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RESUMO

Durante o processamento industrial de produtos alimenticios, tendem a ocorrer
modificagdes fisicas e/ou quimicas nos diferentes componentes, que interferem
diretamente em seus atributos tipicos. Portanto, torna-se necessaria a avaliagcdo do
comportamento fisico-quimico de cada componente, bem como de suas misturas.
Dois tipos de proteina, proteina isolada de soja e gluten, tiveram suas propriedades
morfologicas, térmicas e reoldgicas avaliadas neste trabalho. Estas propriedades
também foram investigadas para os amidos de trigo, mandioca e milho, incluindo-se
a determinagdo de amido danificado e o acompanhamento do processo de
gelatinizacéo através da microscopia optica utilizando luz polarizada. Para investigar
o efeito individual dos componentes, foram aplicados varios planejamentos
experimentais de misturas do tipo simplex contendo diferentes concentracées de
proteina isolada de soja/gluten/amido. A influéncia da fonte boténica do amido
também foi verificada. Parametros reoldgicos como for¢a de ruptura, dureza,
deformabilidade, fluidez e for¢ga de penetragao foram determinados para géis obtidos
a partir das misturas preparadas, permitindo assim um estudo comparativo. Através
da quimiometria, modelos de ajuste lineares, quadraticos e cubicos foram aplicados
para obter equagdes polinomiais que pudessem expressar adequadamente as
superficies de resposta observadas para cada parametro reolégico avaliado. A
significancia estatistica desses modelos foi avaliada através da andlise de variancia
e de um novo ensaio experimental, sendo possivel indicar o melhor modelo de

ajuste para cada propriedade reoldgica estudada.
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ABSTRACT

Physical and/or chemical modifications that happen in the ingredients during
industrial process of food products interfere directly in their typical attributes.
Therefore, the physical-chemistry behavior evaluation of each ingredient and their
blends make necessary. Two kinds of proteins, isolate soy protein and gluten, have
been their morphological, thermal and rheological properties evaluated in this work.
These properties have been investigated to wheat, corn and tapioca starches,
damaged starch determination and gelatinization process following using light
microscopy with polarized light were included. In order to investigate the effects of
the individual components, applied several mixture simplex design for modeling
experiments of blends with different isolate soy protein/gluten/starch ratios. The
influence of botanical source of starch was also investigated. Rheological parameters
like rupture strength, hardness, deformability, firmness and penetration strength of
the gels obtained through the prepared blends were determined make possible a
comparative study. Using chemometry, linear, quadratic and special cubic models
were studied to get polynomial equations that express the observed surface
response to each evaluated rheological parameter. The statistical significance of
these models was obtained using analysis of variance and new experimental blend,

being possible indicate the better model to each studied rheological parameter.
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1 INTRODUGAO

Proteina e amido sdo os principais componentes de cereais, legumes e
tubérculos. Produtos alimenticios como paes, massas, salgadinhos, cereais matinais
e outros processados industrialmente possuem textura caracteristica e atributos
sensoriais relacionados a presenca de diferentes proporgdes de proteina, gluten e
amido em suas formulagdes’. Além disso, as propriedades visco-elasticas
necessarias a preparagao e ao processamento de diferentes tipos de alimentos
industrializados dependem da presenca de uma proporcdo adequada destes trés
componentesz. Um exemplo disto s&o os produtos extrusados®*.

Dentre as proteinas utilizadas na industria de alimentos, a proteina isolada de
soja € a que esta em larga expanséo atualmente. O tratamento térmico conduz a
dissociagao, denaturagdo e agregacao das subunidades protéicas, 7S e 11S, que
em concentracdo adequada resultam no fenémeno da gelatinizagdo®. Este
comportamento associado com o alto valor nutricional apresentado pelas proteinas
isoladas de soja tem atraido pesquisas intensas relacionadas a aplicagbes na
industria alimenticia. Entretanto, fortes interagdes intra e intermoleculares resultam
em alta viscosidade que faz seu processamento, tal como extrusao e injegdao, muito
dificil na auséncia de outros aditivos, tais como 6leos vegetais®.

O gluten é uma fragéo isolada do trigo rica em proteinas’. As gliadinas s&o
responsaveis pelas propriedades de ductibilidade e coesividade do gluten, enquanto
as gluteninas formam polimeros de alta massa molecular e contribuem para a
elasticidade®. As proteinas do gliten s&o insoliveis em agua e durante o
processamento, formam estruturas fortes, coesas e viscoelasticas que retéem a
estrutura inicial resultando em um produto final aerado®.

O amido, que pode ser de diferentes origens e procedéncias para a utilizagao
industrial, consiste de granulos micrométricos constituidos das macromoléculas
amilose e amilopectina, em uma proporgdo que depende da origem do granulo™. A
gelatinizagdo do amido é de grande importancia nas etapas de cozimento, secagem
e extrusdo de produtos que o contém''. Durante o processo de gelatinizagdo ocorre
a ruptura de ligagdes de hidrogénio, ocasionando a perda da cristalinidade, a qual

tem sido quantitativamente relacionada com eventos térmicos e estruturais™.



A maioria dos estudos realizados em amostras contendo proteina isolada de
soja, gluten e/ou amido costuma avaliar as misturas através de seus produtos finais,
utilizando metodologia de controle de qualidade industrial, tais como indice de

expansdo, densidade, grau de hidratagdo"'", atividade de agua', coloragéo,
textura'' e avaliagdo sensorial™.

Estudos fundamentais avaliando o comportamento fisico-quimico de cada
biopolimero e sua correlagdo com as propriedades fisico-quimicas de suas misturas
sdo necessarios, porém dificeis de realizar comparativamente, pois cada sistema
apresenta suas caracteristicas especificas, em fungdo da origem dos diferentes
componentes.

O principal objetivo deste trabalho é, portanto, a caracterizagao fisico-quimica
de cada um dos componentes, proteina isolada de soja, gluten e amido (trigo,
mandioca e milho), bem como a avaliagao de propriedades reolégicas de diferentes
composi¢cdes de misturas dos mesmos. Para tal, serdo aplicadas técnicas
experimentais tais como microscopia 6ptica utilizando campo claro e luz polarizada,
microscopia eletrénica de varredura, espectroscopia de difragdo a laser, calorimetria
diferencial de varredura, viscosimetria e textura, planejamento de misturas utilizando

a regiao simplex e modelos de ajuste linear, quadratico e cubico.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROTEINA ISOLADA DE SOJA

A soja constitui uma excelente fonte de proteina para a alimentagdo humana e
animal. Além de apresentar cerca de 40% de proteina em seus gréos, estas séo de
elevado valor nutritivo"’.

A proteina isolada de soja € um produto extraido da farinha desengordurada de
soja e que contém mais de 90% de proteina. As proteinas de soja constituem uma
mistura de macromoléculas de tamanhos, densidades de carga e estruturas
diferentes’.

As globulinas sdo as principais proteinas da soja sendo insoluveis em meio
aquoso em seu ponto isoelétrico. O ponto isoelétrico representa o pH no qual uma
molécula carregada em solugdo possui carga elétrica resultante nula e, portanto, ndo
¢ deslocada em um campo elétrico™.

Quando submetidas a ultracentrifugacéo as proteinas podem ser separadas em
quatro fragdes de acordo com a sua velocidade de sedimentagéo, 2S, 7S, 11S e 15S

(onde S é a unidade Sverdberg)®, Tabela I.

Tabela I: Caracteristicas das fragdes protéicas hidrossoluveis da soja.

Fracéo 2S 7S 118 158
Proporgao (p/p), % 15 35 40 10
Massas Molares (KDa) 7,8-21,5 12-175 320- 350 600

As proteinas de soja constituem-se principalmente de globulinas 11S e 7S,
representando estas duas fragbes 75% do total.

A fracdo 11S, ou dglicinina, é constituida por 12 subunidades, sendo 6 de
carater acido e 6 de carater basico, ligadas por ligagao dissulfeto. Ja a fragéo 7S, ou
B-conglicinina, € uma glicoproteina trimérica formada por trés subunidades: o, o’ €
[321_

O modelo estrutural da fragdo 11S pode ser visualizado na Figura 1.



Figura 1: Modelo estrutural da fragdo 11S da soja®.

A glicinina e a B-conglicinina contém 39% e 41% residuos de aminoacidos
hidrofébicos, respectivamente. Como o conteudo de aminoacidos hidrofébicos é
superior a 30%, torna-se fisicamente impossivel formar uma estrutura quaternaria
capaz de esconder todos os residuos apolares. Sendo assim, zonas hidrofdbicas
ficam expostas e a interagdo entre as zonas forma dimeros e trimeros®.

Durante o aquecimento das proteinas ha uma interagdo das globulinas 7S e
11S. A formagdo de agregados das subunidades o e o' ocorre devido a ligagdes
ibnicas e ligagdes dissulfeto. Agregados de alta massa molecular sédo formados por
trimeros ou dimeros das subunidades a e o', enquanto que agregados de massa
molecular intermediario sado formados pelas subunidades o e o e pelos
polipeptideos da glicinina®.

O mecanismo de formagao do gel protéico € o mesmo para a glicinina e a -
conglicinina: agregagcao das particulas de proteina, sendo que o tamanho dos
agregados depende do tamanho e da forma das moléculas de proteina, da
temperatura de aquecimento, do pH e do rearranjo molecular antes da formagéo do
ge
diferencas na estrutura da rede protéica formada, bem como pelas numerosas

I**. A glicinina forma géis mais firmes e elasticos que a B-conglicinina, devido as

ligagbes dissulfeto existentes na molécula da glicinina®.



A fracdo 7S apresenta um gel menos rigido em temperaturas acima de 75°C.
Isso pode ser explicado pelo fato das altas temperaturas gerarem mais sitios
reativos na superficie da molécula de proteina, principalmente sitios hidrofébicos,

formando gel desordenado?.

2.2 GLUTEN

O trigo apresenta 13% de proteina em sua composigédo. O gluten é um produto
obtido da lavagem da farinha de trigo e que contém mais de 80% de proteina. As
proteinas do trigo sdo normalmente divididas em proteinas de reserva (gliadina e

glutenina), globulinas e albuminas?®, Tabela II.

Tabela II: Caracteristicas das proteinas do trigo.

Proteinas Gliadina Glutenina Globulinas Albuminas
Proporcgao (p/p), % 68 32 13 7
Solubilidade alcool 70% amdqs © bases solugéo salina agua
diluidas
Massas Molares (KDa) 15-60 60 - 10000 <25 <25

Utilizando a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida podem ser
identificadas a gliadina e a glutenina de acordo com a sua mobilidade no gel®.

As gliadinas, que pertencem a classe das prolaminas, apresentam baixo teor
de aminoacidos carregados, formam somente ligagdes intramoleculares dissulfeto e
podem ser classificadas em ordem crescente de massa molecular como a, B, vy € ®-
gliadinas®. As gluteninas, que pertencem a classe das glutelinas, entretanto, sdo
agregados de proteinas ligadas por ligagdes intermoleculares dissulfeto devido a
presenca de cisteina nas subunidades. As mesmas podem ser classificadas como

BMM (baixa massa molecular) e AMM (alto massa molecular)-gluteninas®'.

O modelo estrutural da rede protéica do gluten pode ser visualizado na

Figura 2.
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Figura 2: Modelo estrutural da rede protéica do gluten®.

A capacidade do trigo em formar uma rede protéica viscoelastica, o chamado
gluten®, somente é observada quando a gliadina, responsavel pela extensibilidade, e
a glutenina, responsavel pela elasticidade, estdo presentes em proporgdes

adequadas® *, Figura 3.

Glaten Glutenina Gliadina

Figura 3: Imagem evidenciando a rede protéica viscoelastica tipica do gluten,
formada pela presencga de glutenina e gliadina®.

A elasticidade do gluten hidratado é devida principalmente a glutenina pela
resisténcia a ruptura, que por sua vez se deve a sua estrutura e massa molecular®.
O gluten devera conter um conteudo apropriado de grupos ligados ao nitrogénio
amidico para garantir a sua hidratacéo e formagéao de ligagdes hidrogénio, além do
conteudo e posicionamento adequado de radicais sulfidrilas que se convertem em

pontes dissulfeto, garantindo a correta conformagéo e tamanho molecular ** %,



2.3 AMIDO

O amido é a principal substancia de reserva presente nas plantas, sendo
encontrado sob a forma de granulos insoluveis. Depois dos agucares mais simples
(sacarose, glicose, frutose, maltose), € o principal carboidrato que os vegetais
superiores sintetizam a partir da fotossintese. Entre as matérias-primas utilizadas
para sua extracdo destacam-se as raizes e os tubérculos, como a mandioca e a
batata, e os cereais, como o milho, o trigo e o arroz™.

Este polissacarideo € composto basicamente por dois tipos de
macromoléculas: amilose e amilopectina. A proporgao entre amilose e amilopectina
esta diretamente relacionada ao seu desenvolvimento na célula viva, sendo afetada
pelas condi¢des climaticas e o tipo de solo durante o crescimento da planta e a fonte
botanica®. A Tabela III apresenta valores médios de amilose e amilopectina para

trés espécies de amido citadas na literatura.

Tabela III: Proporgdo de amilose e amilopectina em amido de trigo, mandioca e
milho™.

Trigo Mandioca Milho

Amilose b.s., % 26 17 28
Amilopectina b.s., % 74 83 72
Amilose GP 800 3000 800

b.s. - base seca GP - Grau de Polimerizacao

Os granulos de amido séo semicristalinos com niveis variados de cristalinidade.
Esta é exclusivamente associada com o componente amilopectina, o qual é
radialmente orientado no granulo, enquanto as regides amorfas sao principalmente
representadas pela amilose® *.

Amilose ¢ uma molécula essencialmente linear formada por unidades de
D-glicose ligadas em o(1—4), ja a amilopectina € uma molécula com uma das mais
altas massas moleculares encontradas em macromoléculas biologicas e possui

ligagbes glicosidicas a(1—4) e a(1—6)%, Figura 4.
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Figura 4: Estrutura da amilopectina presente no amido*'.

As cadeias das unidades de D-glicose com as liga¢des a-glicosidicas, tendem
a assumir um arranjo helicoloidal. Este arranjo resulta em uma forma compacta para
a molécula amilose, apesar de sua massa molecular ser bastante elevada (150 a
600KDa). Medidas fisicas indicam que a amilopectina possui massa molecular de 1
a 6000KDa; assim, a amilopectina consiste em centenas de cadeias interligadas de

20 a 25 unidades de glicose cada®.

Quando amidos s&o submetidos a aquecimento (temperaturas tipicamente
maiores que 50°C) na presenga de agua, os granulos absorvem agua e intumescem,
produzindo uma suspensdo coloidal®®. Comega a ocorrer a ruptura das duplas-
hélices da amilopectina (dissociagao das ligagdes hidrogénio), enquanto a amilose é
liberada dos granulos intumescidos, resultando na perda da birrefringéncia. Assim,
uma rede tridimensional é formada** *°. Este evento, chamado de gelatinizagao, é
acompanhado por um drastico aumento na viscosidade do sistema a medida que a

estrutura dos granulos é destruida“®.



2.4 PLANEJAMENTO DE MISTURAS

Proteinas e amidos desempenham papel importante na estrutura, textura e
estabilidade dos alimentos. Como eles sdo raramente encontrados isoladamente nos
produtos, o conhecimento do comportamento de suas misturas é de grande
interesse industrial®’.

A utilizagdo das técnicas estatisticas no planejamento experimental promove a
redugdo do numero de ensaios, sem prejuizo da qualidade de informagédo. Por outro
lado, promove-se o estudo simultaneo de diversas variaveis, a determinagdo da
confiabilidade dos resultados, a representacdo do processo estudado através de
expressdes matematicas e a elaboracdo de conclusdes a partir de resultados
quantitativos e qualitativos®.

Uma mistura € uma classe especial de experimento do tipo superficie de
resposta no qual o produto sob investigagdo é composto de varios componentes. As
propriedades de uma mistura sao determinadas pelas proporcbes de seus
componentes. Além disto, as propor¢des dos diversos componentes de uma mistura
nao sao independentes. A soma de todas as proporcdes deve resultar sempre no
valor de 100%*.

Em um experimento do tipo mistura, as propor¢cbes de cada elemento estao
restritas por uma fronteira. Combinando-se estas fronteiras cria-se o que se
denomina regido simplex. A configuragcado espacial desta regido é apresentada na

Figura 5.
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Figura 5: Configuragao espacial da regidao Simplex.



O sistema de coordenadas do tridngulo permite a visualizagdo das interagdes
entre os trés componentes envolvidos na mistura. Os vértices do tridngulo, x4, X, € Xs,
representam a mistura pura com propor¢ao de um componente sendo 1 e os outros
sendo 0.

Os principais tipos de projetos utilizando simplex séo:

Simplex lattice. Os pontos sao distribuidos uniformemente por toda a regiao
compreendida pelo simplex. Para pesquisar o comportamento da mistura no interior
da regiao simplex, o projeto precisa ser incrementado com pontos interiores;

Simplex centroide. Diferentemente do Simplex lattice, inclui observagdes para
as misturas nas quais os componentes sempre aparecem em propor¢des iguais;

Simplex com pontos axiais. Contém pontos das misturas dentro da regiao
simplex e sdo recomendados quando se deseja explorar a superficie de resposta
através das misturas. O projeto denominado incrementado € aquele que recebe,
adicionalmente, pontos axiais interiores e centroides.

Vértices extremos. E utilizado quando existem restricdes as proporcdes dos
componentes da mistura. Os componentes C, sdo expressos por L; < C, < Lg, onde
L; é o limite inferior e deve estar presente quando o componente for indispensavel a
mistura; Ls € o limite superior e deve estar presente sempre que a mistura nao puder
conter mais do que a proporgao indicada para o componente.

A equacéo geral para as misturas com restricbes pode ser dada por:

C,+Co+Cyt...= 1 (2.1)

Este tipo de projeto restrito produz varidveis altamente correlacionadas, por
isso é necessario fazer-se um estudo de multicolinearidade através dos coeficientes
individuais da regressao®" .

Em adicdo as restricbes individuais dos componentes, podem ser
estabelecidas restricbes para o conjunto de componentes. Estas restricbes
denominadas lineares podem ser introduzidas no problema de mistura em razao da
consideragdo de outras peculiaridades da pratica experimental. Cada modelo tem
uma determinada aplicagéo. A escolha do modelo mais adequado dependera do tipo
de ajuste para o modelo de regressdo que o experimentador desejar, ou o0 que

possuir o maior coeficiente de determinagéo ajustado® *.
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Os modelos de ajuste mais comuns utilizados estdo resumidos na tabela IV.

Tabela IV: Modelos de ajuste utilizados no planejamento de misturas.

Modelo Termos Tipo de Mistura

Linear Lineares Aditivo

Aditivo, ndo-linear binario

Quadratico Lineares e quadraticos L .
sinérgico ou antagénico

Aditivo, nao-linear ternario

Cubico Especial Lineares, quadraticos e cubicos oo .
sinérgico ou antagonico
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1AMOSTRAS

As amostras utilizadas neste trabalho foram a proteina isolada de soja
produzida no Brasil pela empresa Solae, o gluten e o amido de trigo produzidos na
Argentina pela empresa Molinos Juan Semino S.A, o amido de mandioca e o amido

de milho produzidos no Brasil pela empresa Cassava S.A.

3.2 CARACTERIZAGAO DAS MACROMOLECULAS

3.2.1 Proteina Isolada de Soja e Gluten

Microscopia Eletrénica de Varredura: Uma suspensdo aquosa contendo as

proteinas foi gotejada em grades de cobre e deixada em repouso para secagem. O
material foi posteriormente revestido com ouro e paladio. Utilizou-se o microscopio
JEOL JSM 6320F. Estas analises foram realizadas na empresa Solae, Saint Louis,
Estados Unidos da América.

No microscépio eletrbnico de varredura o feixe de radiacdo é um feixe de
elétrons que é focado em um ponto da amostra. O feixe percorre sistematicamente
toda a amostra por um processo de varredura e a interagao do feixe de elétrons com
a amostra gera um conjunto de sinais (elétrons secundarios) que sao medidos por

detectores apropriados, Figura 6.

Foie s Detectores

elétrons

Elétrons
zecundarios

Figura 6: Esquema de funcionamento do microscopio eletrénico de varredura®.
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Estes sinais sdo convertidos pelo detector em correntes elétricas de maior ou
menor intensidade que modulam a intensidade do feixe de elétrons. A imagem
forma-se ponto por ponto em tubos de raios catodicos.

A etapa de preparagdao da amostra tem por objetivo preservar a superficie.
Como as amostras sdo observadas no vacuo do microscopio, elas devem ser
fixadas e depois desidratadas cuidadosamente.

Os elétrons secundarios sao os elétrons ejetados dos atomos da amostra
pelas colisdes ndo elasticas com os elétrons do feixe. Estes elétrons sédo ejetados
direcionalmente em fungdo da topografia da amostra. A intensidade da emissao
depende da natureza quimica da amostra. Os metais, que possuem elétrons mais
fracamente ligados emitem melhor que as substancias organicas. Por este motivo, a
superficie das amostras é recoberta com finas camadas de metal, como o ouro,

paladio ou carbono®.

Granulometria: A distribuicido de tamanho de particula foi determinada
diretamente através da espectroscopia de difracdo a laser, utilizando-se os
equipamentos Mastersizer 2000 e Scirocco - Malvern. Estas analises foram
realizadas na empresa Solae, Esteio, Brasil.

Este método baseia-se no fato de que o angulo de difragdo é inversamente
proporcional ao tamanho de particula.

No funcionamento deste equipamento, um laser de He-Ne produz um feixe de
luz monocromatica com comprimento de onda A=0,63um, o qual ilumina a célula de
medida onde se encontram as particulas. A luz incidente ¢é difratada pelas particulas,
gerando-se um padrédo de difracdo estavel, independente do movimento das
particulas. Em seguida, este padrdo de difragdo € captado por uma lente
focalizadora e um detector fotoelétrico constituido por detectores de silicone foto-
sensitivos, Figura 7. Produz-se, deste modo, um sinal proporcional a intensidade da
luz incidente, o qual, ap6s ser amplificado por um tubo fotomultiplicador, é
transmitido a um computador que registra o padrao de difragdo e realiza as

integracdes necessarias®’.
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Figura 7: Esquema de funcionamento da espectroscopia de difragdo a laser™.

O volume da esfera equivalente é utilizado para medir o tamanho de uma
particula. O didmetro desta esfera equivalente é considerado o tamanho da
particula. A unidade o6ptica captura o padrao real de espalhamento de um conjunto
de particulas e entdo calcula o tamanho das particulas que geraram aquele padrao.
Sabendo-se o tamanho de uma particula e outros detalhes sobre sua estrutura,
pode-se precisamente prever a forma que ela ird espalhar a luz. Cada tamanho de
particula tera o seu padrao de espalhamento caracteristico.

O intervalo de determinagdo € de 0,02 um a 2000 um e os parametros
granulométricos sao determinados automaticamente para cada medigao:

Uniformidade, o desvio absoluto em relacdo a mediana;

D[3,2] ou didmetro médio de Sauter, superficie média das particulas;

D[4,3] ou didametro médio de Broucker, volume médio das particulas;

d(0.1), o diametro maximo (em um) apresentado por 10% da distribuicao
granulométrica da amostra;

d(0.5), o diametro maximo (em um) apresentado por 50% da distribuicao
granulométrica da amostra;

d(0.9), o didmetro maximo (em pm) apresentado por 90% da distribuicdo

granulométrica da amostra®.
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Calorimetria Diferencial de Varredura: A analise térmica das amostras de

proteina foi feita em um equipamento DSC822 - Mettler Toledo. Aproximadamente
11,5mg de proteina foram transferidos diretamente para uma panelinha de aluminio,
a qual foi selada hermeticamente e deixada em repouso por 2 horas a 20°C. A
amostra foi aquecida de 20°C a 200°C com taxa de aquecimento de 10°C/min. Estas
analises foram realizadas na empresa Polimate, Sdo Paulo, Brasil.

De modo simplificado, a analise de calorimetria diferencial de varredura mede a
diferenca de energia entre a substéncia a ser analisada e um material de referéncia
(material inerte) quando ambos estdo sujeitos a um programa controlado de
temperatura. A magnitude do sinal medido esta diretamente relacionada com a
capacidade calorifica dos compostos em analise. Uma curva de DSC fornece a
variagdo de entalpia em fungdo do tempo ou temperatura e possibilita identificar®:

Tonset- temperatura inicial
T,ear-temperatura do pico

Tonaset - temperatura final

Viscosimetria: Uma suspensao de proteina a 12% foi aquecida de 50°C a 95°C,
com taxa de aquecimento de 5,6°C/min e mantida por 4 minutos a 95°C. Apés, a
mesma foi resfriada a 50°C com taxa de resfriamento de 7,5°C/min®. A viscosidade
do sistema foi medida utilizando-se o analisador de viscosidade do tipo RVA4 —
Newport Scientific. Estas analises foram realizadas na empresa Solae, Saint Louis,
Estados Unidos da América.

O equipamento determina viscosidades de 50 a 50000cP com faixa de
cisalhamento de 20 a 2000rpm permitindo caracterizagdo das propriedades das

amostras em qualquer condigdo®'.

3.2.2 Amidos

Microscopia Eletrbnica de Varredura: Uma suspensao aquosa contendo os

granulos de amido foi gotejada em grades de cobre e deixada em repouso para
secagem. O material foi posteriormente revestido com ouro e paladio. Utilizou-se o
microscopio JSM-6100 operando a 8kV. Estas analises foram realizadas no Centre

de Recherches sur les Macromolécules Végétales, Grenoble, Franga.
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Granulometria: A distribuigdo de tamanho de particula foi determinada
diretamente através da espectroscopia de difracdo a laser, utilizando-se os
equipamentos Mastersizer 2000 e Scirocco - Malvern. Estas analises foram
realizadas na empresa Solae, Esteio, Brasil.

Microscopia Optica: Laminulas contendo dispersdo aquosa dos amidos foram

aquecidas de 55°C a 95°C, utilizando-se o controle de temperatura FP900 Thermo
System—Mettler Toledo. A objetiva escolhida proporcionou um aumento de 40X do
objeto observado. O microscépio Ooptico BX4-Olympus foi utilizado para a
visualizagdo do processo de gelatinizagdo. Estas analises foram realizadas na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil.

No microscopio optico € utilizada luz visivel como radiagdo eletromagnética, o
chamado campo claro. Esta luz, emitida pela fonte luminosa e concentrada pelas
lentes condensadoras, atravessa a amostra e penetra na objetiva. A objetiva forma
uma imagem real, ampliada do objeto e as oculares formam uma imagem virtual,
também ampliada, da imagem real produzida pela objetiva.

No microscépio de polarizacdo a luz é polarizada abaixo da platina do
microscopio pelos polarizadores e passa através da amostra chegando ao
analisador, localizado acima da objetiva, Figura 8.

Polarizador 2

Polarizador 1

Luz incidente
nao polarizada

I

Figura 8: Esquema de polarizagéo da luz®.
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Quando as posigdes do analisador e polarizador sdo ajustadas, de modo que
os feixes luminosos tenham um trajeto paralelo, uma imagem normal pode ser vista
através da ocular.

Se o analisador é entdo rodado de modo que o seu eixo fique em angulo reto
com o polarizador, nenhuma luz alcanga a ocular e nada pode ser visto. Colocando-
se um objeto amorfo (ndo refringente) na platina do microscopio com os prismas na
mesma posi¢cao em angulo reto, nada sera visto porque os raios de luz nao foram
divididos pelo objeto. Porém, se for colocado um objeto cristalino ou birrefringente na

platina uma imagem luminosa aparecera em fundo escuro, Figura 9.

A

|#—Y —|a—x —|

Figura 9: Imagens obtidas através do ajuste das posigdes do analisador e
polarizador®.

Se o material for isotropico, a luz polarizada propaga-se através dele com a
mesma velocidade, independente da diregdo do plano de incidéncia. Por outro lado,
num material anisotrépico a velocidade de propagacao da luz polarizada varia. Este
material também é chamado de birrefringente, porque apresenta dois indices de

refracao diferentes, correspondentes a diferentes velocidades de transmiss&o®.
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Amido Danificado: O amido danificado foi determinado utilizando-se método

amperimétrico em equipamento SDmatic—Chopin. Estas analises foram realizadas
na Bunge Alimentos, Gaspar, Brasil.

Basicamente, tem-se uma solucdo de iodo onde os ions I3” geram uma corrente
elétrica (medida em pA) que é diretamente associada a sua concentracdo na
solugdo. O amido é adicionado a esta solugcdo e permanece em contato, sob
agitacao e aquecimento a 35°C, durante certo periodo de tempo. O amido danificado
presente absorve iodo. No final da analise a corrente elétrica é medida. Quanto
menor a corrente elétrica resultante maior a quantidade de amido danificado

presente na amostra de amido analisada® .

Calorimetria Diferencial de Varredura: A analise térmica das amostras de amido

foi feita em um equipamento DSC822 - Mettler Toledo. Aproximadamente 6,5mg de
uma suspenséao a 20% de amido foram transferidos para uma panelinha de aluminio,
a qual foi selada hermeticamente e deixada em repouso por 2 horas a 20°C. A
amostra foi aquecida de 20°C a 200°C com taxa de aquecimento de 10°C/min. Estas

analises foram realizadas na empresa Polimate, Sdo Paulo, Brasil.

Grau de Intumescimento: 15mL de uma suspensao a 2% de amido foi incubada

por 30 minutos em um banho de aquecimento programado para temperaturas de
55°C a 95°C. A amostra foi resfriada e centrifugada a 3000rpm por 20 minutos®.
Estas analises foram realizadas na empresa Solae, Esteio, Brasil.

O grau de intumescimento € expresso como a massa do centrifugado contendo

os granulos de amido intumescido dividida pela massa da amostra de amido inicial®.

Massa do centrifugado — Massa do tubo de centrifuga (3.1)

Massa da amostra

Viscosimetria: Uma suspensao de amido a 5% foi aquecida de 40°C a 95°C
com taxa de aquecimento de 3°C/min e mantida por 30 minutos a 95°C. Apds, a
mesma foi resfriada a 55°C com taxa de resfriamento de 2,4°C/min®. A viscosidade
do sistema foi medida utilizando-se o viscosimetro Haake VT 550. Estas analises
foram realizadas na empresa Solae, Esteio, Brasil.
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A substancia a ser medida é colocada dentro de um sensor, preenchendo os
espacos vagos. Uma velocidade é selecionada e fixada para o rotor, Figura 10. A
amostra exerce uma resisténcia ao movimento rotacional devido a sua viscosidade e

¢ indicada pelo valor do torque™.

Rotor

Sensor

Figura 10: Esquema de funcionamento do viscosimetro Haake VT 5507.
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3.3 PLANEJAMENTO DAS MISTURAS

3.3.1 Fase Preliminar

No Primeiro Estudo foram utilizadas proporg¢des pré-estabelecidas de proteina
isolada de soja (50% a 80%), gluten (0% a 30%) e amido (10% a 30%) para compor

as oito misturas selecionadas, Figura 11.
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Figura 11: Representacao através de Sistema Ternario dos experimentos realizados
no Primeiro Estudo.

Nesta etapa foi estudada a influéncia das trés espécies de amidos, o que
resultou em vinte e quatro (24) pontos.

No Segundo Estudo foram introduzidas novas misturas e uma referéncia de
importancia industrial que simularia a composicdo basica da farinha de trigo,
contendo 69% de amido de trigo e 11% de gluten, Figura 12. O planejamento do tipo
Simplex centroide através do Minitab® resultou em quatro pontos, sendo trés
localizados nos vértices e um no centro do tridngulo. Este modelo foi utilizado para

posterior definicdo dos limites das propor¢des dos componentes, Figura 13.
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Figura 12: Representacao através de Sistema Ternario dos experimentos realizados

no Segundo Estudo.
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Figura 13: Planejamento experimental do tipo Simplex centroide realizado

Segundo Estudo.
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3.3.2 Fase Final

Com os dados obtidos na fase preliminar impuseram-se limites superiores e

inferiores as proporgdes dos componentes das misturas, conforme segue:

0,3<Crs<0,7
0,3 < Cyuen < 0,7

0,0<Cuniao 0,4

Os limites estabelecidos para cada componente definem no interior do tridngulo

das concentracdes um tridngulo equilatero, Figura 14. Nesta etapa foi estudada a

influéncia dos amidos das trés espécies vegetais, o que resultou em doze (12)

pontos.

':l.r_r.h_.\
AN
.—"f hY
) "'\‘_
i
20/ \go
/ N
; / '\_“
4 ,
; x
a0/ \ 60
F b
'
. / \ .
Glaten / Y Amido
/ N
H-I'J: K E '\'\.\ﬁ il
F M,
' '
/ AY
4 "
B J_-" F > b, 20
F LY
I 1
I "-,‘
; ,
f '-.
/ Y
F . H I I LY a

L 20 40
Froteina lsolada de Soja

ED

Figura 14: Representacao através de Sistema Ternario dos experimentos realizados

na Fase Final.
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A restricdo as proporgdes dos componentes exigiu a utilizagdo do planejamento
experimental do tipo Vértices extremos para definir as misturas, Figura 15. Através
do Minitab® foram definidos seis (6) pontos, sendo trés localizados nos vértices e

trés no ponto central de cada aresta do triangulo.
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Figura 15: Planejamento experimental do tipo Vértices extremos realizado na Fase
Final.

3.4 PREPARAGAO DAS MISTURAS
Quantidades adequadas dos componentes foram colocadas em uma

embalagem de polietileno e homogeneizadas manualmente.

3.5 PREPARAGAO DOS GEIS

Apos testes preliminares, a proporgdo usada foi de uma parte de mistura
(500g) e quatro partes de agua a 20°C (2000g). A amostra foi preparada em
misturador Cutter Stephan, capacidade de 20 litros, equipado com sistema de

resfriamento (10°C) e vacuo.
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As etapas foram: misturar por 1 minuto na velocidade minima, misturar por 5
minutos na velocidade maxima, encher 7 latas de aluminio com o gel preparado,
colocar as tampas de aluminio, selar o sistema utilizando uma recravadeira, colocar
as latas em um banho de aquecimento (100°C), aquecer por 30 minutos, remover
todas as latas e resfriar por 30 minutos sob agua corrente e estocar de 12 a 24
horas a 20°C.

3.6 AVALIAGAO DOS GEIS

As latas preparadas, conforme descricdo na secado 3.5, foram abertas,
descartando-se aproximadamente 0,5cm de espessura da camada superior para
eliminagao da pelicula formada e centralizadas abaixo do sensor. As propriedades
reologicas foram determinadas utilizando-se o texturbmetro TA-XT2 (Stable

Microsystems)”" e os parametros registrados foram:

Fluidez, forga registrada em gramas quando a amostra flui através de um
orificio padrao localizado na base do recipiente que a contém. Para este parametro
reolégico, utilizou-se cilindro de acrilico com orificio de 10mm de didmetro na base e
pistdo para compresséo, coletor de acrilico, velocidade de 1,0mm/seg e distancia de
20mm, conforme Figura 16.

Figura 16: Sensor utilizado na determinacéo da fluidez.
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Dureza, forga registrada em gramas a uma distancia padréo percorrida. Para
tal, utilizou-se sensor raiado de ago inox de 30mm de diametro, velocidade de

0,8mm/seq, distancia de 41mm e forga gatilho de 8g, conforme Figura 17.

WS

Figura 17: Sensor utilizado na determinag&o da dureza.

Forca de ruptura, forga registrada em gramas no momento da ruptura da
superficie e deformabilidade, distancia desde a superficie do gel até a posicao em
que ocorre a ruptura (cm). Para estes dois pardmetros reoldgicos foram utilizados
sensor esférico de aco inox de 7mm de diametro, velocidade de 0,3mm/seg,

distancia de 14,3mm e forga gatilho de 1g, conforme Figura 18.
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Figura 18: Sensor utilizado na determinacéo da forga de ruptura e deformabilidade.

25



Forca de penetracdo, maxima forgca registrada em gramas durante a
penetragcao do sensor na amostra. Para tal, utilizou-se sensor cilindrico de ago inox

de 35mm de diametro, velocidade de 2,12mm/seg e forga gatilho de 5g, conforme
Figura 19.

—
—
—
e
———
——
—
."\.‘__‘
—
S
%

Figura 19: Sensor utilizado na determinagéo da forga de penetragao

26



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1PROTEINAS

O estudo utilizando a microscopia eletrénica de varredura, Figura 20, revelou
que as proteinas estudadas, proteina isolada de soja e gluten, apresentam
morfologias diferentes. Enquanto, a proteina isolada de soja apresenta aspecto
caracteristico de proteinas globulares™, o gluten possui uma morfologia aleatoria,
nao especifica. Entretanto, o gluten parece apresentar maior dispersao de tamanho

de particula do que a proteina isolada de soja.

-
100 UM

Figura 20: Microscopia eletrbnica de varredura de proteina isolada de soja (a) e
gluten (b).

Os resultados da analise de distribuicdo de tamanho de particula obtidos por
espectroscopia de difracdo a laser sao apresentados na Figura 21. Os parametros
d(0.1), d(0.5) e d(0.9) foram determinados e destacados na figura. A proteina isolada
de soja registrou um d(0.9) de 120um, enquanto para o gluten o d(0.9) foi de 156um,

um parametro importante na industria alimenticia™.
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Figura 21: Distribuicdo de tamanho de particula de proteina isolada de soja (a) e
gluten (b).

A polidisperséo é caracterizada pelo coeficiente de variagdo da distribuicdo do
tamanho de particula e, portanto, esta diretamente relacionada com os valores de
uniformidade. O gluten apresentou uma polidispersdo menor quando comparado a

proteina isolada de soja, Tabela V.

Tabela V: Parametros granulométricos de proteina isolada de soja e gluten.

d(0.1), um d(0.5), um d(0.9), um Uniformidade D[3,2], ym® D[4,3], pm®

Proteina isolada de
soja

Gluten 14 73 156 0,59 30 80

13 42 120 0,78 25 56
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A superficie média, D[3,2], e o volume médio, D[4,3], das particulas também
foram determinados. Para o gluten obtiveram-se os maiores resultados, D[3,2] de
30um? e D[4,3] de 80um® quando comparados aos apresentados pela proteina
isolada de soja D[3,2] de 24um? e D[4,3] de 56um>. Portanto, o gliten contém
particulas maiores, com distribuigdo mais homogénea de tamanho, quando
comparado a proteina isolada de soja.

O comportamento térmico das proteinas foi estudado utilizando-se o DSC,
onde um fendmeno endotérmico é atribuido a denaturagdo das mesmas™. A
denaturacdo é definida como alteragbes nas estruturas secundarias, terciarias e
quaternarias das proteinas sem o rompimento das cadeias de ligagdes peptidicas®.
Esse processo irreversivel produziu somente um pico endotérmico, no mesmo
intervalo de temperatura, para os dois tipos de proteina neste trabalho, Figura 22.
Desta forma, n&o foi possivel identificar as fracdes gliadina/glutenina do gluten e
7S/11S da proteina isolada de soja'". A energia de entalpia menor obtida para a
proteina isolada de soja confirma sua melhor capacidade de gelatinizagdo quando

comparada ao gluten®’.

Proteina Isdadade Soja, 11,6000 mg

Integral -7.55 ml
normalized  -0.65 3g~-1

—— e

Gliten, 11,4100 mg

Fluxo de calor {mW)
.

Inteqgral -11.57 mJ

normalized  -1.011g™-1

30 40 a0 0 70 g0 20 100 110 120 130

I

Temperatura (°C)

Figura 22: Termogramas de proteina isolada de soja e gluten.
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Gelatinizagdo de proteinas refere-se a transformagcédo de uma proteina do
estado sol (solugao) para o estado gel, que pode ser facilitada pelo aquecimento
e/ou outros agentes. De uma maneira geral, primeiramente ocorre a denaturagéo da
proteina e a exposicdo de um numero critico de grupos funcionais, tais como
ligacdes de hidrogénio e grupos hidrofébicos. Em um segundo estagio, ocorre a
formacéao da rede protéica.

As interacdes envolvidas na rede protéica sdo ligacbes de hidrogénio e
interacoes hidrofdbicas e eletrostaticas. A contribuicao relativa destas forcas varia de
acordo com o tipo de proteina, condigcdes de aquecimento e grau de denaturagcdo. A
estabilidade da rede protéica formada frente a processos térmicos e mecéanicos
depende do numero e dos tipos de interagdes por cadeia monomérica.

Para as proteinas globulares, caso da proteina isolada de soja, as ligagdes
formadas durante a gelatinizagdo podem ser atribuidas a ligagdes dissulfeto, outras
ligacdes covalentes, pontes salinas e/ou ligagées hidrofébicas. Segundo Fenema,
proteinas globulares com massa molecular menor que 23KDa n&o podem formar um
gel induzido por aquecimento se nao existir no minimo um grupo sulfidrila livre ou
uma ligagéo dissulfeto por unidade®.

Ja a viscosidade das proteinas esta associada a interagcbes complexas entre
outras variaveis, incluindo tamanho, forma, interagbes proteina-solvente, volume
hidrodindmico e flexibilidade molecular no estado hidratado. Quando dispersas em
agua as proteinas absorvem agua e intumescem™ "',

Com as curvas de viscosidade apresentadas na Figura 23 foi possivel
observar-se o comportamento de cada proteina na presenga de agua e sob
aquecimento, sendo que a proteina isolada de soja apresentou uma alta viscosidade
inicial quando comparada com o gluten. O decréscimo da viscosidade esta

diretamente associado a denaturagao das proteinas.
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Figura 23: Viscograma contendo o comportamento de proteina isolada de soja e
gluten.

A baixa viscosidade apresentada pelo gluten poderia ser explicada pela
diferenca no conteudo dos residuos de prolina e hidroxiprolina quando comparada
com a proteina isolada de soja’. Estes residuos ndo contribuem para o arranjo da
cadeia em folhas p-pregueadas e o-hélice, que resultaria em estruturas
secundarias”. Outro fator de influéncia poderia ser a elevada massa molecular
apresentada pela fragao glutenina.

A Figura 24 proporciona uma melhor visualizagdo do comportamento do gluten,
sendo possivel observar a etapa de denaturacdo, principalmente da glutenina”.
Talvez esta medida da amostra de gluten tenha sido comprometida pela limitada

sensibilidade do equipamento utilizado.
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Figura 24: Viscograma contendo o comportamento de gluten.

4.2 AMIDOS

O estudo utilizando a microscopia eletronica de varredura, Figura 25, revelou,
como esperado, que as caracteristicas morfolégicas do amido variam de acordo com
a sua origem botanica®*. Quanto a forma dos granulos, o amido de trigo é esférico e
lenticular, o amido de mandioca é esférico com granulos deformados (irregulares) e
o amido de milho & poliédrico'™ ®*. O amido de trigo apresentou o maior tamanho de
granulo quando comparado com a mandioca e o milho.
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Figura 25: Mic
e milho (c).

Os resultados da analise de distribuicdo de tamanho de particula obtidos por
espectroscopia de difragdo a laser sdo apresentados na Figura 26. A variagao no
tamanho dos granulos € maior para o amido de trigo, 8 a 60um, do que para a
mandioca e milho, 6 a 30um. Quanto aos parametros d(0.1), d(0.5) e d(0.9), o amido
de trigo registrou um d(0.9) de 40um, enquanto para a mandioca o d(0.9) foi de

19um e para o milho o d(0.9) foi de 20um.
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Figura 26: Distribuicdo de tamanho de particula dos amidos de trigo (a), mandioca

(b) € milho (c).
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O amido de milho apresentou uma polidispersao menor quando comparado aos
outros amidos, com uniformidade de 0,27, Tabela VI.

Tabela VI: Parametros granulométricos dos amidos de trigo, mandioca e milho.

d(0.1), um d(0.5), um d(0.9), um Uniformidade D[3,2], ym® D[4,3], pm®

Amido de trigo 11 21 40 0,55 9 26
Amido de mandioca 8 12 19 0,29 7 13
Amido de milho 8 13 20 0,27 12 13

Os valores de superficie média, D[3,2], e volume médio, D[4,3], das particulas
foram de 9um? e 26um> para o amido de trigo, 7um? e 13um> para o amido de
mandioca e 12um? e 13um® para o amido de milho. Neste caso, a maior area
superficial é apresentada pelo amido de milho, provavelmente devido ao formato do
granulo, enquanto o maior volume médio € atribuido ao amido de trigo.

Em presenca de agua e sob aquecimento os granulos de amido sofrem o
processo de gelatinizagdo. Os varios estagios deste processo (perda inicial da
birrefringéncia, intumescimento e ruptura dos granulos, temperaturas de
gelatinizagdo)* para os amidos neste trabalho podem ser observados nas Figuras
27, 28, 29, 30, 31 e 32.
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Figra 27 icroscopia Optica do amido de trigo a diferentes temperaturas. As
micrografias com fundo escuro foram obtidas sob luz polarizada.
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Figura 28: Microscopia 6ptica do amido de trigo a 55°C (em cima) e sob luz
polarizada (embaixo). O circulo destaca um unico granulo (em cima) e sua
birrefringéncia na forma de cruz de malta (embaixo).
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Figura 30: Microscopia 6ptica do amido de mandioca a 55°C (em cima) e sob luz
polarizada (embaixo). O circulo destaca um unico granulo em que ocorre a ruptura.
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Figura 31:
micrografias com fundo escuro foram obtidas sob luz polarizada.
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Figura 32: Microscopia oOptica do amido de milho a 65°C (em cima) e sob luz
polarizada (embaixo). As micrografias evidenciam a estabilidade dos granulos.
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Como ja comentado na revisdo bibliografica, a cristalinidade do gréanulo de
amido € exclusivamente associada com o componente amilopectina, enquanto as
regidbes amorfas s&o representadas pela amilose”®. Quando observados em
microscopio optico os granulos de amido nativo sao birrefringentes e exibem uma
cruz de malta, indicando a presenca de regides cristalinas no amido*®, Figura 28.

A absorgao de agua pelas regides amorfas durante o aquecimento fez com que
os granulos desestabilizassem sua estrutura cristalina, resultando na perda da
birrefringéncia'. As imagens mostram a completa ruptura granular e a gelatinizagao
ocorrendo a 65-75°C para o trigo, 75-85°C para a mandioca e 85°C para o milho,
Figuras 27, 29 e 31 respectivamente. Os granulos maiores de amido de trigo e
mandioca intumescem primeiro € comegcam a romper a 55-60°C. A Figura 30
destaca o exato momento em que ocorre a ruptura de um granulo de amido de
mandioca.

Além disso, durante o beneficiamento do amido, uma pequena mas significante
fracdo dos granulos ¢ fisicamente danificada®. Estes fragmentos n&o sé&o
birrefringentes e aumentam a absor¢cdo de agua durante o aquecimento®. A
estabilidade dos granulos de amido de milho, Figura 32, foi confirmada pelos
resultados obtidos na analise de amido danificado: 0,2% para o milho, 9,4% para a
mandioca e 9,8% para o trigo.

A caracterizagdo por DSC, Figura 33, revelou o fenébmeno endotérmico da
gelatinizacdo do amido. Quando granulos de amido s&o aquecidos na presenga de
agua (no minimo 60%) e uma temperatura especifica (Tg, temperatura de transicéo
vitrea) é atingida, determinadas regiées do granulo sofrem a transi¢ao de fase do
estado vitreo para um estado amorfo menos viscoso. Entretanto, o pico de energia
associado com esta transicdo nao € frequentemente observado no DSC devido as
regides cristalinas presentes. Assim, o que normalmente é visualizado corresponde
a uma temperatura de fusdo, Tm, caracteristica das porcoes cristalinas do material.
Uma Tm costuma ser observada apds a Tg”. Portanto, o fendmeno endotérmico

observado na Figura 33 corresponde a uma Tm.
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Figura 33: Termogramas dos amidos de trigo, mandioca e milho.

Comparado com os outros amidos, o amido de milho tem os maiores valores
de T, (temperatura inicial), T,.., (femperatura do pico) e T, (temperatura final),
indicando um alto nivel de cristalinidade. A entalpia de gelatinizagcao de 12,73J/g
pode ser relacionada com o baixo teor de amilose presente®’.

Para obter maior informagdo sobre a estrutura dos granulos foram feitos
ensaios de intumescimento. O intumescimento do amido € uma propriedade da
amilopectina, pois a amilose age como diluente e inibidor nesta condigédo®.

O grau de intumescimento do amido de milho foi menor do que para os outros
amidos até atingir a temperatura de 70°C. Apos esta temperatura o amido de trigo
apresentou os menores valores de intumescimento, Figura 34, indicando uma

estrutura dos granulos mais estavel®.
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Figura 34: Perfil de intumescimento dos amidos de trigo, mandioca e milho.

Amidos que sdo capazes de intumescer em altos niveis sdo também menos
resistentes a ruptura do granulo durante o aquecimento e consequentemente exibem
um significativo decréscimo na viscosidade apos atingir o pico maximo de
viscosidade®.

Com as curvas de viscosidade apresentadas na Figura 35 foi possivel observar
o comportamento reoldgico de cada amido na presenga de agua e sob aquecimento.
O amido de mandioca gelatinizou em temperaturas muito inferiores, ao contrario do
amido de milho, o qual gelatinizou em temperaturas superiores devido ao seu alto

grau de cristalinidade.
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Figura 35: Viscograma contendo o comportamento dos diferentes amidos.

Os resultados sao confirmados pelo fato de que geralmente amidos de
tubérculos gelatinizam mais rapidamente, e em temperaturas mais baixas, do que
amidos de cereais®.

A viscosidade maxima foi atingida quando os granulos encontravam-se em seu
maior estagio de intumescimento. Entretanto, a continuidade do cisalhamento e o
resfriamento do sistema causam ruptura e fragmentagdo dos granulos, que sao
acompanhadas pela queda da viscosidade® .

Durante o resfriamento do sistema, o amido torna-se progressivamente menos
soluvel. Em solugdo diluida, algumas moléculas de amido voltam a se associar
parcialmente para formar um precipitado ou novamente um gel. Nesta etapa, ocorre
um segundo acréscimo na viscosidade que € associado com o fendmeno da
retrogradagao® *.

Deve-se observar, no entanto, que para o amido de mandioca o fendmeno de

retrogradagao ocorre antes do resfriamento do sistema.
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4.3MISTURAS
4.3.1 Fase Preliminar

Os resultados reoldgicos obtidos (média) para as misturas utilizadas no
Primeiro Estudo estao apresentados na Tabela VII.

Tabela VII: Propriedades reoldgicas obtidas para as misturas do Primeiro Estudo.

Proteina Gluten Amido Fluidez Forca d_e Forga de Deformabilidade Dureza
Isolada de (%) (%) (@) Penetragao Ruptura (cm) (@)
Soja (%) (9) (9)

TR 1 80 10 10 9800 9574 181 9,3 871

T TR 2 50 30 20 6800 4298 89 7.3 549
R TR3 50 20 30 8550 4849 92 7,2 592
I TR 4 60 30 10 9300 7648 150 8,6 780
G TR5 60 10 30 10150 6192 123 7,8 705
(0] TR 6 70 10 20 13200 8206 152 8,9 777
TR7 70 20 10 9350 7556 148 8,9 722

TR 8 70 0 30 6200 7915 144 8,5 797

M MA 1 80 10 10 12500 8317 172 9,1 815
A | MA2 50 30 20 4400 3417 67 6,8 476
N MA 3 50 20 30 5800 3928 78 7,2 472
D MA 4 60 30 10 6250 4694 92 7,3 511
| MA 5 60 10 30 7250 5344 102 7,8 556
(0] MA 6 70 10 20 10600 7005 120 7,7 657
C MA7 70 20 10 6600 6761 116 8,0 624
A | MAS 70 0 30 8800 7346 125 8,1 652
MI1 80 10 10 11700 8333 152 8,6 832

MI 2 50 30 20 4000 3895 79 6,5 523

M MI 3 50 20 30 6700 4499 84 6,2 625
I Mi 4 60 30 10 5800 4972 97 8,1 601
L MI 5 60 10 30 4750 5644 112 7.3 734
H Ml 6 70 10 20 11600 7669 148 8,4 824
(0] Mi 7 70 20 10 5700 6554 132 8,6 725
MI 8 70 0 30 7900 7857 149 8,0 729

Primeiramente foi investigada a interagdo entre as propriedades reoldgicas,
através de estudos de correlacao linear. A analise de correlacao linear fornece um
numero que resume o grau de relagao entre duas variaveis, denominado coeficiente
de correlacdo de Pearson. Este coeficiente varia entre -1 e 1, sendo que um valor
igual a 1 mostra uma relagéo linear positiva perfeita entre as duas variaveis. Isto
significa que quando uma varidvel aumenta, a outra aumenta linearmente e que,
quando uma variavel diminui, a outra diminui linearmente. De modo idéntico, um
coeficiente de correlagdo de Pearson igual a -1 indica uma relagéo linear negativa
perfeita entre as duas variaveis. Entretanto, se o valor for igual a 0, as duas variaveis

s&o nao-correlacionadas linearmente, embora possam ter outro tipo de relagéo®.
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O C.C.P.,coeficiente de correlacao de Pearson, de 0,978 indicou uma forte
associacao linear entre forca de ruptura e forgca de penetragdo. Por outro lado,
deformabilidade e fluidez apresentaram coeficiente de correlacdo de Pearson de
0,651, Tabela VIII.

Tabela VIII: Interacdo entre as propriedades reoldgicas através de indicadores
estatisticos (Primeiro Estudo).

Correlacao R-Sq(adj), % C.C.P.

Fluidez x Deformabilidade 39,7 0,651
Fluidez x Dureza 42,0 0,667

Fluidez x Forga de ruptura 50,3 0,724
Fluidez x Forga de penetragao 50,9 0,728
Deformabilidade x Dureza 60,8 0,790
Deformabilidade x Forga de penetragao 77,4 0,885
Deformabilidade x Forga de ruptura 82,1 0,910
Dureza x Forga de penetragéo 83,0 0,915
Dureza x Forga de ruptura 87 .1 0,936

Forga de ruptura x Forca de penetracao 95,4 0,978

Uma estatistica mais significativa € o R* ou R-Sq, denominado coeficiente de
determinagdo, o qual fornece a porcentagem de variagdo em uma variavel que é
explicada estatisticamente pela variacdo da outra varidvel. O coeficiente de
determinag&o ajustado, R®: ou R-Sq(adj), ajusta o R* ou R-Sq para o numero de
termos no modelo comparado ao nimero de observacgdes® .

Através dos valores de R-Sq(adj) apresentados na Figura 36 é possivel afirmar
que 954% da variagdo encontrada para a forga de ruptura esta associada a
variagao da forca de penetragédo e apenas 39,7% da variagdo encontrada para a
deformabilidade esta associada a variagdo da fluidez. Também é mostrada na
Figura 36 a equagdo matematica que descreve a relagédo entre as variaveis, sendo
possivel utiliza-la para estimar ou predizer valores de uma variavel quando se

conhecem ou se supdem conhecidos valores da outra variavel®.
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Figura 36: Representagdo grafica da interacdo entre as propriedades reoldgicas
utilizando-se a analise de regresséo (Primeiro Estudo).

Para reduzir o desvio padrdo encontrado entre as medidas de fluidez e
aumentar a correlacdo deste pardmetro com os outros pardmetros, buscou-se a
melhoria de alguns procedimentos durante a avaliagao desta propriedade. Isto foi
testado no Segundo Estudo da fase preliminar.

O efeito individual de cada componente, proteina isolada de soja, gluten e
amido, nas propriedades reoldgicas das misturas foi investigado através da analise
de variancia (ANOVA)®®. Nesta etapa foram utilizados os valores médios das trés
espécies de amido estudadas, ou seja, nao foi verificado o efeito para cada espécie
de amido.

A Tabela IX mostra a variacdo dos parametros que pode ser explicada através

da variacado dos componentes, R-Sq(adj).

Tabela IX: Correlagdo da variagao dos parametros reolégicos com os componentes
(Primeiro Estudo).

Proteina Isolada de Soja, %  Gluten, % Amido, %
Forca de Ruptura 77,0 29,7 9,5
Dureza 59,9 32,6 1,4
Deformabilidade 71,5 10,2 23,6
Fluidez 33,1 35,0 0,0
Forga de Penetragao 82,6 37,0 5,4
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A proteina isolada de soja foi 0 componente que apresentou a maior influéncia
sob as propriedades reoldgicas. Apenas a fluidez revelou um comportamento
diferente, sofrendo influéncia praticamente similar da proteina isolada de soja e do
glaten.

Na tentativa de uma melhor visualizagdo do efeito dos outros componentes nas
propriedades reologicas, foram preparadas misturas com maiores proporgbes de
amido e gluten para a composicdo das misturas que seriam utilizadas na préxima
etapa (Segundo Estudo). Deve ser salientado que foi utilizado somente o amido de
trigo para este Segundo Estudo.

Os resultados reoldgicos obtidos (média) para as misturas, modelo Simplex
centroide, utilizadas no Segundo Estudo da fase preliminar estdo apresentados na
Tabela X.

Tabela X: Propriedades reoldgicas obtidas para as misturas do Segundo Estudo.

Proteina = ¢, .ien Amido Fluidez ' orsade Forcade . abilidade Dureza
Isolada de (%) (%) (@) Penetragdo Ruptura (cm) (@)
Soja (%) (9) (9)
T | Referéncia 0 13,8 86,2 — — — —
R A 33,33 33,33 33,33 2938 2787 52 5,7 415
1 B 20 60 20 1242 1595 24 54 202
G Cc 60 20 20 5157 4869 108 7,8 646
o D 20 20 60 — — — — —

A referéncia e a mistura D ndo formaram um gel homogéneo apds o
aquecimento. Estes dois pontos apresentaram separagdo de fases, o que
inviabilizou a utilizagdo de proporgées de amido superiores a 60% nas misturas da

Fase Final.
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4.3.2 Fase Final
Os resultados reolégicos obtidos (média) para as misturas, modelo Vértices

extremos, utilizadas na Fase Final estdo apresentados na Tabela XI.

Tabela XI: Propriedades reolégicas obtidas para as misturas da Fase Final.

Proteina Gluten Amido Fluidez Forca d? Forga de Deformabilidade Dureza

Isolada de (%) (%) (@) Penetragao Ruptura (cm) (@)
Soja (%) (9) (9)

o E1 30 30 40 2868 2898 53 53 448
S F1 30 50 20 1936 1821 30 53 258
" 61 50 30 20 3923 2990 65 7,0 449
g E2 30 30 40 5095 2582 36 6,6 341
g F2 30 50 20 2391 1513 29 53 227
2| G2 50 30 20 4580 3111 58 6,7 394
o E3 30 30 40 3802 3011 54 5,2 462
2 F3 30 50 20 1468 1501 33 4,9 301
G3 50 30 20 4052 3411 72 6,6 493
H 30 70 0 900 1184 16 6,8 119
| 50 50 0 3012 2211 45 7,8 289
J 70 30 0 7137 5019 96 8,9 572

Novamente foi investigada a interagao entre as propriedades reoldgicas através
de estudos de correlagéo linear. Como observado no Primeiro Estudo, todas as
interagbes que envolviam as propriedades reoldgicas de deformabilidade e fluidez

apresentaram fraco coeficiente de correlagdo de Pearson, Tabela XII.

Tabela XII: Interacdo entre as propriedades reoldgicas através de indicadores
estatisticos (Fase Final).

Correlagao R-Sq(adj), % C.C.P.
Deformabilidade x Dureza 1,1 0,317
Deformabilidade x Forga de ruptura 26,1 0,572
Deformabilidade x Forgca de penetragao 28,5 0,592
Fluidez x Deformabilidade 34,7 0,638
Fluidez x Dureza 59,6 0,795

Fluidez x Forca de ruptura 66,5 0,834
Fluidez x Forga de penetracao 82,5 0,917
Dureza x Forga de penetragéo 84,4 0,927
Dureza x Forga de ruptura 86,7 0,938

Forca de Ruptura x For¢ca de Penetracéo 92,3 0,965
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As maiores interacbes continuaram sendo entre Dureza x Forca de penetragao,

Dureza x Forca de ruptura e Forgca de ruptura x Forga de penetracdo, com valores

de coeficiente de determinagéo ajustado de 84,4%, 86,6% e 92,4% respectivamente.

A Figura 37 apresenta os coeficientes de determinacao ajustados e as

equagdes matematicas que descrevem a relagcdo entre as variaveis.
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Fluidez (g) = - 455,5 + 1,492 Forga de Penetragdo (g) Forga de Penetragdo (g) = - 141,2 + 7,569 Dureza (g)
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Figura 37: Representagdo grafica da interacao entre as propriedades reoldgicas
utilizando-se a analise de regresséo (Fase Final).

O efeito individual de cada componente nas propriedades reoldgicas das
misturas foi investigado através da analise de variancia (ANOVA). Desta vez foi
verificado o efeito para cada espécie de amido.

A Tabela XIII mostra a variacdo dos parametros que pode ser explicada pela

variagao dos componentes.
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Tabela XIII: Correlagao da variagdo dos parametros reoldgicos com os componentes
(Fase Final).

Proteina Isolada de Soja, % _Gluten, % Amido de Trigo, %

Forga de Ruptura 61,9 53,4 0,0
Dureza 16,3 86,8 0,0
Deformabilidade 69,5 0,0 38,7
Fluidez 83,0 24,2 0,0

Forga de Penetragao 65,9 44,2 0,0

Proteina Isolada de Soja, % Gluten, % Amido de Mandioca, %

Forga de Ruptura 87,7 16,5 0,0
Dureza 57,9 56,4 0,0
Deformabilidade 56,7 0,0 28,5
Fluidez 29,9 73,7 0,0

Forga de Penetragao 74,0 37,8 0,0

Proteina Isolada de Soja, % Gluten, % Amido de Milho, %

Forga de Ruptura 55,1 60,4 0,0
Dureza 4,2 92,2 0,0
Deformabilidade 59,5 0,0 47,4
Fluidez 64,4 45,4 0,0

Forga de Penetragao 56,0 57,9 0,0

De uma maneira geral, 0 aumento da concentragao de proteina isolada de soja
na mistura afeta diretamente os resultados das propriedades reoldgicas, ja a adigao
de gluten afeta inversamente as mesmas propriedades. Maiores proporgées de
amido nao afetam significantemente os resultados das propriedades reoldgicas.

A deformabilidade apresentou comportamento diferente, sendo que o aumento
da concentracdo de gluten nao influenciou significantemente estes resultados,
porém o aumento da concentragao de amido afetou inversamente os resultados. O
amido de milho foi o que mais contribuiu para este efeito.

Apesar da concentracdo de amido nao afetar diretamente a maioria das
propriedades estudadas, a espécie de amido altera fortemente a influéncia dos
outros componentes. A presenca de amido de milho nas misturas faz com que a
influéncia do gluten seja maior do que a da proteina isolada de soja na forga de
ruptura e na for¢ca de penetracao: 60,4% e 57,8%, respectivamente. Ja a presenca
do amido de milho e trigo diminui a influéncia da proteina isolada de soja na dureza:
4,2% e 16,3%, respectivamente. A fluidez tem a influéncia do gluten drasticamente

potencializada pela presenga do amido de mandioca nas misturas: 73,7%.
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As diferentes proporcdes dos trés componentes e espécies de amido foram
também avaliadas utilizando-se o boxplot, ou grafico de caixa, uma ferramenta
exploratéria de dados, Figuras 38, 39, 40, 41 e 42.

Nestes graficos, esta evidenciada a localizagao e dispersao do conjunto de
dados. A localizagao é representada pela mediana (linha que corta a caixa) e a
dispersao pode ser visualizada pelo valor minimo, 1° quartil, 3° quartil e valor

maximo®.

|:| Misturas contendo amido de trigo

|:| Misturas contendo amido de mandioca
. Misturas contendo amido de milho

|:| Mistura com 30% de PIS e 70% de gluten
- Mistura com 50% de PIS e 50% de gluten
|:| Mistura com 70% de PIS e 30% de gluten
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Figura 38: Gréfico de fluidez em fungéo do tipo de mistura.
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Figura 39: Grafico de deformabilidade em fungéo do tipo de mistura.
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Figura 40: Gréfico de forga de penetragdo em fungéo do tipo de mistura.
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Figura 41: Gréfico de forga de ruptura em fungao do tipo de mistura.
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Figura 42: Grafico de dureza em fungao do tipo de mistura.



Os graficos de forga de penetracdo, for¢ca de ruptura e dureza apresentaram
comportamento similar.

Houve uma maior distribuicio dos valores para cada mistura nas avaliagdes de
deformabilidade e fluidez, evidenciado através da dispersao do conjunto de dados
apresentado no grafico de caixa. O maior valor de desvio padrao observado entre as
repeticoes para cada propriedade analisada foi de 357 para fluidez, 0,4 para
deformabilidade, 123,7 para forca de penetracéo, 3,6 para forga de ruptura e 10,6
para dureza.

Quando avaliada somente a relacéo proteina isolada de soja e gluten, misturas
H, | e J, percebe-se nitidamente a influéncia da proteina isolada de soja nas
propriedades reologicas. O acréscimo de proteina isolada de soja na mistura
aumenta consideravelmente o valor obtido. Quanto as diferentes espécies de
amidos, pode-se afirmar que os amidos de trigo e de milho apresentaram
comportamento similar. O amido de mandioca quando comparado as outras duas
espécies, apresentou propriedades reoldgicas inferiores.

Na busca do modelo que melhor se ajusta ao problema estudado, foi
necessaria a realizagao dos calculos dos coeficientes, determinagéo do erro padrao
de cada coeficiente e a andlise de variancia (ANOVA). Primeiramente foram
aplicados os modelos linear e quadratico. O modelo linear ou modelo aditivo é

representado pela equacéo:

y= b:Cs + boC», + b3C3 (4.1)

A ampliacdo mais simples do modelo linear € o modelo quadratico,

representado pela equacao:

y =b1Cq + boCs + b3C3 + b12C1C2 + b13C1C3 + b23C2C3 (4.2)

O modelo quadratico contém, além dos termos do modelo aditivo, termos
cruzados que descrevem as interacdes entre dois componentes. Geralmente o
modelo quadratico consegue reproduzir satisfatoriamente os valores da resposta nos
vértices e nas arestas do tridngulo de concentragbes, que representam

respectivamente os componentes puros e suas misturas binarias*.

58



O modelo quadratico de uma mistura pode ser expresso por:

E(,‘r’):iﬁgx; +iiﬁy'\‘fx;‘ (43)

i=l i<jf

Para aplicar o calculo matricial, precisa-se compor uma matriz principal (X) que
tenha colunas necessarias para se proceder a estimativa dos termos fjyiy. Para
tanto, basta que as colunas respectivas sejam multiplicadas termo a termo®".

Considerando-se, C; = proteina isolada de soja, C, = gluten e C; = amido e as
proporcdes sugeridas pelo modelo Veértices extremos pode-se observar a

contribuicdo de cada componente na Tabela XIV.

Tabela XIV: Contribuicdo de cada componente de acordo com a mistura utilizada.

c, C, C; C,*C, C,*C; C,*C,
0,3 0,3 0,4 0,09 0,12 0,12
0,3 0,5 0,2 0,15 0,06 0,10
0,5 0,3 0,2 0,15 0,10 0,06
0,3 0,7 0,0 0,21 0,00 0,00
0,5 0,5 0,0 0,25 0,00 0,00
0,7 0,3 0,0 0,21 0,00 0,00

Através do Minitab®, foram obtidos os valores de coeficiente de determinagao
ajustado para os modelos lineares e quadraticos aplicados em cada propriedade,
Tabela XV. Este parametro é frequentemente utilizado para julgar a adequagao de
um modelo de regressao, ou seja, especifica a proporgao de variabilidade nos
valores de resposta que é expressa pelo modelo®’.

O valor maximo de R-Sqg(adj) € 100%, e o mesmo somente ocorrera se nao
houver residuo nenhum e portanto toda a variacdo em torno da média for explicada
pelo modelo de regressao. Quanto mais préximo de 100% estiver o valor de

R-Sq(adj), melhor tera sido o ajuste do modelo para as respostas observadas®.
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Tabela XV: Valores de R-Sq (adj) para os modelos de regressao.

Propriedades reolégicas, R-Sq(adj), %

Forga de Forga de

Modelo Fluidez ~ Deformabilidade Dureza
Penetracao Ruptura
Linear 91,4 85,8 95,5 88,3 96,1
Trigo
Quadratico 97,6 99,3 99,0 89,1 99,6
Linear 88,3 89,8 95,3 63,8 95,5
Mandioca
Quadratico 97,3 99,0 98,5 87,8 99,7
Linear 89,5 90,3 97,0 85,5 97,4
Milho
Quadratico 98,6 99,6 99,0 91,5 99,6

Para o experimento envolvendo misturas aqui apresentado, o

modelo

quadratico pode ser considerado o melhor, pois apresentou os maiores valores de

coeficiente de determinagao ajustado.

Aplicando-se o modelo quadratico foram obtidas as equagdes de (4.4) a (4.8)

para o amido de trigo, (4.9) a (4.13) para o amido de mandioca e (4.14) a (4.18) para

o0 amido de milho.

Os numeros entre parénteses nas equagdes sao estimativas dos erros padrao

dos coeficientes®. Estes valores s&do obtidos através do desvio padrdo dos

residuos®’.

Amido de Trigo:

Fluidez = 17099C, + 1506C, + 6588C;- 25163C,C,- 27000C,C5;+ 1300C,C;
(+1586)  (+1586)  (£3354)  (£6853) (£6853) (6853)

F. Penetracdo = 12570C, + 2983C, + 9507C;- 22262C,C,- 24213C;C;s- 5513C,C;3
(£542) (£542)  (+1146) (+2342) (£2342) (£2342)

F. Ruptura=211C; + 12C, + 130C3— 265C;C,— 248C;C3— 103C,C;
(#13)  (+13)  (¥28) (£57) (£57) (£57)

Deformabilidade = 11C1 + 502 + 803— 1C1C2— 3C7C3— 190203
(x2) (x2) (£5) (£10) (£10) (x10)

Dureza = 1211 C1 + 78C2 + 1117C3— 1425C1C2— 1519C1C3— 631C2C3
(x52) (£52) (x110) (x225) (x225) (x225)

(4.4)

(4.5)

(4.6)

4.7)

(4.8)
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Amido de Mandioca:

Fluidez = 17099C; + 1506C, + 20514C;- 25163C,C,- 38400C,C3- 15163C,C3
(£1763) (£1763)  (£3728) (£7616) (£7616) (£7616)

F. Penetracédo = 12570C, + 2983C, + 7739C;3- 22262C,C,- 17225C;C;3- 9250C,C3
(£658) (#658)  (+1392)  (+2844) (£2844) (+2844)

F. RUthra = 211C1 + 12C2 + 19C3— 265C1C2— 190C1C3+ 68C2C3
(x17) (x17) (£35) (x72) (£72) (£72)

Deformabilidade = 11C1 + 502 + 2303— 1C1C2— 26C1C3— 3502C3
(£2) (£2) (x4) (£9) (£9) (£9)

Dureza = 1211 C1 + 78C2 + 70503— 14250102— 157SC1C3— 88C2C3
(£39) (£39) (x83) (£169) (£169) (£169)

Amido de Milho:

Fluidez = 17099C; + 1506C, + 18466C;- 25163C,C,- 35438C,C;3- 22075C,C;
(£1249)  (£1249)  (+2640) (+5395) (+5395) (£5395)

F. Penetragcédo = 12570C, + 2983C, + 9874C;3- 22263C,C,- 15106C,C;s- 14906C,C3
(#403)  (+403) (851) (£1740) (£1740) (£1740)

F. Ruptura =211 C1 + 1202 + 5803— 265C1Cg— 65C1Cg- 4OCQC3
(x14) (x14) (x29) (£59) (£59) (£59)

Deformabilidade = 11C; + 5C, + 13C3— 1C,C,— 11C,C35— 28C,C;3
(x2) (x2) (+4) (x9) (£9) (£9)

Dureza = 1211 C1 + 78C2 + 61403— 14250102— 6OOC1C3+ 250CQC3
(£51) (£51) (£108) (x220) (x220) (x220)

(4.9)

(4.10)

(4.11)

(4.12)

(4.13)

(4.14)

(4.15)

(4.16)

(4.17)

(4.18)

Alguns coeficientes das equagdes apresentaram seus valores inferiores aos

seus respectivos erros padrao (em vermelho nas equacgbes). Pode-se adotar,

portanto, as equacgdes simplificadas de (4.19) a (4.23) para o amido de trigo, (4.24) a

(4.28) para o amido de mandioca e (4.29) a (4.33) para o amido de milho.

61



Amido de Trigo:

Fluidez = 17099C; + 6588C3- 25163C,C,- 27000C,C3
(£1586)  (+3354) (£6853) (£6853)

F. Penetracédo = 12570C, + 2983C, + 9507C3- 22262C,C,- 24213C;C;3- 5513C,C3
(£542) (£542)  (+1146) (£2342) (2342) (£2342)

F. Ruptura =211C; + 130C3— 265C,C,— 248C,C3— 103C,C;3
(#13)  (£13) (£57) (£57) (£57)

Deformabilidade = 11C; + 5C, + 8C3;— 19C,C;5
(£2) (2) (£5) (x10)

Dureza =1211C, + 78C, + 11 1703— 1425C,C,— 151QC1C3— 631 C2C3
(x52) (£52) (£110) (x225) (x225) (x225)

Amido de Mandioca:

Fluidez = 17099C; + 20514C;- 25163C,C,- 38400C,C;3- 15163C,C;
(£1763)  (+3728) (£7616) (£7616) (£7616)

F. Penetracédo = 12570C, + 2983C, + 7739C;3- 22262C,C,- 17225C;C3- 9250C,C3
(£658)  (+658)  (£1392) (+2844) (£2844) (£2844)

F. Ruptura = 211C; — 265C,C,— 190C,C;
(#17) (£72) (£72)

Deformabilidade = 11C; + 5C, + 23C; — 26C,C;— 35C,C;3
(£2) (£2) (+4) (£9) (£9)

Dureza = 1211 C1 + 78C2 + 70503— 14250102— 157501C3

(4.28)
(£39) (£39) (£83) (£169) (£169)

Amido de Milho:

Fluidez = 17099C; + 1506C, + 18466C;- 25163C,C,- 35438C,C;- 22075C,C;
(£1249)  (+1249)  (£2640) (£5395) (+£5395) (£5395)

F. Penetragédo = 12570C, + 2983C, + 9874C3- 22263C,C,- 15106C,C;s- 14906C,C;3
(#403)  (+403) (£851) (£1740) (£1740) (£1740)

(4.19)

(4.20)

(4.21)

(4.22)

(4.23)

(4.24)

(4.25)

(4.26)

(4.27)

(4.29)

(4.30)
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F. Ruptura = 211 C; + 58C;—-265C,C,—65C,C; (431)

(£14)  (#29)  (59) (£59)
Deformabilidade = 11C; + 5C, + 13C3—11C,C3—28C,C; (4.32)
(#2)  (#2)  (#4)  (29) (£9)
Dureza = 1211C,; + 78C, + 614C;— 1425C,C,— 600C,C3+ 250C,C; (4.33)
(#51)  (#51) (108) (£220) (£220) (£220)

Uma maneira mais segura de verificar se as equagdes expressas pelo modelo
quadratico podem ser utilizadas € determinar novas respostas para misturas que nao
foram usadas na modelagem e comparar os resultados observados com os valores
previstos*. Assim, foi realizado um novo ensaio chamado mistura-teste com 43,33%
proteina isolada de soja, 43,33% gluten e 13,33% amido.

Na Tabela XVI sdo apresentados os valores preditos pelas equagbdes do

modelo quadratico e os valores experimentais obtidos.

Tabela XVI: Valores preditos pelo modelo quadratico e valores experimentais.

Fluidez Forca de Forca de Deformabilidade Dureza
(9) Penetragido (g) Ruptura (g) (cm) (9)
o | Resultado 5047 2146 39,2 6.9 316
Predito
o
[
= Resultado 2569 2498 45,0 6,4 351
Experimental
< Resultado
3]
S Predito 2372 2098 31,2 6,5 294
2
< Resultado 3612 2475 45,7 6,2 322
= Experimental
Resultado
g Predito 2533 2177 45,8 6,5 351
=
= Resultado 2814 2459 45,7 6,0 326
Experimental

Somente os valores encontrados experimentalmente, considerando o desvio
padrao, para as propriedades de fluidez e for¢a de ruptura utilizando amido de milho
e deformabilidade utilizando amido de mandioca, confirmaram os valores preditos
pelas equacodes obtidas através do modelo quadratico.
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Como a mistura teste é exatamente uma mistura dos trés componentes que se
posiciona no centro da regidao do simplex, foi possivel construir um planejamento

experimental mais complexo do que o anterior, o Simplex centréide, Figura 43.

Amido
40
]
4 \
7 ‘ 1
/ 1 3
30 @ @ 30
/ ) { \
\
@ @ ®
.70 0 70
Glaten PIS

Figura 43: Planejamento experimental do tipo Simplex centréide realizado na Fase
Final.

A introdugdo deste termo torna possivel chegar-se a expressao do modelo
cubico especial, que possui apenas um termo a mais do que o modelo quadratico e

€ representado pela equacao:

Yy =b1Cq + boCo + b3C3 + b12C1C2 + b13C1C3 + ba3CoC3+ b123C1C2C3 (4.34)

Os efeitos nao aditivos envolvendo a presengca simultanea dos trés
componentes podem ser importantes para descrever melhor a resposta das
misturas®.

A seguir sao apresentadas as equagdes contendo os coeficientes dos termos

estatisticamente significativos do modelo cubico especial.
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Fluidez:

Amido de trigo = 17099C; + 1506C; - 25163C,C,
(£1482)  (£1482) (£6402)

Amido de mandioca = 17099C, + 44594 C;- 25163C,C,- 118669C,Cs- 95431C,C;
(+1673)  (+13189)  (+7229) (+41273) (+41273)

+ 267562C,C,C;
(+127158)

Amido de milho = 17099C; + 1506C, + 31279C;- 25163C;C,- 78145C,C;
(£1245)  (21245)  (+9817) (£5381) (£30720)

-64783C,C;+ 142359C,C,C;5
(£30720) (£94645)

Forga de Penetragao:

Amido de trigo = 12570C; + 2983C, + 24260C;- 22262C,C,- 73389C,C;
(#531)  (£531)  (+4187) (£2295) (£13103)

- 54689C,C; + 163922C,C,C;
(£13103) (+40369)

Amido de mandioca= 12570C, + 2983C, + 23437C;- 22262C;C,- 69552C,C;
(£621) (£621)  (+4896) (£2683) (£15322)

-61577C,C;+ 174422C,C,C;5
(£15322) (+47206)

Amido de milho = 12570C; + 2983C, + 21936C;3- 22262C;C,- 55311C,C;
(£372) (£372)  (+£2938) (£1610) (+9195)

-55111C,C; + 134016C,C,C;
(£9195) (+28330)

Forca de Ruptura:

Amido de trigo = 211C; + 168C3— 265C,C,— 374C,C3
(#13)  (£109) (+60) (+343)

Amido de mandioca = 211C; + 145C, - 265C,C,—-610C,C3+ 1401C,C,C;
(#15)  (+124) (£68) (£390) (+1203)

Amido de milho = 211 C1— 26501C2+ 3300203 - 1233010203
(x12) (£55) (£317) (x978)

(4.35)

(4.36)

(4.37)

(4.38)

(4.39)

(4.40)

(4.41)

(4.42)

(4.43)
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Deformabilidade:

Amido de trigo = 11C; + 5C, (4.44)
(#2)  (£2)
Amido de mandioca = 11C, + 5C, + 18C; (4.45)

(£2) (x2) (x16)

Amido de milho = 11C; + 5C; (4.46)
(*2) (*2)

Dureza:

Amido de trigo = 1211C; + 79C, + 2448C;— 1425C,C,— 5955C,C3;— 5068C,C3 (4.47)
(+59) (¥59)  (+468) (+256) (+1466) (+1466)

+ 14789C,C,C;
(x4517)

Amido de mandioca = 1211C; + 79C, + 1953C;— 1425C,C,— 5737C,C;— 4250C,C; (4.48)

(£37) (#37)  (+298) (£163) (+933) (£933)
+ 13875C,C,C;
(+2876)
Amido de milho = 1211C, + 78C, - 422C5;— 1425C,C,+ 2852C,C;+ 3702C,C; (4.49)
(#51)  (¢51) (+403) (£221) (£1263) (£1263)

-11508C,C,C;4
(£3892)

Para o parametro fluidez, utilizando amido de trigo, o modelo indica que a
presenca da proteina isolada de soja e do gluten na mistura resultam em respostas
mais intensas. O amido de trigo ndo aparece na equagéao e, portanto, ndo contribui
para aumentar o sinal, embora possa ser importante para determinar outros
parametros. A proteina isolada de soja tem uma interagdo antagdnica com o gluten.
Isto quer dizer que a presenca simultdnea dos dois componentes na mistura produz
sinais mais fracos do que se poderia esperar com um modelo aditivo. Ja para a
fluidez utilizando o amido de milho, as contribuicbes de todos os termos (linear,
quadratico e cubico) sado significativas e devem ser consideradas. O amido de

mandioca nao sofre contribuicdo do componente puro gluten.
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Para um melhor entendimento destas equagdes podem-se utilizar as curvas de
niveis que fornecem uma visdo bi-dimensional onde todos os pontos que
apresentam a mesma resposta sao conectados para produzir curvas de niveis de
respostas constantes®. As curvas de nivel correspondentes a propriedade de fluidez

sdo apresentadas na Figura 44.

Proteina isolada de soja Proteina isolada de soja
70

)
I

1T

5y

70 30 a0 70 30 a0
Glaten Amido de trigo Glaten Amido de mandioca

Fluidez, g

< 1000
1000 - 2000
2000 - 3000
3000 - 4000
4000 - 5000
5000 - 6000
6000 — 7000

> 7000

Proteina isolada de soja

HHESE

BNz

30

.70 40
Gliten Amido de milho

Figura 44: Curvas de nivel da fluidez, modelo quadratico para o amido de trigo e
modelo cubico especial para a mandioca e o milho.

Os maiores valores de fluidez sao obtidos na direcéo do vértice superior, o que
corresponde a misturas com predominio de proteina isolada de soja. Pode-se
observar a influéncia da espécie de amido, ou seja, menores resultados sédo obtidos
com a presenga de amido de trigo, seguido pelo amido de milho e por ultimo o amido
de mandioca.

O modelo cubico foi muito adequado para o parametro forgca de penetragéo.
Nas trés espécies de amido estudadas os termos lineares apresentaram efeito
sinérgico, os quadraticos efeito antagbnico e o cubico sinérgico. As magnitudes dos
coeficientes apresentados para os trés termos puros indicam que o termo amido é o

que mais influencia devido ao seu maior valor.
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Os trés amidos apresentaram comportamentos diferentes quanto a forca de
ruptura. As misturas contendo os amidos de mandioca e milho ndo sofrem efeito
direto dos mesmos, porém através do modelo cubico ficou evidenciada a interacao
com os outros componentes. Entretanto, o amido de trigo ndo sofre influéncia linear
do gluten, demonstrada pelo modelo quadratico.

O modelo linear foi satisfatério para o parametro deformabilidade. Somente o
amido de mandioca aparece nas equacgdes. Os amidos de trigo e milho nao
contribuem significativamente para este parametro.

Igualmente ao parametro de penetragdo, o modelo cubico foi muito adequado
para o parametro dureza. Nas trés espécies de amido estudadas os termos lineares
apresentaram efeito sinérgico, os quadraticos efeito antagbnico e o cubico efeito
sinérgico.

As curvas de nivel correspondentes sdo mostradas na Figura 45.

Proteina isolada de soja Proteina isolada de soja
70 70

oy

30

.70 . 40 . .70 _ . 40 ~
Gliten Amido de trigo Glaten Amido de mandioca

Dureza, g
Proteina isolada de soja ] < 200

70 Bl 200 - 300
B8 300 - 400
FE 400 - 500
HH > 500

70 30 _ 40 .
Glaten Amido de milho

Figura 45: Curvas de nivel da dureza, modelo cubico especial para as trés espécies
de amido.
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Os maiores valores de dureza sao obtidos na direcido do vértice superior, o
mesmo comportamento observado no parametro de fluidez. A presenca de amido de
mandioca resulta em resultados inferiores quando comparados aos amidos de trigo

e milho.
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5 DISCUSSOES GERAIS

A caracterizagdo da proteina isolada de soja utilizando-se microscopia
eletrdbnica de varredura evidenciou seu aspecto morfolégico tipico de proteina
globular. A analise de distribuicdo de tamanho de particula obtida por espectroscopia
de difracdo a laser revelou maior polidispersdo quando comparada aos outros
componentes estudados neste trabalho. Ja a caracterizacdo do gluten revelou uma
morfologia aleatéria e ndo especifica. Contudo, os maiores valores de superficie e
volume médios de particulas entre todos os componentes foram obtidos para o
gluten.

A denaturacido e a capacidade de gelatinizagdo da proteina isolada de soja
foram confirmadas através do baixo valor de energia de entalpia apresentada no
DSC e do comportamento reolégico apresentado no viscosimetro do tipo RVA. Esta
elevada capacidade de gelatinizagdo da proteina isolada de soja pode estar
associada a sua estrutura que propicia ligagbes de hidrogénio, ligagoes dissulfeto,
outras ligagdes covalentes, pontes salinas e interagdes hidrofobicas e eletrostaticas.
Com relagao ao gluten, o maior percentual de residuos de prolina e hidroxiprolina e
a elevada massa molecular apresentada pela fragdo glutenina podem explicar a sua
inferior capacidade de gelatinizagcdo quando comparada com a proteina isolada de
soja e até mesmo com as diferentes espécies de amido estudados.

A caracterizagdo do amido demonstrou a influéncia da origem botanica em
todas as propriedades avaliadas neste trabalho. A observagdo dos granulos de
amido através da microscopia eletrbnica de varredura confirmou os aspectos
morfoloégicos descritos na literatura. Quando comparado com a proteina isolada de
soja e o gluten, os granulos de amido apresentaram menor polidisperséo, superficie
e volume médios das particulas. Dentre os amidos, o amido de milho apresentou a
menor polidispersdo e a maior area superficial média, provavelmente devido ao
formato do granulo, enquanto maior volume médio foi atribuido ao amido de trigo.

O amido de milho demonstrou maior resisténcia ao processo de gelatinizagcao
do que o amido de trigo e mandioca, apresentando perda inicial de birrefringéncia,
intumescimento e ruptura dos grénulos em temperaturas mais elevadas quando
observados através do poder de intumescimento e da microscopia 6ptica utilizando
luz polarizada. Este comportamento foi confirmado através do alto valor de energia

de entalpia e as altas temperaturas apresentadas no DSC. Todas estas observacoes
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indicam um alto nivel de cristalinidade para o amido de milho, porém, pela literatura,
0s maiores teores de amilopectina, responsavel pela cristalinidade, sdo esperados
para a mandioca. No entanto, os valores quase insignificantes de amido danificado
determinados no amido de milho indicaram a auséncia de fragmentos de granulos
capazes de aumentar a absorc¢ao de agua e diminuir a birrefringéncia do sistema.

A afirmacdo de que amidos de tubérculos gelatinizam em temperaturas mais
baixas do que amidos de cereais foi comprovada através das curvas de viscosidade
obtidas, onde o amido de mandioca gelatinizou em temperaturas muito inferiores
quando comparado ao amido de trigo e milho.

Os resultados obtidos no DSC revelaram que o amido de trigo inicia seu
processo de gelatinizacdo em temperaturas muito similares a proteina isolada de
soja e gluten.

Os estudos realizados na Fase Preliminar utilizando misturas contendo
diferentes proporgées dos trés componentes foram decisivos para a investigagao
inicial da interacdo entre as propriedades reoldgicas avaliadas, do efeito individual
de cada componente, mas principalmente para delimitar os limites superiores e
inferiores de cada componente que foram utilizados na Fase Final deste trabalho.

Os dados obtidos na Fase Final revelaram uma forte interagdo entre as
propriedades reoldgicas de forga de penetragao, dureza e forga de ruptura.

De maneira geral, o0 aumento da concentragdo de proteina isolada de soja na
mistura influenciou diretamente os resultados das propriedades reoldgicas. Este fato
pode estar associado a sua elevada capacidade de gelatinizagédo elucidada neste
trabalho durante a caracterizacdo deste componente. Por outro lado, o gluten
influenciou inversamente as mesmas propriedades enquanto que a contribuicdo do
amido foi nula. Apenas a deformabilidade apresentou comportamento diferente,
onde o aumento da concentracao de amido, em destaque o amido de milho, afetou
inversamente os resultados.

Apesar da concentragao de amido nao ter afetado diretamente a maioria das
propriedades reoldgicas estudadas, a presenca do amido de milho nas misturas fez
com que a influéncia do gluten fosse maior do que a da proteina isolada de soja na
forca de ruptura, dureza e forga de penetracdo. A baixa quantidade de amido
danificado e a alta cristalinidade indicada pelo amido de milho durante sua

caracterizagdo podem ser os responsaveis por estas observacgodes. Ja a fluidez teve
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a influéncia do gluten drasticamente potencializada pela presengca do amido de
mandioca.

Com a regido de estudo da Fase Final representada por um simplex do tipo
Vértices extremos, foi possivel através do Minitab® aplicar os modelos de ajuste
linear e quadratico, onde o modelo quadratico foi considerado o mais adequado de
acordo com a analise de variancia. As equagdes polinomiais foram determinadas
para cada propriedade reoldgica, simplificadas através da estimativa do erro padrao
dos componentes e testadas com a utilizagdo de uma nova mistura. Apenas trés
resultados experimentais confirmaram os valores preditos pelas equacbes do
modelo quadratico, inviabilizando sua utilizagao.

A nova mistura foi entdo incluida na regido de estudo, possibilitando a
representagcao por um simplex do tipo Simplex centréide e aplicagdo do modelo de
ajuste cubico especial. As equagdes polinomiais foram recalculadas para cada
propriedade reolégica e novamente simplificadas. A utilizagdo do modelo cubico
especial considerou o efeito nao aditivo envolvido na presenga dos trés
componentes da mistura, resultando em equacdes que melhor descrevem as
respostas das misturas.

Observa-se um grande potencial de utilizagdo destas equagdes pela industria
alimenticia pois torna possivel prever as propriedades reoldgicas resultantes da
mistura a partir da concentragdo dos componentes. Isto permite uma otimizagéo

substancial no esfor¢o e recursos gastos.
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6 CONCLUSOES

A microscopia eletronica de varredura evidenciou a morfologia tipica e a
dispersao do tamanho de particula de cada macromolécula.

A analise de distribuicdo de tamanho de particula por espectroscopia de
difragdo a laser indicou a uniformidade, a superficie média e o volume médio das
particulas dos componentes.

A calorimetria diferencial de varredura revelou os fendmenos endotérmicos
associados a denaturacao das proteinas e a gelatinizagdo do amido.

A viscosimetria complementou os comportamentos observados através do
DSC, denaturagédo e gelatinizagdo. Para os amidos, ainda foi possivel observar o
intumescimento dos granulos e o fendbmeno de retrogradacgéo.

A microscopia Optica sob luz polarizada exibiu a birrefringéncia,
intumescimento, ruptura e gelatinizagcdo dos granulos de amido.

A andlise do poder de intumescimento proporcionou informacao sobre a
absorgao de agua pelos granulos de amido.

Os dados obtidos na Fase Final revelaram uma forte interacdo entre as
propriedades reoldgicas de forga de penetragao, dureza e forga de ruptura.

O aumento da concentragdo de proteina isolada de soja nas misturas
influenciou diretamente os resultados das propriedades reoldégicas. O gluten
influenciou inversamente as mesmas propriedades enquanto que a contribuicdo do
amido foi nula, com excecao da deformabilidade, onde o amido afetou inversamente
os resultados e o gluten ndo contribuiu.

A espécie de amido altera fortemente a influéncia dos outros componentes.

A representacdo das misturas através do Simplex centréide e aplicagdo do
modelo de ajuste cubico especial resultou em equagdes que melhor descreveram as
respostas das misturas.

Ha um grande potencial de utilizagdo destas equacdes pela industria
alimenticia pois torna possivel prever as propriedades reoldgicas resultantes da

mistura a partir da concentracdo dos componentes.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Verificagdo das equacgdes expressas pelo modelo cubico especial utilizando
uma nova mistura e comparacdo dos resultados observados com os valores
previstos.

Melhor entendimento da influéncia indireta da fonte botanica do amido sob as
propriedades reoldgicas das misturas.

Determinacao das fragbes 7S/11S (proteina isolada de soja), gliadina/glutenina

(gluten) e amilose/amilopectina (amido).
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