em relagdo aos demais
concentrados, possivelmente por conta de possiveis modificacfes na estrutura terciaria das
proteinas induzidas pelo processo de extracdo. O concentrado proteico de sorgo obtido no pH
12 apresentou capacidade emulsificante de 400 g 6leo/g de proteina. As emulsdes produzidas
com o CPS 8, 10 e 12 (70 % de fase oleosa) ndo apresentaram separacdo de fases durante o
periodo de armazenamento avaliado, devido a estrutura formada que impediu a movimentacao
das gotas. Acredita-se que estabilidade das emulsdes frente a cremeacéo se deve principalmente
a presenca de prolaminas no concentrado, além das diferentes fracfes proteicas que podem
estabilizar interface por mecanismos combinados, entretanto esse mecanismo deve ser ainda
melhor avaliado. Por fim, a emulsdo produzida com o CPS 12 apresentou comportamento
Herschel-Bulkley; a presenca de tensao residual verificada na emulséo pode estar relacionada
a rede formada pela proteina e carboidratos presentes na emulséao e a alta concentragdo de fase

oleosa.
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