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RESUMO

As proteinas vegetais oriundas de leguminosas (pulses) e de castanhas sdo importantes
aliadas na formulacdo de produtos isentos de proteinas de origem animal por poderem fornecer,
quando combinadas, todos os aminoacidos essenciais em propor¢des adequadas. Contudo, ha
pouca informacdo disponivel a respeito do comportamento destas proteinas durante o
processamento e a estocagem dos produtos formulados, 0 que aumenta 0 empirismo no
desenvolvimento de tais produtos. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
a estabilidade de bebidas vegetais mistas contendo proteinas de ervilha e de castanha-do-para com
alegacdo de fonte e rico em proteinas, submetidas ao processamento UHT. Formulacdes
combinando isolado proteico de ervilha amarela e pasta de Castanha-do-para com teores proteicos
totais de 3,0%, 4,5% e 6,5% foram submetidas ao processamento UHT por troca indireta de calor
e avaliadas quanto a solubilidade proteica, viscosidade, tamanho de particulas e perfil de proteinas
insollveis. O processamento UHT, combinado com homogeneizagdo, levou a uma reducdo
significativa do material insoltvel e do tamanho de particulas das bebidas, em comparagdo com as
formulac@es antes do tratamento UHT. Apo6s 60 dias de armazenamento, as bebidas apresentaram
manutencdo do tamanho de particulas e aumento da viscosidade aparente, sobretudo nas
formulacGes de bebidas armazenadas em condicéo refrigerada (5°C). Esse aumento foi maior nas
formulacdes de maior teor de proteinas (4,5% e 6,5%). Em relacdo ao perfil eletroforético das
proteinas presentes na fracdo insolUvel das bebidas, 0 mesmo perfil se manteve constante ao longo
do periodo de armazenamento avaliado. Os resultados indicam boa estabilidade térmica das
formulacGes avaliadas, tanto submetidas a armazenamento em temperatura ambiente (25°C) quanto

na condicdo refrigerada.

Palavras-chave: Proteinas vegetais, bebidas vegetais, tratamento UHT, isolado proteico de

ervilha, castanha-do-para.



ABSTRACT

Plant proteins derived from legumes (pulses) and nuts are important allies in the
formulation of products free of animal proteins, as they can provide all the essential amino acids
in adequate proportions when combined. However, there is little information available regarding
the behavior of these proteins during processing and/or storage of formulated products, which
increases empiricism in the development of such products. In this context, the present work aimed
to evaluate the stability of hybrid plant-based UHT-treated beverages containing proteins from pea
and Brazil nut, with the claims of source and rich in proteins. Formulations combining yellow pea
protein isolate and Brazil nut paste with total protein contents of 3.0%, 4.5% and 6.5% were
subjected to UHT treatment in indirect heat exchange and evaluated for protein solubility, apparent
viscosity, particle size distribution and insoluble protein profile. UHT processing, combined with
homogenization, led to a significant reduction in insoluble material and particle size in the
beverages compared to formulations prior to UHT treatment. After 60 days of storage, the particle
size of beverages remained unchanged, but an increase of apparent viscosity was noticed,
especially in beverages stored under refrigerated conditions (5°C). This increase of apparent
viscosity was more pronounced in formulations displaying higher protein content (4.5% and 6.5%).
Regarding the electrophoretic profile of the proteins in the insoluble fraction of the beverages, the
same profile was observed throughout the evaluated storage period. The results indicate good
thermal stability of the evaluated formulations, both submitted to storage at room temperature

(25°C) and in the refrigerated condition.

Keywords: plant proteins, plant-based beverages, UHT treatment, pea protein isolate, Brazil nut.
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1 INTRODUCAO

As proteinas sdo macronutrientes muito importantes tanto por seu valor nutricional
quanto por suas tecno-funcionalidades (BELICIU; MORARU, 2013). Apesar da principal funcéo
das proteinas alimentares estar relacionada com o fornecimento de aminoacidos para 0 corpo
humano sintetizar novas proteinas, no contexto de ciéncia e tecnologia de alimentos, o
comportamento destas moléculas durante o processamento é de extrema importancia para
manutencdo da qualidade dos produtos. As matérias-primas de origem animal, como leite, ovos e
carne, sdo, ainda, as fontes mais importantes de proteinas usadas pelas inddstrias de alimentos,
sequidas, por fontes proteicas de origem vegetal (ALVES; TAVARES, 2019). Este perfil de
consumo suscita diversas preocupacdes ligadas a sustentabilidade e seguranca alimentar, pois, em
média sdo necessarios 7 kg de produtos vegetais para produzir 1 kg de leite ou carne para consumo
humano (NADATHUR; WANASUNDARA,; SCANLIN, 2017).

A populagdo mundial é atualmente de 8 bilhGes de pessoas e esse ndmero vem
crescendo a uma taxa de aproximadamente 1,02% ao ano (Worldometers, 2023). O crescimento
populacional inevitavelmente implica em expansdo agricola e crescimento da producdo, que por
sua vez, pressiona 0s recursos naturais, aumentando o desmatamento, a emissao de gases de efeito
estufa e o consumo de agua (WHO, 2009). De 2010 a 2050, projeta-se que o consumo mundial de
carnes e laticinios aumentara cerca de 173% e 158%, respectivamente (FASOLIN et al., 2019).
Outras projecdes estimam ainda de que a demanda mundial por proteinas de origem animal dobrara
até 2050 (HENCHION et al., 2017). Em complemento ao aumento populacional, outras mudancas
no perfil da sociedade, como, por exemplo, 0 aumento de classe média e a urbanizacdo, também
contribuirdo com o aumento da demanda por produtos de origem animal (HENCHION et al.,
2017).

Segundo a Organizacao das Nagbes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAQO), a
demanda diaria de ingestdo de proteina (gramas/per capita/dia) ndo deve acompanhar o
desenvolvimento sustentavel deste segmento, conforme aponta a Figura 1. Os valores projetados
preveem uma demanda superior a projetada como sustentavel, o que reforca a necessidade da busca
pela producdo de alimentos com reducdo do uso dos recursos ambientais. De acordo com a FAQ,

entende-se por desenvolvimento sustentavel “a gestdo e conservagdo da base de recursos naturais
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e a orientacdo da mudanca tecnoldgica e institucional de forma a garantir a realizagdo e a satisfacéo
continua das necessidades humanas para as geragdes presentes e futuras" (OECD/FAO, 2021).

85
83,68 84105 83,63

84
83
82
81
80
79

78
2010 2015 2020 2025 2030 2035 2040 2045 2050

—e— Consumo global previsto  —@—Sistema Sustentavel

Figura 1. Demanda global do consumo diario de proteina (gramas/per capita) projetada até 2050.
Fonte: Adaptado de Poore & Nemecek (2018).

Na Figura 2 aponta a variacdo dos impactos da producdo de leite em comparacao as
bebidas vegetais de fontes distintas. O leite de vaca tem impactos significativamente maiores do
que as alternativas vegetais nas métricas avaliadas: emite trés vezes mais gases do efeito estufa;
utiliza cerca de dez vezes mais terra; duas a vinte vezes mais agua doce; e cria niveis muito mais
elevados de eutrofizacdo (POORE; NEMECEK, 2018).
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® Emissdo de gases de efeito estufa ™ Area de terra
kgCO2eq por litro (2013) m?/ kg (2013)

. 3,15
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Figura 2: Impactos ambientais da producdo de leite de vaca em relacédo as bebidas vegetais de soja,

aveia e améndoa. Fonte: Adaptado de Poore & Nemecek (2018).

Este cenario torna urgente a busca por fontes proteicas alternativas e com menor
impacto ambiental. Assim, a substituicdo parcial ou total de proteinas de origem animal em
produtos formulados por proteinas de origem vegetal aparece como uma importante estratégia para
a reducdo dos impactos ambientais associados a este enorme consumo de proteinas de origem
animal (ALVES; TAVARES, 2019; MESSION, J.-L.; ROUSTEL; SAUREL, 2017; SILVA et al.,
2019). Apesar do alto teor proteico de algumas fontes vegetais como feijoes, tremogo e quinoa,
frequentemente quando comparadas as fontes convencionais de proteinas como leite, ovos e carne,
as proteinas de origem vegetal possuem maiores deficiéncias em certos aminoacidos essenciais
(FASOLIN et al., 2019; LONNIE et al., 2018). Neste sentido, alguns sistemas mistos de proteinas
vegetais, como exemplo misturas de proteinas de leguminosas com proteinas de castanha-do-para,
podem ser interessantes do ponto de vista nutricional, uma vez que aminoacidos sulfurados sao
aminoacidos limitantes nas proteinas de leguminosas, enquanto as proteinas da castanha-do-para
possuem elevados indices de metionina. Neste contexto, o presente projeto propds o estudo de
estabilidade de bebidas vegetais mistas formuladas com isolado proteico de ervilha e pasta de

castanha-do-para e submetidas a tratamento UHT com troca de calor indireta em sistema tubular.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o comportamento e a estabilidade de
proteinas de ervilha e de castanha-do-par4 combinadas em formulagfes de bebidas contendo

diferentes teores de proteinas, frente ao processamento UHT com troca de calor indireta.

2.2 Objetivos Especificos
1. Acompanhamento do tamanho das particulas em suspensdo nas bebidas UHT
como indicativo de separacdo de fases e sedimentacdo de proteinas durante a vida
de prateleira;
2. Monitoramento das fragdes proteicas mais susceptiveis a sedimentacdo apds o
processamento UHT e durante a vida de prateleira das bebidas;
3. Avaliacdo do impacto do aumento do teor proteico total das formulacdes na
viscosidade e estabilidade das bebidas submetidas ao processamento UHT ao

longo do periodo de 60 dias.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fontes proteicas vegetais

Na perspectiva de substituir proteinas de origem animal por proteinas de origem vegetal
na formulagdo de produtos, um fator importante a ser avaliado € o perfil desejado de aminoacidos
essenciais. Para tanto, a escolha e o balanceamento das fontes proteicas vegetais combinadas na
formulacdo é um etapa crucial (FASOLIN et al., 2019; JIMENEZ-MUNOZ; TAVARES;
CORREDIG, 2021; MELINA; CRAIG; LEVIN, 2016).

As leguminosas (pulses), incluindo ervilha, soja, tremoco, gréo de bico, lentilha e feijdo
sdo importantes fontes de proteina em muitas dietas ao redor do mundo (DAY, 2013). Em
complemento, as proteinas extraidas destas fontes tém despertado interesse da industria de
alimentos para aplicacGes na formulacdo de produtos devido ao seu alto valor nutricional, relativa
grande disponibilidade e baixo custo comparativamente as proteinas de origem animal (LAM et
al., 2016). Dentre estas fontes, as proteinas isoladas da ervilha tém se destacado devido sua maior
solubilidade (VENKATACHALAM; SATHE, 2006), capacidade de retencdo de Oleo,
propriedades de emulsificacdo e gelificacdo, textura e sabor neutro (DAY, 2013). No entanto essas
proteinas sdo limitadas nos aminoacidos sulfurados metionina e cisteina, que por sua vez, sdo
bastante abundantes nas proteinas da castanha-do-pard. Dessa forma, as proteinas de ervilha
combinadas com as proteinas de castanha-do-pard podem apresentar um perfil completo de
aminoéacidos definido pela FAO/WHO para dietas de adultos (WHO, 2007).

Neste tOpico, serdo apresentadas as caracteristicas das proteinas da ervilha e da
castanha-do-para.

3.1.1 Proteinas de Ervilha

Dentre as leguminosas, a ervilha figura entre as fontes mais comumente usadas para a
producdo de ingredientes proteicos, em especial por (1) seu extensivo cultivo e disponibilidade ao
redor do mundo, (2) seu envoltdrio de facil remocéo, (3) sua baixa alergenicidade, (4) seu alto valor
nutricional e (5) seu baixo custo (DAY, 2013; LAM et al., 2018).

Em media, as ervilhas contém 25% de proteina, mas com uma grande variacdo entre as
cultivares. Além disso, contém altos niveis de carboidratos, concentragdes relativamente altas de
fibra alimentar insollvel e baixas concentragdes de lipideos (DAY, 2013). As proteinas da ervilha

podem ser divididas em albuminas e globulinas, representando de 10 a 20% e 70 a 80% do seu
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contetido proteico total, respectivamente (LAM et al., 2016).

As albuminas presentes na ervilha, em comparacdo com suas globulinas, contém
concentracdes mais elevadas dos aminoacidos essenciais triptofano, lisina, treonina e metionina.
As globulinas da ervilha estdo subdivididas nas fragdes legumina (11S) e vicilina (7S), ambas com
ponto isoelétrico de 4,5 e temperatura de desnaturacéo entre 82,7 e 85,5 °C (ALVES; TAVARES,
2019; CHIHI et al., 2016; SHEVKANI et al., 2015). Comparada a legumina, a vicilina é uma
proteina mais flexivel, apresentando melhor atividade interfacial (ALVES; TAVARES, 2019;
LAM et al., 2016). Legumina e vicilina combinadas representam mais de 70% da proteina total da
ervilha (DAY, 2013). Ha ainda, em menores quantidades, de uma terceira fragdo compondo as
globulinas da ervilha, conhecida como convicilina (LAM et al., 2016).

O isolado proteico de ervilha (IPE) é um ingrediente produzido a partir desta
leguminosa, contendo em torno de 90% de proteina. Na sua producéo, frequentemente é utilizado
um processo de solubilizagao das proteinas em pH alcalino, seguido de uma precipitacdo isoelétrica
(BOYE; ZARE; PLETCH, 2010). Entretanto, devido as caracteristicas de solubilidade das
diferentes fracGes proteicas da ervilha, a aplicacdo deste processo culmina em uma menor
recuperacdo das albuminas no IPE (ADEBIYI; ALUKO, 2011). A utilizacdo de técnicas de
filtracdo tangencial com membranas, como a ultrafiltracdo, em substituicdo a precipitacdo
isoelétrica possibilita uma maior recuperacdo de albuminas no IPE, que por sua vez podera
apresentar comportamento diferente daquele obtido por precipitacdo isoelétrica (LAM et al., 2018).
Embora trabalhos anteriores tenham relatado as propriedades tecno-funcionais do IPE, até o
momento existem poucas informacGes sobre 0s atributos tecno-funcionais de cada uma das fracGes
proteicas isoladas (ADEBIY1; ALUKO, 2011). Na Figura 3 é possivel identificar as fragcdes
proteicas que compde os isolados proteicos de ervilha obtidos por extracdo alcalina a partir de
diferentes cultivares, através da aplicacdo da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida em
condicdo redutora. Neste estudo sera utilizado isolado proteico de ervilha com teor minimo de

proteinas em 80% em base seca.
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Figura 3: Perfil de eletroforese SDS-PAGE de isolados proteicos de ervilha para os cultivares N,
T, S e A (linha de reproducdo avancada Dakota do Norte, Trapeze, Spider e Agassiz,
respectivamente); 0s niumeros a esquerda indicam os pesos moleculares das proteinas marcadoras
na coluna “Marker”. (CUI et al., 2020).

Considerando o tratamento térmico como uma etapa frequentemente aplicada no
processamento de alimentos com o objetivo de modificar as propriedades tecno-funcionais dos
ingredientes, torna-se necessario o entendimento do comportamento e estabilidade das proteinas
de ervilha quando expostas ao aquecimento. Peng et al. (2016) constataram que o tratamento
térmico a 95°C por 30 minutos ndo diminuiu significativamente a solubilidade de suspenses a 0,1
a 0,5% de isolado de proteinas de ervilha, e resultou em interagdes hidrofébicas entre goticulas nas
emulsdes, aumentando a floculacdo das goticulas e a estabilidade da gordura.

Em relacdo a hidrofobicidade superficial e a tensdo interfacial, € bem conhecido que o
tratamento térmico pode expor grupos hidrofébicos em proteinas globulares como resultado de
desdobramento parcial (Peng, 2016; Sorgentini, Wagner, & Anon, 1995). Estudos constataram que
0 aumento da concentracdo da proteina submetida ao tratamento térmico, aumentou também o
tamanho dos agregados de proteina e a hidrofobicidade superficial das proteinas da ervilha (Peng
et a., 2016). No que diz respeito fragdes das globulinas legumina (11S) e vicilina (7S), Chihi et al
(2016) e Zheng et al ((2016; 1993) constataram que as ligacdes de hidrogénio e as interacdes
hidrofébicas governam a associacao de agregados primarios de proteinas durante a formacédo de
macro agregados sollveis.

Em suma, estudos prévios mostram que a agregacdo proteica estaria relacionada ao

equilibrio entre repulsdo eletrostatica pela carga superficial liquida e as interagdes hidrofobicas
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induzidas pelo calor (MESSION, J.-L.; ROUSTEL,; SAUREL, 2017). De forma mais abrangente,
o tratamento térmico acima da temperatura de desnaturagdo geralmente causa desdobramento

parcial e subsequente agregacéo de proteinas (PENG et al., 2016).

3.1.2 Castanha-do-para

A castanha-do-para tem elevado potencial nutritivo e tecnologico, tendo em vista sua
composicado, com aproximadamente 14% de proteina, 60% de lipidios e 5% de fibras. A fracdo
lipidica da castanha-do-paréd € composta principalmente por acido oléico (C18:1) e 4cido linoléico
(C18:2). Elas possuem igualmente quantidades consideraveis de vitaminas como a B1, B6 e E, e
minerais, como calcio, selénio, ferro, zinco (DE SOUZA, M. L.; DE MENEZES, 2008;
LOBSTEIN, 2011).

As proteinas da castanha-do-paré séo consideradas de alto valor bioldgico e estdo entre
as proteinas alimentares mais ricas em aminoacidos sulfurados. E relatado na literatura que suas
proteinas contém cerca de 8,3% m/m de metionina e cisteina. A fracdo proteica total da castanha-
do-para contempla trés classes de proteinas, denominadas 11S, 7S e 2S, com massas moleculares
de 24 a 32 kDa, 14 a 45 kDa e 3 e 9 kDa, respectivamente (SUN; LEUNG; TOMIC, 1987). Na
Figura 4 pode ser observado o perfil eletroforético em gel de poliacrilamida das proteinas da
castanha-do-para fresca e da farinha desengordurada. As proteinas da castanha-do-para atendem a
maior parte das necessidades de aminoacidos essenciais, apesar de sua limitacdo lisina segundo o
preconizado pela WHO/FAO/UNU, conforme aponta a Tabela 1 (BORGES; FREITAS, 2009;
FELBERG et al., 2009). Além dos niveis expressivos de metionina e cisteina, destaca-se o

conteddo de glutamina presente na castanha-do-para (Tabela 1).
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Figura 4: Perfis de eletroforese em SDS-PAGE da proteina de castanha-do-para (colunas A e C),
e de farinha desengordurada de castanha-do-para (colunas B, D e E). F contém o marcador de
massa molecular; G contém a proteina 2S purificada pelo procedimento de extracdo em agua /
precipitacdo acida. Os nimeros a direita indicam as massas moleculares das proteinas marcadoras
(SUN; LEUNG; TOMIC, 1987).
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Tabela 1: Composicdo de aminoacidos nas proteinas da Castanha do Para *

Castanha do Referéncia
Descrigao Para! FAO/WHO/ONU?
Aminoéacidos Essenciais mg de aminoacido/g de proteina
Histidina 30,2 15
Isoleucina 31,5 30
Leucina 82,4 59
Lisina 37,4 45
Metionina + cisteina 95,9 22
Fenilalanina + Tirosina 71,8 38
Treonina 26,4 23
Triptofano 10,1 6
Valina 49,2 39
Aminoacidos Nao-Essenciais
Acido Arpartico 101,1 -
Acido Glutamico 205,1 -
Alanina 43 -
Arginina 151 -
Glicina 52,4 -
Prolina 49,8 -
Serina 46,2 -

(1) Souza; Menezes (2004); Venkatachalam (2006); (2) Brasil (2020).

3.2 Desafios na producéo de bebidas vegetais mistas submetidas a tratamento UHT

As informagdes disponiveis sobre ingredientes a base de proteina de ervilha em
aplicacdes de alimentos e bebidas sdo ainda limitadas, principalmente devido as suas propriedades
estruturais e tecno-funcionais variarem de acordo com o fabricante e com o processo de extracéo
utilizado na obtencdo do ingrediente. O uso de proteina de ervilha como componente ou

suplemento nutricional em produtos alimenticios e bebidas tem sido um grande desafio cientifico
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e tecnoldgico na industria de alimentos e bebidas. Em grande parte, isto se deve ao fato da
solubilidade das proteinas em agua ser afetada por muitos fatores do meio, incluindo pH, forca
ibnica ou a presenca de outros ingredientes (WEI et al., 2020). Uma abordagem que tem recebido
atencdo crescente de pesquisadores para a melhoria da estabilidade de proteinas em alimentos e
bebidas é o uso de polissacarideos para evitar a agregacdo ou precipitacdo/sedimentacdo de
proteinas em produtos formulados, em especial aqueles submetidos a tratamentos térmicos intensos
(Viebke, Al-Assaf, & Phillips, 2014).

3.2.1 Tratamento Térmico UHT

Os produtos UHT sdo aqueles tratados termicamente de maneira a reduzir a contagem
microbiana além da pasteurizacdo convencional, sdo geralmente embalados sob condicGes
higiénicas extremas e com consequente prazo de validade prolongado (RYSSTAD; KOLSTAD,
2006). O tratamento térmico é uma etapa critica no processamento da maioria dos alimentos, e em
especial dos produtos UHT, entre outras coisas, em razao das alteracdes fisico-quimicas que podem
ser desencadeadas no produto pelo tratamento térmico intenso. A estabilidade térmica das
proteinas, de maneira geral é relativamente baixa, 0 que pode levar a formacdo de agregados
proteicos durante o tratamento térmico, causando alteracfes na viscosidade, turbidez, tamanho das
particulas e potenciais separacdes de fase (BUGGY et al., 2018).

Diferentes métodos de processamento UHT podem ser aplicados aos alimentos. Os
métodos de injecdo direta de vapor (DSI) tém vantagens sobre o aquecimento indireto por
trocadores de calor tubulares ou de placas (IND), pois ha contato direto com o meio de aquecimento
seguido de resfriamento instantdneo a vacuo, o que permite uma transferéncia de calor mais
eficiente (LEE; BARBANO; DRAKE, 2017). Este comparativo € ilustrado na Figura 5, para 0s
tratamentos térmicos direto (Figura 5 a) por infusdo de vapor e indireto (Figura 5 b) em trocador
de calor tubular.
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Figura 5. Curvas de tempo e temperatura para processo UHT com troca térmica direta (A) e
indireta (B) (Sunds, A. V., 2016).

A interface de transferéncia de calor dos sistemas de aquecimento indireto reduz a taxa
de transferéncia de calor para o produto, dessa forma o aquecimento localizado na interface pode
resultar em niveis mais altos de desnaturacdo e incrustacdo de proteinas em compara¢do com 0s
sistemas diretos (AMARAL et al., 2013; DATTA et al.,, 2002; PHINNEY; FELDMAN;
HELDMAN, 2017). De acordo com o estudo de Phinney et al. (2017), a reducdo na temperatura
de processo com troca térmica indireta, mantendo uma eficiéncia microbioldgica equivalente,
resultou na reducgéo das taxas de incrustagéo durante o processamento de bebida UHT contendo
proteinas. Do ponto de vista de viscosidade, os trocadores de calor tubulares sdo mais indicados
para produtos de maior viscosidade em relagdo aos demais sistemas UHT (sistemas de troca direta,

especialmente por infuséo de vapor; e sistema indireto de trocadores de placas, devido aos espacos
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estreitos entre as placas). 1sso € particularmente importante nas se¢Ges de resfriamento, onde a
viscosidade do produto aumenta a medida que esfria podendo causar danos as vedacdes e ao final
do processo (DATTA et al., 2002; LEE; BARBANO; DRAKE, 2017).

Em relacdo a eficiéncia energética, nos sistemas de aquecimento direto é possivel uma
menor regeneracdo de calor quando comparado aos sistemas indiretos, uma vez que o vapor da
camara de vacuo é condensado e o calor util € perdido nos sistemas. Em sistemas indiretos, todo o
produto esterilizado ainda na temperatura de esterilizacdo (135 - 150°C) pode ser usado na se¢ao
de regeneracdo. Assim, a regeneracdo de calor em sistemas indiretos é geralmente > 90%, enquanto
apenas em torno de 50% em sistemas diretos (DATTA et al., 2002).

O processamento UHT de produtos adicionados de proteinas de origem vegetal ainda
é pouco explorado, portanto pouco se sabe sobre a eficiéncia nestes sistemas e 0s mecanismos de
estabilizacdo usualmente aplicados em produtos contendo proteinas lacteas, como a adi¢do de sais

quelantes.

3.2.2 Mecanismos de estabilizacdo de proteinas

Os mecanismos que podem conferir estabilidade durante o processamento e ao longo
davida de prateleira de bebidas UHT adicionadas de proteinas vegetais ainda séo pouco elucidados.
Uma das rotas possiveis a ser considerada € a adicdo dos sais quelantes as formulag6es, visando
sua interacdo com as proteinas vegetais. De acordo com LAM et al. (2018), dependendo do tipo e
da concentracdo do sal presente, as proteinas podem sofrer “salting in” ou “salting out”. Na
primeira situagdo (“salting in”’), 0s sais favorecem interacdes proteina-agua e ordenam as camadas
de hidratagdo ao redor da proteina para aumentar a solubilidade. Ja na condigdo de “salting out”,
0s sais em excesso favorecem interacGes ion-agua, que levam a uma reducdo das camadas de
hidratacdo ao redor das proteinas e favorecendo interacfes proteina-proteina. Consequentemente,
agregacdo e precipitacdo proteica podem ocorrer dependendo da forca idnica e do nivel de
exposicao dos residuos hidrofébicos (MELINA; CRAIG; LEVIN, 2016).

Em comparacdo com outras proteinas de leguminosas (como gréo de bico, feijdo fava
e lentilha), a proteina de ervilha em pH 7,0 possui estrutura de superficie mais hidrofébica, carga
superficial inferior e solubilidade em agua reduzida, podendo levar a instabilidade da proteina em
solucéo aquosa (KARACA; LOW; NICKERSON, 2011; WEI et al., 2020). A partir deste cenario,

uma abordagem que tem recebido atencdo crescente dos pesquisadores para a melhoria da
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estabilidade de proteinas em produtos alimenticios e bebidas, é a adi¢do de polissacarideos com o
intuito de prevenir a agregacdo ou precipitacdo/sedimentacdo proteica (VIEBKE; AL-ASSAF;
PHILLIPS, 2014; WEI et al., 2020). Os polissacarideos sdo especialmente usados na inddstria de
alimentos para manter a estabilidade de particulas como proteinas, particularmente em produtos
lacteos (WEI et al., 2020). A adigdo de gomas polissacaridicas em produtos alimenticios ou bebidas
pode aumentar a viscosidade da fase continua e/ou formar uma rede polimérica emaranhada, o que
contribui para evitar a agregacao e precipitacdo de proteinas (Saha & Bhattacharya, 2010). Um
exemplo de polissacarideo complexo que confere efeito estabilizante sem gerar demasiado
aumento de viscosidade é a goma acécia, exsudato de origem vegetal. Outro exemplo de agente
estabilizante aplicavel em bebidas é a goma gelana, um polissacarideo extracelular secretado pelo
microrganismo Sphingomonas elodea. Este hidrocoldide forma géis suaves e elasticos apos
aquecimento a 85°C seguido de resfriamento, agindo como excelente agente de suspensdo em
bebidas esterilizadas (DRAGET, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

4.1.1 Formulagdo das Bebidas

As bebidas foram formuladas a partir do isolado proteico de ervilha e pasta de castanha-
do-para. O Isolado proteico de ervilha, proveniente da extracdo aquosa de proteinas de ervilhas
amarelas (variedade Pisum sativum) com teor minimo de 80% de proteinas em matéria seca, foi
cedido pela empresa Ingredion Inc. (unidade de Mogi Guagu). A pasta de castanha-do-paré, obtida
a partir do processamento das castanhas (nome cientifico Bertholletia excelsa) sem casca até
consisténcia fina e homogénea, com teor de 14,4% de proteina, foi cedida pela Carino Ingredientes
(Marilia, Sdo Paulo). O sistema estabilizante aplicado nas bebidas UHT foi cedido pela empresa
Ingredion INC.

A Tabela 2 apresenta as formulagdes F1, F2 e F3 das bebidas mistas, enquanto a Tabela
3 mostra os respectivos calculos de informacgdo nutricional. As formulacGes foram definidas de
maneira a somarem niveis totais de proteina de 3,0%, 4,5% e 6,5%, respectivamente para as
formulacdes F1, F2 e F3. Também foi considerada a composic¢do proteica requerida para os apelos
“fonte” e “rico em proteinas” (BRASIL, 2020). Além disso, o teor de aglcar adicionado foi
reduzido ao nivel inferior a 2,5 g/100g de bebida, possibilitando a classificacdo “baixo em
acucares”, de acordo com RDC 75 / 2020 (BRASIL, 2020). Foi aplicado sistema estabilizante
salino composto por fosfato dissoédico e fosfato dipotassico em nivel 0,18%, conforme
recomendacéo do fornecedor (Grupo ICL). Em complemento, para a estabiliza¢do do pH durante
o shelf life, foi aplicado citrato trissédico com efeito tamponante (Adicel). Para a estabilizacdo da
suspensdo proteica, foi aplicado um sistema estabilizante composto pelos hidrocoldides goma
acéacia e goma gelana (alto grau de aclilagdo) em dosagem de 0,30%. Para complementacdo do
gosto doce foi utilizado o edulcorante estévia.



Tabela 2. FormulagcGes de Bebidas Vegetais para processamento UHT
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Ingredientes F1(%0) F2(%) F3(%0) Funcéo
Agua 90,25 87,95 85,55 Diluente
Aporte de
Aclcar 2,40 2,40 2,40 .
solidos e dulgor
IPE 3,30 5,10 8,00 Aporte de
proteinas e
PCP 3,50 4,00 4,80
gorduras
Sistema
- Agentes de
estabilizante
. 0,30 0,30 0,30 suspensao e
(goma acécia e L
emulsificacdo
goma gelana)
Esteviosidio
) 0,03 0,03 0,03 Edulcorante
(stevia)
Sistema de sais
o Agentes
(fosfato dissodico .
0,15 0,15 0,15 Estabilizantes/
e fosfato
. tamponantes
dipotassico)
_ o Regulador de
Citrato trissodico 0,05 0,05 0,05 ]
acidez
Total 100,0 100,0 100,0




Tabela 3. Composicgéo calculada das diferentes formulagdes de Bebidas Vegetais

Componente Composicédo Nutricional tedrica/calculada
Formulacéo F1 F2 F3
Proteinas (%) 3,00 4,40 6,60
Gorduras totais (%) 2,50 2,90 3,40
Carboidratos (%) 2,90 3,00 3,10
Agucares adicionados 2,40 2,40 2,40
(%)
Fibra alimentar (%) 0,60 0,70 0,80
Selénio (ug)! 7,14 8,16 9,18
Sélidos totais (%) 9,40 11,60 13,90
Baixo teor de acucares (< 5g por porcao)
. L Fonte de Fonte de Rico em
Alegacoes Nutnuonazls proteinas proteinas proteinas
(porgéo de 200 mL) (6,0 gramas (9,0 gramasna (13 gramas
na por¢éo) porcéao) na porgao)
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(1) Quantidade de selénio informado pelo fornecedor da pasta de castanha-do-para. (2) Em concordancia

com a Instrugéo normativa n° 75, de 08 de Outubro de 2020 (BRASIL, 2020).

A Tabela 4 apresenta as composi¢des de aminoacidos essenciais (AAE) do isolado

proteico de ervilha, da pasta de castanha-do-para e a referéncia para valores minimos de

aminoéacidos essenciais (AAE) segundo FAO/WHO/ONU, além das respectivas composi¢des de

AAE tedricas para cada formulagdo de bebida vegetal mista.
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Tabela 4. Composicdo de aminodcidos essenciais (AAE) das fontes proteicas, da referéncia
FAO/WHO/ONU e o calculado tedrico nas formulas das bebidas mistas vegetais.

Descricao PCP! IPE? Referéncia’ F1 F2 F3
Aminoacidos mg de aminoécido/g de proteina
Essenciais
Histidina 30,2 25,2 15 26 26 26
Isoleucina 315 477 30 44 46 46
Leucina 82,4 86,2 59 86 86 86
Lisina 374 76,9 45 70 72 73
Metionina + cisteina 95,9 1772 22 31 27 25
Fenilalanina + Tirosina 718 90,1 38 87 88 88
Treonina 26,4 35,8 23 34 35 35
Triptofano 101 93 6 9 9 9
Valina 49,2 50,4 39 50 50 50

(1) Borges e Freitas (2009). (2) Teor proteico minimo de 80% em base seca. (3) FAO/WHO/ UNU (2007).

4.2 Processamento das bebidas

O processamento das bebidas foi realizado em escala piloto em equipamento
MicroThermics Flex UHT/HTSTLab-25HVH (Estados Unidos, 2007) com trocador de calor
tubular (vapor indireto), com vazdo de 60 L/hora. A etapa de homogeneizacéo foi realizada ap06s o
tratamento térmico (downstream) com o intuito de contribuir com uma maior estabilidade das
bebidas. Comparativamente ao processo de homogeneizacdo antes do tratamento térmico
(upstream), a homogeneizacdo em downstream pode atuar em proteinas “sensibilizadas” pelo
processo de esterilizacdo, o que pode impactar positivamente na estabilidade dos produtos durante
0 armazenamento.

Foram preparados 10 litros de cada formulacdo de bebida, conforme o fluxograma
descrito na Figura 6, que apresenta o procedimento de preparo das misturas. A Figura 7, por sua
vez, apresenta o detalhamento do processamento térmico UHT e condi¢des de envase e estocagem

das bebidas. O processamento de cada formulagéo foi realizado em duplicata.
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Figura 7. Fluxograma de processamento térmico em equipamento UHT e condicbes de
armazenamento.

As bebidas foram armazenadas em garrafas PET de 250mL esterilizadas. Na Figura 8
estdo exemplificadas as bebidas apo6s o processamento UHT contendo 3,0%, 4,5% e 6,5%
proteinas, respectivamente.
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Figura 8. Bebidas vegetais F1, F2 e F3 apds o processamento UHT contendo 3%, 4,5% e 6,5%

proteinas (da esquerda para a direita).

4.3 Analise da composicional e do perfil de aminoacidos das bebidas

As bebidas UHT foram analisadas quanto ao teor de proteinas e umidade. A analise de
proteinas foi realizada pelo método Kjeldahl aplicando o fator de conversédo de nitrogénio de 6,25,
indicado para misturas de proteinas, de acordo com a IN n® 75 de 2020 (BRASIL, 2020). O teor de
umidade, por sua vez, foi determinado pela metodologia gravimétrica, com secagem em estufa a
105°C (1AL, 2008). As analises de proteinas e umidade foram realizadas em triplicata. A anélise
de lipideos foi realizada nas bebidas liofilizadas pelo método de Soxhlet (1AL, 2008).

Para a determinacdo do perfil de aminoécidos as amostras foram previamente
liofilizadas em liofilizador Liotop K108 (Liobras, S&o Carlos, Brasil), e os pés obtidos foram
armazenados a vacuo a -18°C até a realizacdo das analises. O perfil de aminoacidos foi determinado
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando um cromatédgrafo equipado
com detector DAD e de fluorescéncia (Separation module 2695, Fluorescence Detector 2475,
Waters, Massachusetts, EUA), pilotado com o software Empower 3. As amostra foram submetidas
a trés diferentes preparages para hidrélise das proteinas e consequente liberagdo dos aminoacidos:
(i) a primeira preparagdo foi a de hidrolise &cida para quantificacdo dos aminoacidos resistentes a

tais condi¢des reacionais, em meio ausente de oxigénio; (ii) a segunda preparacdo foi para
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quantificacdo dos aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) a partir de pré-oxidagcdo com acido
férmico, peroxido de hidrogénio e acido bromidrico; e (iii) a terceira preparacéao foi a de hidrélise
alcalina para quantificacdo do triptofano. Cada etapa de hidrdlise foi seguida por etapa de
derivatizacdo utilizando reagente carbamato 6-aminoquinolilsuccimidil (AQC) seguida da
quantificacdo em coluna cromatografica C18 (AccQ.Tag®, Waters) e fase mdvel composta por
tampdo acetato pH 5,05 / acetonitrila / 4gua para os aminoacidos resistentes e sulfurados. Para a
analise do triptofano, acido acético e acetonitrila foram utilizados como fase mdvel. A eluicdo dos
aminoacidos foi acompanhada por meio de leitura de fluorescéncia com excitacdo a 250 nm e
emisséo a 395 nm (MA et al., 2015).

4.4  Andlises de estabilidade das bebidas
4.4.1 Determinacao do pH

As formulac@es das diferentes bebidas F1, F2 e F3 foram avaliadas em relacdo ao pH
antes do processamento UHT, apds o processamento UHT (DO0) e apds 60 dias de vida de prateleira
para a condicdo de armazenamento a 25°C (ambiente) (D60a). As medicdes foram realizadas em
pHmetro Mettler Toledo, modelo MP 220 (Schwerzenbach, Switzerland).

4.4.2 Determinacdo da fragdo insoltvel

As fragdes sollveis e insolluveis das diferentes formulagbes antes e apds o
processamento UHT foram separadas por centrifugacdo a 2330 g a 25:C + 2°C por 5 min em
Centrifuga Nova Técnica, modelo 812 (Piracicaba, Brasil). A massa da fracdo insoluvel foi
quantificada e expressa em gramas de precipitado umido por litro de amostra (g/L). As anélises
foram realizadas em triplicata em cada uma das duas replicatas independentes de processo.

4.4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A técnica de SDS-PAGE foi aplicada para identificar o perfil das proteinas em fungédo
de suas massas moleculares. A andlise foi realizada em condicdes redutoras. Foram analisadas as
amostras: 1) isolado proteico de ervilha (IPE), 2) pasta de castanha-do-para (PCP) e 3) fragdes
insolUveis obtidas das formulagdes de bebidas UHT.

As dispersoes de IPE e PCP foram preparadas separadamente em concentracao proteica

de 10 mg/mL. As fracBes insoluveis das formulacbes F1, F2 e F3 foram avaliadas antes e logo apos
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o0 processamento UHT (DO) e ap6s 60 dias do processamento UHT para as bebidas armazenadas
em temperatura de 25°C (ambiente) (D60a). A fracdo insoluvel foi obtida conforme topico
“Determinacao da fracdo insolivel”. Uma aliquota de 10 mg de cada amostra foi misturada com
1,0 mL do tampao de amostra contendo 2% de SDS, 20% de glicerol, 10% - mercaptoetanol
(utilizado como agente redutor), 62.5 mM Tris — HCI pH 6,8. As amostras foram aquecidas a 90 °C
por 5min e em seguida agitadas em vortex a 25°C por 1 min, para garantir que as proteinas
estivessem completamente dispersas. Apés o resfriamento as amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 14%. A analise foi realizada em uma célula de eletroforese (Mini Protein tetra cell,
Biorad, Singapura) a 120 V por 60 min. O tampdo de corrida foi composto por 25 mM Tris base,
0,1% SDS, 192 mM glicina, pH 8,3. Os geis foram corados com Coomassie Brilhant Blue G - 250
(0,1% em 10% de &cido acético, 40% de metanol e 50% de agua destilada) por 24h e descoloridos
em uma solucdo contendo acido acético/metanol/agua (1/ 4/ 5). As analises foram realizadas em

duplicata.

4.4.4 Distribuicdo de tamanho de particulas

A anélise de tamanho de particula por difracdo a laser foi realizada nas diferentes
formulacdes de bebida UHT utilizando o equipamento Horiba, modelo LA-300 (Califérnia, EUA),
utilizando o software LA300 para Windows.

A distribui¢do do tamanho das particulas no intervalo de 0,1 a 600 pm foi obtida a
partir de aliquotas coletadas dos frascos contendo 250 mL de cada uma das 3 formulacdes, F1, F2
e F3. As distribuicdes de tamanho de particulas foram analisadas em sextuplicata nas bebidas antes
e apos o processamento UHT (DO0) e ap0ds 60 dias + 2 para as bebidas armazenadas sob refrigeracédo
a 5°C (D60r) e a temperatura ambiente a 25°C (D60a).

4.4.5 Andlise de viscosidade aparente

As bebidas UHT foram avaliadas quanto sua viscosidade aparente logo ap6s o
tratamento UHT (DO) e ao longo da vida de prateleira, apds 5 e 60 dias (x2 dias), para as bebidas
armazenadas a 5°C e 25°C (D5r e D5a, D60r e D60a). Antes da medicgéo da viscosidade, as amostras
mantidas sob refrigeracdo foram mantidas em temperatura ambiente por tempo suficiente para
atingirem a temperatura de 23°C+2°C para a realizacdo da analise. As bebidas foram transferidas

para béqueres e misturadas 10 vezes com uma colher, a fim de eliminar qualquer potencial efeito
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de separacdo de fases. O equipamento utilizado foi o Viscosimetro Brookfield modelo RV DV-
I1+Pro (Massachusetts, USA). Os pardmetros de anélise foram fixados na rota¢do de 50 rpm e
tempo de medicao de 30 segundos, a fim de manter constante a taxa de cisalhamento aplicada nas
amostras e possibilitar a analise comparativa das medi¢des ao longo da vida de prateleira. A analise

foi realizada em quadriplicata.

4.5 Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico Minitab, versdo 20
(Minitab Statistical Software, Pennsylvania, EUA). Foi realizada a analise de variancia (ANOVA)
e teste de Tukey para avaliar diferencas entre as amostras com nivel de significancia de 95% (p <
0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da composicéo e do perfil de aminoacidos das bebidas UHT

As bebidas UHT foram analisadas quanto ao teor de proteinas e umidade. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 5. O teor de proteinas das diferentes amostras foi proximo ao
tedrico idealizado para cada uma das formulagbes. Estas concentracbes proteicas atendem a
Instrucdo Normativa N° 75 de 2020 (BRASIL, 2020) que estabelece a quantidade minima de
proteinas para as alegagdes nutricionais “fonte de proteinas” (minimo de 6 g de proteina/por¢édo) e
“rico em proteinas” (minimo de 12 g de proteina/por¢do), considerando a por¢do de 200 mL,
conforme estabelecido pela IN n° 75 na categoria de bebidas ndo alcoolicas (BRASIL, 2020).

Os teores lipidicos obtidos nas formulas F1, F2 e F3 liofilizadas foram de 26,09% para
F1, 30,31% para F2 e 34,36% para F3. O aumento observado entre as formulas é baseada na
variacdo do nivel de pasta de castanha-do-paré entre as 3 formulacdes, sendo o nivel em F1 de
3,5%, em F2 o nivel foi de 4,0% e em F3 a dosagem foi de 4,8%, de forma a complementar o perfil
de aminoéacidos proporcionalmente nas diferentes bebidas. No que diz respeito a analise de
umidade, os valores encontrados foram de 92,9% para F1, 90,7% para F2 e 87,2% para F3. A
reducdo do teor de umidade de F1 para F2, bem como de F2 para F3 deu-se de maneira condizente
e inversamente proporcional ao aumento do teor de proteinas (e total de sélidos). Os resultados do
teor de umidade foram coerentes, embora ligeiramente maiores, com o tedrico idealizado na

concepcao da formulacédo (Tabela 3).

Tabela 5. Teores de proteina, lipideos e umidade das diferentes bebidas UHT.

Analise F1 F2 F3
Proteinas ! (%) 3,01+0,01 4,41+0,01 6,57 +0,14
Umidade * (%) 92,9+0,16 90,7+0,12 87,2+0,18
Lipideos 2 (b.c.) 26,09 30,31 34,3

!Resultados expressos pela média da analise em triplicata. 2 Analise realizada nas bebidas liofilizadas.

Além da quantidade de proteinas, as bebidas UHT devem atender o perfil de
aminoacidos essenciais em quantidades minimas, conforme estabelecido pela FAO para ter a
alegacédo nutricional de proteinas. A Tabela 6 apresenta o perfil de aminoacidos essenciais das
diferentes bebidas UHT, bem como a composicéo referéncia da FAO (BRASIL, 2020). O perfil de

aminoacidos das bebidas UHT mostrou valores acima da composi¢do minima de referéncia para
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todos os aminoécidos essenciais (AAE's), cumprindo, portanto, as exigéncias para as alegacdes
nutricionais referentes as proteinas. A soma dos aminoécidos metionina e cisteina esperada para
formulac@es cuja fonte proteica fosse apenas ervilha seria em torno de 17 mg/g de proteina. Esses
aminoéacidos, que sdo limitantes nas leguminosas, foram complementados pela adi¢do da castanha-
do-pard. Os resultados obtidos para a soma dos aminoacidos metionina e cisteina ficaram acima do
valor minimo de referéncia de 22 mg/g de proteina, apresentando somatorias de 37, 35 e 39 mg/g
proteina para as amostras F1, F2 e F3, respectivamente. Os valores reais de aminoacidos essenciais
das diferentes bebidas foram bastante condizentes com o tedrico estimado para as diferentes
formulacdes (Tabela 4), a excegdo dos valores ligeiramente inferiores de leucina e ligeiramente
superiores dos aminoacidos sulfurados. Dessa forma, a alegagdo “fonte de proteinas” (minimo de
6 g de proteina/por¢do) ¢ aplicavel as bebidas F1 e F2, e a alegagdo “rico em proteinas” ou “alto

teor de proteinas” (minimo de 12 g de proteina/porcao) é aplicavel a bebida F3 (BRASIL, 2020).
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Tabela 6. Composicao de Referéncia de aminoacidos estabelecida pela FAO/WHO/ONU e perfil
de aminoacidos essenciais das diferentes bebidas UHT expressos em mg de aminoacido por grama

de proteina.

Aminoacidos Referéncia
Essenciais FAO/WHO/ONU F1 F2 k3
Histidina 15 25 25 25
Isoleucina 30 44 45 46
Leucina 59 79 80 81
Lisina 45 70 73 72
Metionina + cisteina 22 37 35 39
Fenilalanina + tirosina 38 85 86 88
Treonina 23 36 35 36
Triptofano 6 9 8 8
Valina 39 48 49 50

5.2 Evolucédo do pH das bebidas UHT ao longo do armazenamento

O pH das diferentes bebidas UHT foi monitorado ao longo do armazenamento como
indicativo da estabilidade fisico-quimica e microbioldgica das amostras. Os valores de pH das
amostras antes e logo apds o processamento UHT e apds 60 dias de armazenamento a temperatura
ambiente de 25°C (D60a) estdo descritos na Tabela 7. Nao houve variacdo significativa do pH da
bebida F1 entre os pontos analisados, com pH de 7,42 antes do processamento UHT e 7,32 em
D60a. Resultados equivalentes foram observados para a amostra F2, que apresentou pH de 7,38
antes do processamento UHT, 7,36 logo apds o processamento UHT e 7,34 em D60a. No que
concerne a amostra F3, o valor de pH da bebida antes do processamento UHT foi de 7,19 e se
diferiu significativamente do pH da amostra logo apds o processamento UHT (7,29) e em D60a
(7,32). Para essa amostra, houve um ligeiro aumento do pH em decorréncia do processamento
UHT, o qual se manteve estavel ao longo do armazenamento por 60 dias a temperatura ambiente.
O pH inferior da amostra F3 antes do processamento UHT, comparativamente as formulaces F1
e F2, pode ser atribuido ao maior conteudo proteico da bebida, o que resultou em menor hidratacéo
e solubilizac&o das proteinas antes do processamento UHT. Em resumo, o monitoramento do pH
evidencia estabilidade das bebidas ao longo dos 60 dias de armazenamento a temperatura ambiente
(25°C).
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Tabela 7. pH das bebidas antes, imediatamente ap6s o processamento UHT e ap6s 60 dias de

armazenamento a 25°C (D60a).

Formula Antes UHT Apo6s UHT (DO0) D60a
F1 (3,0% proteinas) 7,42 +0,06 A2 7,36 + 0,06 A2 7,32 +0,05A2
F2 (4,5% proteinas) 7,38 +0,09 A2 7,36 + 0,06 A2 7,34 +0,02A2
F3 (6,5% proteinas) 7,19 £0,01 A® 7290400348  7,32+0,025A%

Todos os resultados sdo expressos como média + desvio padrao.
Letras mailsculas diferentes para os valores em uma mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

Letras minusculas diferentes para os valores em uma mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05).

5.3 Evolugao da viscosidade aparente das bebidas ao longo do armazenamento

A viscosidade aparente das diferentes amostras foi determinada ao longo do
armazenamento tanto a temperatura ambiente (25°C + 2°C), quanto em temperatura de refrigeracéo
(5°C). Na Tabela 8 constam os valores de viscosidade aparente para as amostras logo apds o
processamento UHT (D0), apés 5 e 60 dias com armazenamento a temperatura ambiente de 25°C
(D5a e D60a) e temperatura de refrigeracéo de 5°C (D5r e D60r). Os valores de viscosidade das
diferentes bebidas F1, F2 e F3 logo ap6s o processamento UHT (DO) diferiram significativamente
entre si; com valores de 20,27 mPa.s para a amostra F1, 24,53 mPa.s para F2 e 48,70 mPa.s para a
amostra F3. O aumento de viscosidade entre as amostras F1 e F2, bem como entre as amostras F2
e F3 sdo resultantes do aumento dos niveis de proteinas, bem como do aumento do teor de sélidos
totais das amostras. A amostra F1, com menor teor de proteina (~3,0%) apresentou menor
viscosidade aparente, a amostra F2 contendo niveis intermediarios de proteina (~4,4%) apresentou
valores intermediarios de viscosidade aparente, enquanto a amostra F3, com maior teor de proteina
(~6,5%), apresentou maior viscosidade. Entretanto, apesar das diferentes viscosidades aparentes,
todas as amostras estavam fluidas o suficiente para serem adequadamente processadas no
tratamento UHT.

Na analise das viscosidades aparentes ao longo da estocagem em temperatura
ambiente, houve aumento significativo da viscosidade na amostra F1 em D5a de 20,27 mPa.s para
28,8 mPa.s, ao passo que entre D5a e D60a ndo houve variagdo significativa na viscosidade

aparente, com o resultado de 27,6 mPa.s em D60a. Esses resultados indicam maiores variagdes
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logo nos primeiros dias de estocagem, mas variagdes minimas para maiores tempos de estocagem,
nesta amostra. Para a amostra F2, os valores obtidos ndo diferiram entre si para as analises logo
apos o processamento UHT (24,5 mPa.s) e em D5a (28,0 mPa.s), ao passo que houve aumento
significativo comparando os resultados entre D5a e D60a, com resultados variando de 28,0 mPa.s
para 36,6 mPa.s. Apesar desta variagdo, a viscosidade apds o armazenamento ndo foi grande o
suficiente para impedir a fluidez da bebida F2. Em relagdo a F3, ao longo do periodo de estocagem
a 25°C, a viscosidade aparente foi significativamente maior com o maior periodo de estocagem
(D60a), com viscosidade de 91,7 mPa.s, seguido do resultado em D5a (67,1 mPa.s), e por sua vez,
a menor viscosidade aparente foi observada em DO (48,7 mPa.s). Essa variagdo pode ser
interpretada como consequéncia do aumento do teor proteico, mas também do teor de lipideos, em
decorréncia do incremento da proporcao de pasta de castanha-do-para nesta formulacdo. Essas
diferencas podem ter influenciado o perfil de interacdo soluto-solvente e consequentemente
modulado a viscosidade.

A presenca do sistema estabilizante composto por goma acéacia e goma gelana parece
possuir baixa influéncia no aumento da viscosidade das bebidas, uma vez que o nivel aplicado de
sistema estabilizante foi o mesmo nas 3 diferentes formulacbes e ambos os hidrocoldides
apresentam, normalmente, baixa viscosidade quando em solugéo. Especificamente sobre a goma
acécia, Williams P.A. e Phillips G.O. (2021) exemplificaram que as solucfes desta goma s6 se
tornam viscosas em concentragdes superiores a cerca de 30%, em decorréncia de sua estrutura
altamente ramificada. Em complemento, em relacdo a goma gelana alta acil, Sworn et al (2021)
mencionam que em baixas concentracdes (0,02%-0,05%) as solu¢des desta goma sdo de natureza
liquida, mas consistem em uma rede de gel fraca. Esses sistemas, geralmente chamados de “géis
fluidos”, apresentam propriedades de suspensdo extremamente boas, mas tém uma viscosidade
muito baixa (SWORN; STOUBY, 2021). Adicionalmente, de acordo com Singh et al. (2020), a
goma gelana é um agente de suspensdo que gera uma rede tridimensional e resulta em um gel que

possui interacdes que sdo facilmente destruidas com aplicagéo de cisalhamento.
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Tabela 8. Resultados de viscosidade apds processamento para as bebidas armazenadas a 25°C (D0)
e apos 5 e 60 dias para as bebidas armazenadas a 25°C (D5a e D60a) e a 5°C (D5r e D60r).

Formula  Apés UHT D5a D60a D5r D60r

F1 20,27 £0,99¢ 2880+ 0,208 27,60+0,85° 4127 +6,29° 5490+ 2,082
F2 24,53+ 0,428 2800+2,60B 3660+0,008 5493+7918° 78090+ 1,894 Ba
F3 48,70+ 053¢ 67,10+2,08A9 91,70+ 1,59 A° 159,83 + 3,37 A° 221,80 + 15,03 A2

As médias na coluna com sobrescrito maitsculo diferente sdo significativamente diferentes em p<0,05.

As médias na linha com sobrescrito minusculo diferente sdo significativamente diferentes em p<0,05.

Adicionalmente, a Tabela 8 também apresenta os resultados de viscosidade aparente
para as bebidas estocadas sob refrigeracdo (52C) ap6s 5 e 60 dias (D5r e D60r). De forma similar
ao observado durante a estocagem a temperatura ambiente, quanto maior o teor proteico da
amostra, maior foi a viscosidade aparente observada. Para o periodo de 5 dias (D5r), o valor mais
baixo observado foi em F1 (41,27 mPa.s), seguido da amostra F2 (54,92 mPa.s) e o valor mais alto
foi observado em F3 (159,83 mPa.s). A partir da analise das amostras ao longo do periodo de
armazenamento, todas as férmulas apresentaram aumento significativo da viscosidade entre D5r e
D60r. Os dados em D60r para F1, F2 e F3 foram de 54,9 mPa.s, 78,9 mPa.s e 221,8 mPa.s,
respectivamente.

De forma comparativa, os valores de viscosidade das formulacdes mantidas sob
refrigeracdo (5°C) foram superiores as respectivas viscosidades das bebidas mantidas a 25°C,
sugerindo a ocorréncia de cristalizagdo da fracdo lipidica. Um ponto importante a ser salientado é
o fato de que a estabilidade das bebidas foi mantida durante o periodo avaliado, apresentando
aspecto liso e homogéneo até as avaliacdes de D60.

Em relacdo ao teor proteico, as viscosidades aumentaram a medida que os valores
proteicos aumentaram. Para a amostra F3 com 6,5% de proteinas, a viscosidade aparente na
amostra armazenada sob refrigeracdo (221,8 mPa.s) foi equivalente a de um iogurte batido ou
bebida fermentada, com aparéncia cremosa, porém fluida. Como um exemplo comparativo de
viscosidade, Thami, et. al (2022) estudaram adicao de extrato de semente de uva em iogurte batido
de bufala e relataram viscosidade aparente de 250 mPa.s para o iogurte controle. Em complemento,
Borges et al. (2023) obtiveram viscosidades aparentes entre 194 mPa.s e 197,8 mPa.s para bebidas
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lacteas UHT com alto teor de proteina (10%) adicionadas de carboidratos. Os valores relatados por
esses autores foram préximos ao encontrado para a bebida F3 contendo 6,5% proteinas em D60r
(221,8 mPa.s).

5.4 Estabilidade proteica nas bebidas UHT

5.4.1 Massa de material sedimentéavel

Os resultados relativos ao nivel de material sedimentavel nas amostras antes do
processamento UHT estdo descritos na Tabela 9. A massa de precipitado uUmido foi
significativamente crescente com o aumento do teor de proteinas (e solidos totais) das amostras.
As formulagbes F1, F2 e F3, antes do processamento UHT, apresentaram 251,35, 326,15 e 416,69
g de precipitado Umido por L de amostra, respectivamente. O aumento do teor de material
sedimentavel de acordo com o aumento do teor de proteinas nas bebidas, sugere que o precipitado
umido possui participacdo consideravel de proteinas. Comparando os dados antes do tratamento
UHT e logo ap6s (D0) é importante ressaltar a consideravel diminuicdo do contetdo de material
sedimentavel. Estes resultados demonstram a grande importancia do processo de homogeneizacao
como etapa que gera grande influéncia na solubilidade em proteinas vegetais, conforme citado em
diversos estudos na literatura (CHANG et al., 2022; D’ALESSIO et al., 2023; PRIMOZIC et al.,
2018; YANG et al.,, 2018). Adicionalmente, Melchior et al. (2021) e D’Alessio et al.
(2023)(D’ALESSIO et al., 2023) mencionam a homogeneizagdo possui a capacidade de aumentar
a solubilidade e a retencédo de 6leo das proteinas de ervilha.

No que se refere ao periodo de estocagem, ndo houve variacgdo significativa durante o
periodo avaliado para a amostra F1, com valores de 64,38 g de precipitado Umido/L de amostra em
DO e 66,74 g de precipitado umido/L de amostra ap6s 60 dias (D60a). O mesmo comportamento
foi observado na amostra F2, que apresentou valores de material sedimentavel ap6s o
processamento UHT (DO0) e ap6s 60 dias (D60a) de 72,07g/L e 73,44 g/L, respectivamente. Os
resultados mostram estabilidade das bebidas ao longo dos 60 dias em armazenamento a 25°C e
manutencdo da estabilidade proteica das bebidas, mesmo apos o tratamento UHT. No que concerne
a amostra F3 durante o periodo avaliado, a massa de material sedimentavel em DO foi
significativamente maior (93,55 g/L de amostra) que a medi¢do em D60a (54,63 g/L de amostra).

Uma hipotese para interpretacdo desta reducdo de material sedimentavel em F3 é o aumento da
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viscosidade aparente de forma significativa, ocorrida no mesmo periodo (entre DO e D60),

restringindo a sedimentacao

Tabela 9. Massa de material sedimentavel (g de precipitado tmido/L de amostra) antes e logo apds
0 processamento UHT, ap6s 60 dias para as bebidas armazenadas a 25°C (D60a) e ap06s 5 e 60 dias

para as bebidas armazenadas a 5°C (D5r e D60r).

Antes do Apos o

Formula UHT UHT D60a D5r D60r
F1 251,35 + 64,38 + 66,74 + 61,23 + 43,55 +
16,56 c@ 7,51 8Bb 5,35 Ab 2,70 Abc 11,44 Ac
Fo 326,14 + 72,07 + 73,44 + 55,17 + 38,37 +
2848Ba 15,15 Bb 3,13Ab 3,79 Bbc 11,55 A¢
F3 416,69 + 93,55 + 54,63 + 55,45 + 40,53 +
10,28 A2 10,40 AP 6,96 B¢ 3,18 B¢ 2,57 Ad

Letras maidsculas diferentes para os valores em uma mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

Letras minusculas diferentes para os valores em uma mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05).

Na avaliagdo das amostras armazenadas em condigéo refrigerada (5°C), os maiores
valores encontrados para material sedimentavel forem em D5r (61,23 g/L para F1, 55,17 g/L para
F2 e 55,45 g/L para F3), sendo observada uma reducdo dos resultados apds 60 dias (D60r) para as
3 formulacdes (43,55 g/L, 38,37 g/L e 40,53 g/L para F1, F2 e F3 respectivamente). Apds 5 dias
de estocagem em condicOes refrigeradas (D5r), F1 apresentou o maior resultado entre as
formulacdes, com diferenca significativa em relacdo as bebidas F2 e F3, o que pode estar
relacionado a viscosidade inferior de F1, facilitando a segregacdo de material insoltvel durante a
centrifugacdo. Na analise de D60r, ndo houve diferenca significativa entre os resultados de F1, F2
e F3. A reducdo de material sedimentado de F3 em D60r pode ser justificada como uma
consequéncia do aumento significativo de viscosidade entre o periodo D5r e D60r, conforme
descrito na Tabela 8, ocasionado uma restricdo da mobilidade do material durante a centrifugacéo
na analise em D60r. Em analise comparativa das diferentes condigdes de armazenamento (25°C e
5°C) em D60a e D60r, observa-se uma menor concentragdo de material sedimentavel em todas as

amostras armazenadas a 5°C em relagdo as amostras armazenadas a 25°C. Este comportamento
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reforca a influéncia do aumento da viscosidade na reducdo da fracdo sedimentavel nas amostras

D60r, como discutido anteriormente.

5.4.2 Distribuicao do tamanho de particulas

O tamanho de particulas foi analisado nas amostras F1, F2 e F3 antes e apds o
processamento UHT (DO) e ap6s 60 dias de armazenamento a 25°C (D60a). Os valores do tamanho
médio das particulas (um) nas diferentes amostras estdo descritos na Tabela 10. Antes do
processamento UHT, o tamanho médio das particulas foi de 151,19um, 153,54um e 148,32 um
para as formulagbes F1, F2 e F3 respectivamente. Para as 3 formulagGes, foi observado uma
reducdo significativa do tamanho de particulas entre os dados obtidos antes e ap0s o tratamento
térmico UHT. Esta reducdo ocorreu em fungéo da etapa de homogeneizagao, que promove reducao
do tamanho dos gldbulos lipidicos e dos agregados proteicos. Durante a homogeneizacdo, o fluido
é forgado a passar por um estreito orificio na valvula do homogeneizador, onde é submetido a uma
rapida aceleracdo (D’ALESSIO et al., 2023). Consequentemente, cavitacdo, tensdo de
cisalhamento e turbuléncia ocorrem simultaneamente, permitindo a inducéo de fenémenos como
ruptura mecénica das diferentes estruturas em suspensdao (D’ALESSIO et al.,, 2023). O
comportamento das amostras fica ainda mais evidente na observagéo da distribuicdo do tamanho
de particulas apresentada na Figura 7. Nas diferentes formacdes, antes do tratamento UHT ha
predominancia de uma populacdo e particulas cujo tamanho é superior a 100 pum. Apo6s o
processamento UHT, o perfil de distribuicdo do tamanho de particulas muda, com a clara presenca
de duas populagdes: uma por volta de 80 um e outra inferior a 1 um. O mesmo perfil se reproduz
em todas as diferentes bebidas, independentemente do teor total de proteina. Na analise das
diferentes bebidas depois do processamento UHT (DO0), ndo houve diferenca significativa do
tamanho médio de particulas entre as formulagdes F1, F2 e F3; sendo os resultados obtidos de
19,12 pm, 17,83 pm e 15,23 pm, respectivamente.

Em relacdo aos resultados comparativos entre DO (ap6s o UHT) e apds 60 dias de
armazenamento a temperatura ambiente (D60a), o tamanho médio de particulas entre as
formulacBes ndo diferiu significativamente. O mesmo se reproduz no perfil de distribuicdo de
particulas (Figura 9). Em adicdo, ndo foram observadas variagdes significativas entre o tamanho

médio das particulas nas formulagbes F1, F2 e F3 ap0s o periodo de armazenamento (18,77 um,
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19,01 pm e 16,81 um respectivamente), indicando estabilidade das estruturas proteicas, sem

indicios de formacdo de agregados proteicos ao longo do periodo de armazenamento avaliado.

Tabela 10. Tamanho médio de particulas (um) antes e apos o processamento UHT (DO) e apds 60

dias para as bebidas armazenadas a 25°C (D60a).

Formula Antes do UHT Apo6s UHT (DO0) D60a
F1 151,19 + 2,15 AB? 19,12 + 3,45 AP 18,77 £ 1,10 AP
F2 153,54 + 2,97 A2 17,83 +£2,33 AP 19,01 £0,71 AP
F3 148,32 + 2,14 B2 15,23 + 1,47 AP 16,81 + 0,32 Bb

Letras maidsculas diferentes para os valores em uma mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

Letras minusculas diferentes para os valores em uma mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05).
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(A)F1

001 ! 100 DIAMETRO (um)

——F1 Antes UHT ——F1 Ap6s UHT (D0) ——F1 D60a

(B) F2

0,01 1 100 ~
DIAMETRO (um)
——F2 Antes UHT ———F2 Ap6s UHT (D0) —— F2 D60a
(C)F3

0,01 1 100

DIAMETRO (um)

——F3 Antes UHT ~ ——F3 Ap6s UHT (D0)  ———F3 D60a

Figura 9. Distribuicdo do tamanho de particulas das diferentes bebidas antes do processamento
UHT, apds o processamento UHT (DO0) e ap6s 60 dias armazenadas a 25°C (D60a) para as bebidas
(A)F1, (B)F2e (C) F3.
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5.4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A andlise de SDS-PAGE foi realizada para identificar as bandas (proteinas)
caracteristicas de cada um dos ingredientes proteicos utilizados na formulacao das bebidas, ou seja,
IPE (isolado proteico de ervilha) e PCP (pasta de castanha-do-pard). Em complemento a anélise
foi igualmente realizada para avaliar a estabilidade dessas proteinas nas bebidas, pela avaliacdo das
proteinas presentes no material sedimentavel ao longo do armazenamento. Os géis de eletroforese
contendo os ingredientes proteicos IPE e PCP estdo na Figura 10. No gel referente ao IPE, é
possivel identificar as bandas caracteristicas das trés principais proteinas (globulinas) da ervilha:
convicilina, legumina e vicilina. De acordo com Cui et al. (2020), o perfil caracteristico apresenta
as seguintes massas moleculares: (i) a convicilina, cuja massa molecular é ao redor de 70 kDa; (ii)
as fragOes proteicas compondo a legumina (a de ~40 kDa ¢ B de ~20 kDa); e (iii) a vicilina, que é
composta principalmente por trés fracdes de diferentes massas moleculares. Com relacéo ao perfil
proteico da pasta de castanha-do-para, é possivel visualizar 3 bandas com massas moleculares ao
redor de 30 kDa, 15 a 20 kDa e ~10 kDa, que podem ser correlacionadas com as fragfes 11S, 7S e
2S, respectivamente. Sun et al (1987) mencionaram a presenca de fragdes com massas moleculares
de 24 a 32 kDa, 14 a 45 kDa e 3 e 9 kDa, para essa fonte proteica.

MwW MwW P PCP
(koa) P IPE (kDa)
75 Conwvicilina 75
50 — Vicilina 50
37 Legumina a 37
- Vicilina
25 25
20 —— Legumina B 20
15 15
—— Vicilina

10

Figura 10. SDS-PAGE em condic¢des redutoras do isolado proteico de ervilha (IPE) a esquerda e
da pasta de castanha-do-para (PCP) a direita e suas respectivas fracdes proteicas.
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O perfil eletroforético das frages insolUveis das bebidas antes do processamento UHT
(A), logo apds o processamento (D0) e apds 60 dias com armazenamento a 25°C (D60a) estéo
ilustrados na Figura 10. E possivel observar de forma clara a reducéo da intensidade das bandas
apos o processamento UHT (DO e D60a) em relacédo as bandas observadas antes do processo UHT
(A). Esse comportamento € similar para as 3 formulages, indicando uma solubilizacdo parcial a
partir do aquecimento e cisalhamento, através da etapa de homogeneizagédo, aplicados no processo.
Esses resultados sdo coerentes com a avaliacdo da massa de material sedimentavel nas diferentes
etapas do processo. Entre as bandas observadas nas amostras em DO e D60a néo foi observada
variacao no perfil geral das fragdes proteicas compondo o material sedimentavel. E possivel, ainda,
identificar as fraces das trés principais proteinas globulares da ervilha nas bandas observadas na
Figura 11: convicilina, vicilina e legumina (CHANG et al., 2022; D’ALESSIO et al., 2023;
MESSION, J. L. et al., 2013)(CHANG et al., 2022; D’ALESSIO et al., 2023; MESSION, J. L. et
al., 2013). O perfil observado no gel das bebidas corresponde majoritariamente ao perfil das
proteinas da ervilha, uma vez que a composi¢ado proteica das bebidas foi de aproximadamente 90:10
entre a proporcdo de proteina de ervilha e proteina da castanha-do-para, respectivamente. Nao
obstante, é possivel identificar na Figura 11 a fracdo com massa molecular ao redor de 20 kDa em
todos 0s pocos, de forma mais evidente do que no gel da proteina de ervilha isoladamente, o que
sugere a participacao da fracdo 7S da proteina da castanha no perfil do material sedimentavel das
bebidas.
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F1 F2 F3

A \ \
[ | | |

A DO 60a A DO D60a A DO D60a

MW
(kDa)
150
17050 Convicilina
50 Vicilina/ 7S
37 Legumina a
Vicilina / 11S
25
20 LeguminaB /7S
15
10 Vicilina / 2S

Figura 11. SDS-PAGE das fragdes insollveis das bebidas antes (A) e depois (DO) do
processamento UHT e apds 60 dias (D60a) armazenadas a 25°C. As bandas 1 a 3 correspondem a

F1, as bandas 4 a 6 correspondem a F2 e as bandas 7 a 9 correspondem a F3.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo combinada de isolado proteico de ervilha e pasta de castanha-do-para
possibilitou a formulacdo de bebidas vegetais mistas com as alega¢des fonte e rico em proteinas,
contendo todos os aminoacidos essenciais de forma balanceada, conforme preconizado pela FAO.
Independentemente das diferentes concentragdes proteicas, as formulagdes foram adequadamente
submetidas ao processamento UHT. A realizagdo da homogeneizacdo apo6s o tratamento térmico
contribui na diminuicdo do tamanho das particulas das bebidas e igualmente na proporcao de
material sedimentavel. Ao longo do armazenamento durante 60 dias, o perfil do tamanho das
particulas das bebidas se manteve inalterado, no entanto, um aumento da viscosidade aparente dos
produtos foi observado. Esse aumento foi mais relevante para as formulagfes com maiores teores
de proteinas e para a condicdo de armazenamento refrigerada. O produto com aproximadamente
6,5 % de proteinas apresentou viscosidade compativel com a de iogurtes batidos quando
armazenada por 60 dias sob refrigeracdo. No entanto, esse mesmo produto apresentou uma
viscosidade significativamente menor quando armazenada pelo mesmo periodo a temperatura
ambiente (25°C).

O perfil de proteinas presente no material sedimentavel ndo variou ao longo do tempo,
nem em fungdo da variacdo entre as formulagdes. Portanto, nenhum comportamento indicando
maior susceptibilidade de determinada proteina a sedimentacdo pbde ser evidenciado. As
formulacBes permaneceram globalmente estaveis ao longo do periodo avaliado. Os resultados
apontam como promissora a estratégia de combinacdo de diferentes fontes proteicas para a
producdo de produtos capazes se suprir demandas de mercado por alternativas a produtos
tradicionalmente formulados com proteinas de origem animal, mas que mantenham a qualidade
nutricional requerida.

Na continuidade deste topico de trabalho, seria interessante realizar avaliacfes
sensoriais dos produtos para balizar ajustes de formulacdo no que concerne percepcao de dulcor,

viscosidade e percepc¢éo global.
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- Autorizacgéo de uso da Figura 3
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- Autorizagéo de uso da Figura 5
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