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The
Good
Food
Institute
Brasil

O The Good Food Institute é

uma organizacao global sem

fins lucrativos que trabalha para
transformar a cadeia de producao
de alimentos.

Com equipes nos Estados Unidos,
Brasil, Israel, India, e paises da
Europa e daregiao Asia-Pacifico,
apoia o desenvolvimento do

setor de proteinas alternativas,
especialmente o mercado de
carnes, ovos, e produtos lacteos
vegetais, cultivados ou obtidos por
fermentacao.
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Para isso, a instituicao oferece os seus servicos
gratuitamente a sociedade através de trés areas
programaticas:

Engajamento

Corporativo
Apoia a industria de alimentos e de ingredientes, restaurantes e varejistas no
desenvolvimento, aprimoramento e distribuicao de produtos a base de proteinas
alternativas. Auxilia startups e investidores na elaboracao de planos de negécios,

financiamento, comunicagao, comercializagao e regulacao, além de produzir dados
e informacoes relevantes para o mercado.

¥, Ciénciae
\@' Tecnologia
Trabalha para desenvolver, financiar e promover o conhecimento cientifico
envolvido na producao de carnes, ovos e produtos lacteos feitos a base de plantas,

cultivados a partir de células ou obtidos por fermentacao. Promove a capacitagao
de profissionais e a disseminacao do conhecimento técnico e cientifico associado

as areas de proteinas alternativas.

oliticas

Atua diretamente com agentes de governo e formuladores de politicas publicas,
além de fomentar a comunicacao entre o governo e os agentes de mercado, para
assegurar que o marco regulatério vigente permita o desenvolvimento pleno do
setor de proteinas alternativas no Brasil.
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Com esse trabalho, o
GFI busca solucoes
para resolver quatro
grandes desafios atuais:

Alimentar de forma
segura, justa e sustentavel
quase dez bilhoes de

pessoas até 2050.

Conter as mudancas
climaticas provocadas
pelo atual sistema de

producao de alimentos.

Reduzir a contribuicao

do setor de alimentos no
desenvolvimento de novas
doencas infecciosas,

algumas com potencial
pandémico.

Criar uma cadeia de
producao de alimentos
gue nao dependa de
animais.

O GFI esta construindo um mundo
onde as proteinas alternativas nao
sao mais alternativas, sao a escolha
padrao.
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APRESENTACAO

Com o intuito de fornecer referéncia técnica para o desenvolvimento do marco regulatorio no Brasil
para as proteinas alternativas, a pedido do The Good Food Institute — GFI, o Instituto de Tecnologia
de Alimentos — Ital, elaborou trés documentos técnicos abordando, separadamente, as proteinas
alternativas obtidas por cultura celular, nomeadamente carne cultivada, além daquelas produzidas
por fermentacao ou produzidas a partir de planta (plant-based).

Este documento aborda as proteinas de origem vegetal, iniciando com uma revisao bibliografica
abrangente sobre as diversas fontes de proteinas vegetais, suas caracteristicas e os processos
mais utilizados para sua extracao, concentracao e isolamento. Ainda sao destacados os aspectos
nutricionais, a presenca de compostos antinutricionais e suas propriedades funcionais.

Na sequéncia, é apresentado um levantamento do cenario regulatério internacional atual sobre a
aprovacao de novas fontes de proteinas vegetais e suas aplicacdes, com foco principalmente nos
regulamentos da Unido Europeia, Canada, Estados Unidos, Australia e Nova Zelandia, Singapura e no
Codex Alimentarius.

Por fim, com base nas informacdes levantadas e considerando o panorama atual da legislacao
brasileira para aprovacdao de novos alimentos, ingredientes e aditivos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Anexo 1) e os padroes de identidade e qualidade de alimentos do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e ANVISA, apresenta-se uma proposta de
complemento a regulamentacao de alimentos no Brasil, de maneira a incorporar questoes relevantes
para o segmento de proteinas de fonte vegetal.
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PALAVRA INSTITUCIONAL

Uma revolucao feita a partir de plantas esta no ar. E também na midia e nos portfolios de produtos
tanto das grandes empresas de alimentos como das iniUmeras startups do setor que surgem todos os
dias. E principalmente nas prateleiras dos supermercados e nos cardapios dos restaurantes ao redor
do mundo.

A combinacdo da oferta tecnoldgica de novos processos produtivos na industria de alimentos,
especialmente os processos de extrusdao Umida, com o surgimento de uma nova categoria de
consumidores, os antigos reducetarianos agora chamados de flexitarianos, formou o ambiente
ideal para a explosao global de uma nova categoria de produtos. Juntando alguns ingredientes,
aditivos e coadjuvantes de tecnologia usuais na industria de alimentos com outros desenvolvidos
especificamente para esse mercado foi possivel criar alimentos gostosos, sustentaveis e seguros.
Eles sdo analogos a produtos de origem animal, como leite e laticinios, carne e ovos em seu uso e
preparo pelos consumidores, mas sao feitos a partir de plantas utilizando uma quantidade muito
menor de terra e dgua em seu processo produtivo.

Essa ¢ uma corrida tecnoldgica que esta acontecendo em diversas partes do mundo e tanto as
empresas quanto os cientistas brasileiros estdao muito bem posicionados nela. Somos uma poténcia
em alimentos e temos tudo para sermos uma poténcia também em alimentos de alta tecnologia,
como os produtos feitos de plantas. Somos hoje o celeiro do mundo, fundamentais no fornecimento
de commodities agricolas e, como disse um importante representante do setor, podemos nos tornar
rapidamente o supermercado do mundo, fornecendo produtos de alto valor agregado desenvolvidos
e fabricados no Brasil. Ja estamos nessa direcao. Mesmo tendo comecado muito depois dos produtos
norte-americanos, considerando que o primeiro produto brasileiro desse segmento foi lancado em
2019, ja exportamos para dezenas de paises.

Ao lado das diversas inovagoes tecnoldgicas desenvolvidas, ha uma relevante inovacao de mercado
também em curso. Reimaginarmos a forma como obtemos proteina para consumo humano é urgente
e fundamental. Produtos analogos aos de origem animal obtidos a partir de plantas sao uma das
alternativas concretas para ajudarmos o Brasil na sua transicao para uma agricultura de baixo
carbono. Lado a lado com as proteinas sustentaveis de origem animal, podemos formar uma resposta
consistente do nosso pais e da nossa economia agricola ao novo cenario de médio prazo, onde
diferentes fontes de obtencao de proteina para consumo humano conviverdo. Esse € um mercado
“E” e ndo um mercado “OU”, ha espaco e demanda para atuacao de todos.

Mobilizadas as empresas, a comunidade cientifica, os investidores e os consumidores, é hora de
também mobilizar os reguladores. E preciso ajustar o marco regulatério existente, que vem de um
tempo onde produtos de origem animal e produtos de origem vegetal eram coisas completamente
diferentes, para um modelo onde algumas familias de produtos de base vegetal cumprem a mesma
funcao no prato do consumidor e convivem na mesma prateleira do supermercado com seus
correspondentes de origem animal. E preciso ajustar padrdes de identidade e qualidade e organizar
os mecanismos de inspecao e de informacao ao consumidor para as especificidades e inovagoes
trazidas por esta nova categoria de produtos.

Apontar possiveis ajustes nos marcos regulatérios vigentes, sustentando esse discurso com

argumentos de base cientifica, é o principal objetivo deste estudo regulatério, contratado pelo GFI
Brasil com o apoio de um grupo de empresas do setor e realizado ao longo de 2021 pela equipe do
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Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), reconhecida instituicdo de pesquisa com quase 60 anos
de experiéncia. Ele foi organizado nos mesmo trés eixos em que o GFI Brasil pauta sua atuagao junto
aos agentes reguladores brasileiros: informacao, alinhamento e mobilizacao.

No eixo informacao, a compilacdo robusta de dados sobre o estado-da-técnica no desenvolvimento
deste tipo de produto vem acompanhada de diversas “consideragoes de seguranga”, onde realgamos
elementos que devem ser levados em conta pelos reguladores. No eixo alinhamento, apresentamos
um minucioso levantamento, feito entre junho e novembro de 2021, sobre as praticas regulatorias
em vigor ou em desenvolvimento em diferentes paises e em instituicées multilaterais como o Codex
Alimentarius, permitindo pensar o marco regulatério brasileiro alinhado ao cenario internacional. Por
fim, no eixo mobilizacdo, fazemos uma proposta dos pontos a serem ajustados no marco regulatério
brasileiro atual (apresentado nos Anexos do estudo), sustentando cada ajuste com os argumentos
cientificos necessarios.

Foge ao escopo deste estudo regulatério o debate sobre o uso dos termos que hoje designam os
produtos de origem vegetal. As empresas que antes operavam apenas com produtos de origem
animal lancam suas linhas de produtos analogos feitos de plantas, além de um numero crescente
de startups que estao se desenvolvendo a partir da oferta de produtos neste segmento. Dificultar a
introducao destes novos produtos no mercado, sob qualquer argumento nao cientifico, é tentar barrar
esse progresso. O uso dos termos é um debate politico e deve ser executado na arena propria para
isso, que é o Congresso Nacional. Nossa posicao é que, treinado pelos mais de 30 anos do Codigo
de Defesa do Consumidor, o consumidor ndao é enganado pelos termos usados nestes produtos. O
consumidor faz escolhas num processo de decisao informada. Ter que criar termos novos para 0s
novos produtos, isso sim seria desinforma-lo e causar confusao. Estamos prontos e abertos para o
bom debate em torno desta questao.

Com esse conjunto Unico de informacoes, esperamos que a execucao das etapas da Analise de
Impacto Regulatério para os produtos feitos de plantas analogos aos produtos de origem animal possa
ser continuada em 2022, partindo das informacdes cientificas aqui apresentadas. Essas informagoes
complementam e atualizam as informacoes ja colhidas na Tomada Publica de Subsidios feita pelo
Ministério da Agricultura e no workshop promovido pela Anvisa em 2021 e podem ser amplamente
enriquecidas ao longo do trabalho através de canais de comunicacao efetivos e bidirecionais com as
empresas atuantes no setor e com os reguladores estrangeiros.
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1. INTRODUCAO

O conceito adquirido pelos consumidores de que uma alimentagao a base de vegetais € mais saudavel
e sustentavel ambientalmente do que as de proteinas de origem animal tem impulsionado o mercado
a procura de novas fontes proteicas de origem vegetal. (Pimentel e Pimentel, 2003). O mercado de
plant-based é extremamente promissor, ja que existe um aumento na procura de substitutos de carne,
comdiversas oportunidades de crescimento. Contudo, para substituira proteina de origem animal, sdo
necessarias matérias primas de origem vegetal que atendam as propriedades nutricionais, funcionais
e sensoriais dos produtos similares e tradicionalmente consumidos (Hoek et al., 2011). A maior
diferenca entre as matrizes de origem animal com relagao a vegetais consiste na composigao, sendo
que as animais basicamente sao compostas de agua, proteina e gordura. Embora as proteinas de
origem vegetal também contenham estes componentes, em geral, apresentam outros constituintes
que diluem a fracdo proteica na matriz alimentar. Além da agua, apresentam carboidratos simples
e complexos, dentre os quais, fibra alimentar, amido e 6leo. Portanto, o desenvolvimento de novos
ingredientes proteicos requer sua caracterizagao funcional e nutricional, de maneira a possibilitar sua
adequada aplicacdo como proteina analoga.

Para que as proteinas vegetais sejam utilizadas em substituicdo as proteinas animais, ou como
ingredientes em alimentos protéicos, precisam apresentar funcionalidade tecnoldgica. Estas
propriedades sao determinantes para definir seu leque de aplicagao e aceitagao pelo consumidor.
Portanto, para melhoria destas funcionalidades, tais como solubilidade, capacidade de retencao
de odleo/agua, geleificante, emulsificante ou espumante sdo realizadas modificacdes quimicas,
enzimaticas e mecanicas para sua funcionalizacao e aplicacao.

De modo a garantir a inocuidade do consumo das proteinas vegetais também se faz necessario o
conhecimento dos contaminantes quimicos potenciais das diferentes culturas e ainda aqueles
residuais dos processos aplicados. Assim, sdo destacados neste documento os contaminantes ja
relatados na literatura que requerem monitoramento do residual aceitavel.

Diante da possibilidade de introducdao de novas proteinas vegetais, € importante conhecer sua
qualidade nutricional. Sao destacados os critérios e métodos disponiveis para avaliacao de seu valor
bioldgico, em especial a importancia da presenca e teor dos aminoacidos essenciais. Nao menos
relevante é a digestibilidade proteica e auséncia de fatores considerados antinutritivos e téxicos na
proteina vegetal. Muitas vezes sao aplicados tratamentos fisico-quimicos para o controle destes
fatores, que sao sucintamente descritos.

Apesar de muitas fontes proteicas vegetais ja fazerem parte da dieta da populagdo, muitas vezes

€ necessario reavaliar sua seguranca, dada a possibilidade de introducao de novas formas de
apresentacao e de maior incidéncia no cardapio médio do consumidor.
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2. CARACTERISTICAS, PROCESSOS DE PRODUCAOE
ASPECTOS RELACIONADOS A SEGURANCA

2.1 Proteinas e Fontes Proteicas

Proteinas sao componentes essenciais a todas as células vivas e estao relacionadas praticamente a
todas as funcoes fisioldgicas, atuando como reguladores bioquimicos para a manutencao das funcoes
bioldgicas. Quimicamente, as proteinas sao polimeros de elevado peso molecular (acima de 10.000),
cujas unidades basicas sdao os aminoacidos, ligados entre si por ligacoes peptidicas. As propriedades
de uma proteina sdao determinadas pelo nimero e espécie dos residuos de aminoacidos, bem como
pela sequéncia desses compostos na molécula.

512 FF?E@?ESF?JE%

Residuos de Cadeia polipeptidica Subunidades reunidas
aminoécidos FONTE: Nelson e Cox, 2011

Figural. Representacdo da organizagdo estrutural das proteinas (Nelson
e Cox, 2011).

A proteina é um macronutriente essencial para o organismo, presente em maior ou menor quantidade
em diversos tipos de alimentos, sendo que os principais alimentos vegetais fonte de proteina na
alimentacao humana sao os graos, cereais e leguminosas (Tabela 1) (Sgarbieri, 1996). Vegetais que
apresentam teores de proteina entre 20 a 40% sao considerados economicamente viaveis, para
extracdo da proteina na forma de farinhas, concentrados e isolados proteicos.

As sementes oleaginosas, tais como: soja, castanhas, améndoas, amendoim, gergelim, girassol, sdao
consideradas uma boa fonte para extracdo proteica, pois uma vez extraido éleo, a fracao proteica é
concentrada (Day, 2013). As sementes de leguminosas, tais como ervilha, grao de bico e tremoco
também apresentam uma fracao proteica apreciavel, assim como um teor de carboidratos bastante
elevado. Grande parte dos produtos a base de plantas encontrados no Brasil atualmente, sao
produzidos a partir de soja nacional ou ervilha importada.
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Tabela 1. Vegetais fontes para extracao de proteinas.

Classificacao Fontes de proteina vegetal

Cereais e pseudocereais Arroz, aveia, cevada, quinoa, tefe, centeio, colza
Leguminosas Soja, feijao, fava, ervilha, lentilha, tremoco, grao de bico
Sementes, graos e nozes Girassol, gergelim, canola, canhamo, linhaca, améndoas, castanhas,

nozes, sementes de abobora, chia, baru, amendoim, trigo, painco, aveia

Folhas Beterraba, ora pro nobis, espinafre

Fontes nao convencionais Algas e fungos

Para que a proteina vegetal possa ser utilizada na elaboracao de produtos similares aos produtos
carneos, ou mesmo oferecer um percentual equivalente de proteina dos produtos de origem animal,
ela precisa ser concentrada com a reducao do conteldo de carboidratos e/ou outros componentes
majoritarios (ex. oleo). Nos produtos derivados da soja este refinamento ja é usado e conhecido,
oferecendo um amplo leque de produtos para o mercado, tais como: tempé, tofu, proteina de soja
texturizada, extrato de soja e outros (Alcort et al. in Foods 2021, 10, 293. https://doi.org/10.3390/
foods10020293).

2.2 Técnicas de Extracao de Proteinas Vegetais
2.2.1. Extracao convencional

Neste topico sao abordados estudos recentes relacionados as técnicas de extracdo de proteina,
convencionais e nao convencionais, ressaltando que muitas industrias preferem os métodos
convencionais devido a sua sustentabilidade econémica. Embora o método de extracao esteja
diretamente relacionado com as caracteristicas da matéria prima, em geral o convencional
mais utilizado ocorre através do fracionamento Umido, visando a separacdo completa dos
componentes e uma proteina de pureza mais elevada. A Figura 2 mostra um esquema geral das
técnicas convencionais de extragao de proteinas vegetais por via Umida e seca.

Em geral, tanto aextracdoviasecaou Umidaenvolvemtrés etapas iniciais de preparacdo da matéria

prima, antes de aplicar o processo de extracao proteica, sendo: secagem, desengorduramento e
moagem. Estas etapas por si, ja colaboram na concentracao da fragao proteica.
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Figura 2. Fluxograma geral dos processos
de extracdo de proteinas vegetais.

Fracionamento a seco

O fracionamento a seco tem sido aplicado para graos com elevado contetdo de amido (pulses),
cereais e tem o rendimento proteico limitado. A configuragao entrelagcada entre a matriz
proteica com os glébulos de amido, para as diferentes matrizes, exige um estudo preliminar
das propriedades estruturais e caracteristicas do grao apdés a moagem (granulometria) para
dimensionar o fluxo do ar de arraste com maior precisao e otimizar a separagao das fracdes, com
base na diferenca de peso entre as particulas da farinha (Pelgrom, Schutyser & Boom, 2012).
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Cabe ressaltar que os teores de proteina por esta técnica alcangam apenas a concentracgao,
sendo necessaria a aplicacao de técnicas adicionais para a obtencao de um isolado proteico.

A técnica tem como principio a diferenca em densidade e tamanho das fracdes da farinha,
permitindo a separacao das fracoes proteicas (leve) e amilaceas (pesada) quando uma farinha
muito fina é submetida a um fluxo espiral de ar (Boye, Zare & Pletch, 2010). A moagem por
impacto & preferida por romper as paredes celulares e produzir farinhas com particulas de
dimensao pequena o suficiente para preservar o conteddo dos granulos de amido sem ocasionar
danos e ao mesmo tempo permitir a separacao da matriz proteica entrelacada ao amido (Vose,
1978). O processo inicia com a dispersao da farinha fina em um grande fluxo de ar; em seguida, o
fluxo entra em uma camara cénica onde encontra um disco classificador com [aminas que criaum
contrafluxo centrifugo que separa as grandes particulas das pequenas (Figura 3). As particulas
em que aforca de arraste supera a forca centrifuga passam entre as laminas do disco classificador
e sao separadas da fracao pesada, que descende (Schutyser et al., 2015).

SZOM d; Particulas Finas + Ar
eparagdo e —t

........
-
-

Cone "/ Laminas Rotativas

Particulas :
Chosssi y .T‘ Ar + Alimentagdo

Fonte: Adaptado de SHAPIRO & GALPERIN (2005).

Figura 3. Esquema do classificador rotativo para separacdo dos
principais componentes das farinhas: amido e proteinas
(Adaptado de Shapiro & Galperin, 2005).

Como alternativa aos processos de concentracao realizados em meios Umidos, o método
classificacao pelo ar apresenta menor custo e trabalho, nao utiliza reagentes e, portanto, dispensa
o tratamento de efluentes, restando as cascas dos graos como unico subproduto (Sosulski &
Youngs, 1979). Esta tecnologia apresenta-se muito promissora como um processo limpo, para
obter produtos eingredientes saudaveis, onde os concentrados proteicos mantémas propriedades
funcionais nativas. A Tabela 2 mostra o rendimento obtido para algumas leguminosas (Schutyser
etal., 2015).
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Tabela 2. Concentracao das proteinas de leguminosas por classificacdo por ar.

Proteinainicialda  Proteina da fracao Concentracao da

[ e farinha fina da farinha proteina
g/ 100g de massa seca %
Tremoco (Lupinus albus L.) 40,4 59,4 1,47
Lentilha 23,7 57,6 2,43
Ervilha 23,8 58,5 2,46
Fava 31,0 69,9 2,25
Feijao mungu 27,2 62,3 2,29
Feijao comum 26,3 54,7 2,08
\Ij;el;?aoril;)ranco (Phaseolus 27.2 56,7 2,08
Feijao-de-corda 27,2 50,9 1,87
Feijao-de-lima (Phaseolus 23,7 48.9 2.06

lunatus)

Fonte: Schutyser et al., 2015.

Extracao Umida

Os principios e etapas envolvidos nas técnicas Umidas sao descritos em varios trabalhos (Tabela
3) e podem ser agrupados em métodos:

» Quimicos, baseados na aplicacao de alcalis ou solventes organicos, tais como solucoes
etandlicas ou salinas;

« Bioquimicos, através da aplicacao de enzimas e

« Fisicos, considerados tecnologias emergentes, pois sdo utilizados equipamentos nao
convencionais para melhorar a recuperacao das proteinas sem fazer uso de reagentes com
impacto ambiental.

Métodos quimicos ou bioquimicos também sdo usados em combinacao com outros métodos
para melhorar a recuperacao de proteinas. A Tabela 3 exemplifica alguns métodos usados para
extragao Umida de proteina.

Brasil
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Tabela 3. Extracdo umida de proteina de varias amostras vegetais, com agua, solvente organico
ou solucao alcalina.

Fonte

. - . . . " N
Solvente vegetal Condicao otimizada Rendimento Referéncia
2 M NaCl Proporg&o amostra / 23 - 26% proteina E:ggdt
(Extracao Girassol solvente 1:10 recuperada com ’
meio acido) Temp. ambiente por 1h cor clara Kammerer e
P P Carle, 2015
1 mol/L NaOH
(Extragao) Proporgao amostra /
precipitagao . pore 43 -56 % de Alexandrino et
. Y - Girassol solvente 1:10 25 °C por ~
isoelétrica 1h recuperacao al.,, 2017
(pH 4,5/1
mol/L HCL)
Proporcao amostra / 15.198,07 mg/ Hou et al
0,01 M NaOH Arroz solvente 1:15 35 °C por kg proteina v
2017
2h recuperada
Vérias .
solucdes Proporcdo amostra / . _ Shafiqur,
extratoras . solvente 1:20 (m/ v) 85,2@ rendimento Islam, .
Ervilha 40 °C por 60 min proteina usando Rahman, Uddin
0,2 M KOH/ P 0,2 M NaOH e Mazumder,
NaOH/0,2 M pH9-10 2018
NaCl/ NaHCO,
Proporgao amostra / Bernardi,
b solvente 6:34 (m/v) 34,51% d Corso, Baraldi,
1 M NaOH Rice bran 52 °C por 300 min recup,eragao a Colla e Canan,
proteina
pH 10 2018
77,32%
Proporgao amostra / rendimento
solvente 20mL/g i
KOH Feijao verde de proteina Duetal., 2018
40°C com melhores
pH 9,1 propriedades
funcionais
Proporcao amostra / 28 % di ;
rendimento
NaOH 1 M Semente de | solvente 1:15 Oo - Berghout et al.,
tremoco | 20°C por 1h 63 % recuperagao | 5gq5
da proteina
pH 9
Proporcao amostra: 14,25%
solvente 1:15(m/v) Recuperacao da Feyzi, Milani e
1 M NaOH Grass Pea Temp. ambiente proteina com Golimovahhed,
58 min melhor perfil 2018
pH 9,9 funcional
Proporcao amostra: 86% proteina
. solvente 1:10 (m/v) recuperada Jain, Prakash e
1 N NaOH Amendoim . com melhores
Temp. ambiente por 2 h . Radha, 2015
propriedades
pH 8,5 funcionais

* Rendimento expresso em recuperacdo de proteina
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O principio do processo de obtencao de concentrados e isolados proteicos por via Umida se baseia
no comportamento das proteinas diante de um determinado pH. A técnica de solubilizacao das
proteinas em pH alcalino seguido de precipitacao isoelétrica é a mais largamente difundida para
obtencao de produtos proteicos, podendo ser aplicada para uma grande diversidade de matrizes
alimentares (Sgarbieri, 1996; Boye, Zare & Pletch, 2010). A técnica se inicia a partir de uma
dispersao da farinha de leguminosa em agua na proporcao de 1:5 até 1:20. O pH é elevado entre
pH 8 — 11, pois a solubilidade das proteinas de leguminosas é maxima em pH mais alcalino. A
mistura permanece por intervalos de 30 a 180 minutos e a temperatura pode ser variar de 25
até 65 °C para melhorar a solubilizacao. Compostos nado solubilizados na solucao alcalina sao
retirados por filtragao ou centrifugacao e, em seguida, a solugao tem o seu pH ajustado ao ponto
isoelétrico das proteinas da leguminosa, em geral entre pH 4-5. Apds a precipitacao isoelétrica
das proteinas, o material passara por etapas de purificacdo que inclui lavagem, neutralizacao
e secagem (Boye, Zare & Pletch, 2010). A neutralizacao é essencial para dar funcionalidade e
evitar a agregacao irreversivel das proteinas. Como métodos de secagem podem ser utilizados a
liofilizacao e spray-dryer.

2.2.2. Extracao nao convencional

Novas tecnologias sdo usadas para auxiliar na extragao de proteinas de plantas para aumentar
o rendimento preservando as propriedades funcionais e nutricionais das proteinas. Uma série
de técnicas modernas, consideradas técnicas emergentes, tais como micro-ondas, ultrassom,
campo elétrico pulsado, alta pressao, ultra filtracao e processos enzimaticos podem ajudar a
melhorar a eficiéncia da extracao de proteinas. Apds a aplicacao destas técnicas, ocorre o
rompimento de estruturas da parede celular, que auxilia na extracdao das proteinas e na sua
concentracao ou isolamento. As proteinas solUveis em meio alcalino podem ser separadas por
ultrafiltracdo ou precipatacao usando solventes, tais como, solucao salina (NaCl), etanol e ajuste
do pH até o ponto isoelétrico de precipitacao (HCl). As proteinas do precipitado podem entao
ser recuperadas por centrifugacao e submetidas ao processo de secagem. Podemos considerar
nesse tipo de extracdo as técnicas descritas a seguir:

Extracao de proteinas assistida por enzimas

A extracao de proteinas pode ser aumentada pelo uso de enzimas que atuam em compostos
especificos, contribuindo na liberagao da proteina encarcerada pelas paredes celulares dos
vegetais. As enzimas atuam como catalizadores de alta especificidade que atuam para romper a
parede celular por hidrolise de seus constituintes, tais como celuloses, hemiceluloses e pectinas.
A acao enzimatica rompe as células e provoca a liberacdo dos compostos intracelulares. Neste
caso sao utilizadas carboidrases e amilases, com especificidade para quebrar as ligacdes da
cadeia polissacaridica (Poji¢, MiSan & Tiwari, 2018). Técnicas de extracao assistidas por enzimas
promovem o rendimento de extracao proteica de material vegetal, assim como podem ser Uteis
para separar simultaneamente os compostos indesejados no produto final, como lipideos e
compostos antinutricionais (Hill, 2003; Niu et al., 2012; Poji¢, MiSan & Tiwari, 2018).

Esta técnica, em comparacdo com o método convencional de extracao alcalina, tem menor
impacto ambiental, sendo que os produtos obtidos também possuem superior qualidade ao
preservar suas caracteristicas nativas mais adequadas ao consumo humano (Poji¢, Misan &
Tiwari, 2018).
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Extracao salina

A solubilidade das proteinas é afetada pelo nimero e seu arranjo de cargas, a qual, por sua vez,
depende da composicdo em aminoacidos, ou seja, da exposicao dos residuos acidos e basicos.
As partes nao proteicas das moléculas como os lipideos, carboidratos e fosfatos também afetam
a solubilidade. Sendo assim, a concentracao salina (forca i6nica) tem elevada influéncia na
solubilidade das proteinas, sendo estratégica para sua extracao. A presenca de sais em um meio
aquoso promove o surgimento de forcas idnicas originadas da dissociacao do sal e da interagao
dos ions gerados com as moléculas do meio. As forcas de interacao destes ions com as cargas
superficiais de moléculas proteicas, aumenta sua solubilidade pelaredugao dainteracao proteina-
proteina, pelo aumento da repulsao eletrostatica e pela hidratacao por pontes de hidrogénio. Este
fendmeno é conhecido como “salting-in” (SGARBIERI, 1996). Contudo, a elevadas concentracoes
de sal, a dinamica de forcas i6nicas entre moléculas é alterada, os ions passam a interagir mais
fortemente com a dgua, promovendo a desidratacdo das proteinas e a interacdo proteina-proteina
volta a ser relevante o suficiente para reduzir as suas solubilidades. Este fendmeno é conhecido
como “salting-out” (Grande, 2016). A associacao dos fendmenos salting-in e salting-out em
etapas distintas de um procedimento possibilita a extracao proteica de uma dispersao aquosa,
concentrando os compostos a serem purificados, a fim de produzir isolados proteicos (Ambriz et
al., 2005). Algumas técnicas combinam o uso de sais com o aumento de pH, como na extracao
alcalina, com o objetivo de elevar o rendimento de extracao (Hadnadev et al., 2017).

O procedimento de extragao salina consiste essencialmente na dispersao da farinha de
leguminosa em uma solucao salina aquosa e agitada entre 30 minutos e 2 horas. O extrato obtido
é centrifugado a fim de remover impurezas insollveis e o sobrenadante proteico é dissociado
dos ions salinos por diluicdo em agua gelada deionizada, ultrafiltracdo ou didlise. A proteina é
recuperada por centrifugacao e finalmente seca (Pickardt et al., 2015).

Separacao por membranas - Ultrafiltracido

A ultrafiltracao é um método fisico que utiliza tecnologia de membrana para separagao das
proteinas, apds sua solubilizacdo e extracao alcalina. Neste caso, o sobrenadante obtido apds
a centrifugacao é submetido a ultrafiltracao para concentrar as proteinas e eliminar compostos
menores. Desta forma, a ultrafiltragcao atua como tecnologia complementar, como uma alternativa
a precipitacao isoelétrica (Boye, 2010). O principio da técnica de extracao de proteinas por
ultrafiltracdo (UF) se baseia na habilidade que as membranas possuem de controlar a taxa de
fluxo de espécies quimicas pela membrana, de acordo com o tamanho molecular. A aplicagao
permite a permeacao de componentes especificos de uma mistura enquanto outros componentes
tém o seu fluxo dificultado (Baker, 2012). A ultrafiltracdao é um processo com operagdes unitarias
e fendmenos muito bem conhecidos e estabelecidos e, devido a isso, a tecnologia é bem
desenvolvida industrialmente. A ultrafiltracao utiliza uma membrana com poros muito pequenos
(microporos), de acordo com a finalidade, para separar agua e microsolutos de macromoléculas
e coloides. O didmetro médio dos poros variade 1 a 100 nm (10 a 1000 &ngstrom), que impedem
a passagem de corpos maiores ao tamanho do poro (cut off). Em geral, uma pressao é aplicada
para gear um fluxo do processo e forcar a passagem da solucdo alimentada, que sera forcada
a permear pelos poros da membrana. O esquema simplificado do processo de ultrafiltracdo é
representado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema do processo de fracionamento por membranas, onde as proteinas
sdo retidas pela membrana no interior da célula de ultrafiltracdo (Fonte: Baker, 2012).

Separacao eletrostatica de proteinas

O principio da separacao eletrostatica € carregar as particulas com cargas, negativamente ou
positivamente, permitindo a separacao destas particulas sob um campo elétrico externo de acordo
com suas diferentes caracteristicas elétricas. Os principios da técnica de separacao eletrostatica ja
sao bem aplicados em separacao de plasticos e naindustria de mineracao (Tabtabei et al., 2016; Pojic,
Misan & Tiwari, 2018). Para carregar as particulas existem algumas técnicas comerciais disponiveis:
inducao condutiva, bombardeamento corona e tribo-eletrificacdo. Inducao condutiva carrega
particulas baseado em suas polaridades e condutividades elétricas. Bombardeamento corona baseia-
se no bombardeamento de ions gerados a partir da passagem de um gas ionizado entre dois eletrodos
de alta voltagem que pode promover o carregamento de particulas que atravessam o campo corona. O
principio da separacao tribo-elétrica é a exploracao do efeito tribo-elétrico que promove a eletrificacao
por contato ou friccdo com materiais diferentes. Apds o carregamento das particulas, um campo
elétrico ird separar estes materiais (Tabtabei et al., 2016). O principio de separacao eletrostatica ja foi
aplicado com sucesso em cereais e leguminosas. Utilizando o bombardeamento corona foi possivel
limpar e promover a qualidade de sementes de colza (Tabtabei et al., 2016). Inducao condutiva foi
aplicada com sucesso na separacao de cascas e gluten de farinha de trigo (Tabtabei et al., 2016). A
separacao tribo-elétrica foi superior em 15% de pureza proteica quando comparada ao método de
classificagao por fluxo de ar (Poji¢, MiSan & Tiwari, 2018).

Extracao de proteinas assistidas por