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RESUMO

Agquafaba é o liquido viscoso, subproduto da coccéo de grao de leguminosas, obtido da
conserva de leguminosa, em especial do grdo-de-bico, geralmente descartado. Este
produto possui alta concentracdo de proteinas com capacidade de producéo de espumas
e de emulsdo estdvel, propriedades que permitem funcionar como estabilizantes na
elaboracdo de novos produtos alimenticios, explorados para fins comerciais. Diante do
exposto, buscou-se elaborar um processamento vidvel para a obtencao da aquafaba (com
pressdo — CP, e sem pressdo — SP) que otimize e mantenha suas propriedades
tecnoldgicas. Para tanto, foram avaliados as suas caracteristicas tecnoldgicas, perfil
proteico e de carboidratos e o potencial antibacteriano proteico frente a cepas
patogénicas: S. aureus, Salmonella e E. coli. As informagdes obtidas pelas analises
confirmam a adequacdo do processamento e demostraram que a COCGa0 com pressdo no
tempo de 15 minutos (CP15), e sem presséo, no tempo de 20 minutos (SP20), foram
mais promissores com relacdo aos parametros de formacéo e estabilidade de espumas,
capacidade e estabilidade emulsificantes, e fracdo da fase gasosa, com relacdo aos
demais tempos de coc¢do (CP10, CP20, SP10, SP15). A melhor estabilidade durante a
cinética de drenagem (% DR) foi verificada para a amostra CP15 e o tempo de meia
vida (TMV) para a SP20. As estruturas das espumas nos tempos de overrum inicial e
maximo demonstram que a amostra CP15 possuem bolhas mais desordenadas com
fragmentacdo no decorrer do tempo SP20 possui bolhas com predominancia menor e
mais estaveis. A solubilidade proteica correspondeu a valores de pH 7,0 para CP15 e 8,0
para SP20. As amostras CP15 e SP20 possui alta taxa de sacarose e proteinas que possui
massa moleculares com variacdo de 76 kDa a 38 kDa identificadas como albuminas e
glutelinas. A atividade antibacteriana foi verificada para S. aureus e S. typhi, nas
concentragdes de 7,812 (CP15) e 15,625 pg/mL (SP20) respectivamente, ndo havendo
inibicdo para E. coli. Os procedimentos adotados neste trabalho mostram que o tempo
de 15 min de cocgdo com pressdo e 20 minutos sem pressdo foram indicados para a
producdo de aquafaba com melhores propriedades tecnoldgicas funcionais. Os
tratamentos aplicados para a obtencéo da aquafaba confirmaram que o tempo e a forma
de coccdo devem ser levadas em consideracdo para obter melhores caracteristicas
emulsificantes e estabilizantes demostrando a viabilidade de aplicacdo da aquafaba
como potencial alimento alternativo para veganos e vegetarianos. Além disso, o
contetido proteico da aquafaba pode ser aplicado como agente antimicrobiano.

Palavras-chave: subproduto alternativo, aguas de conserva; leguminosas; proteinas
funcionais; atividade bioldgica de proteinas, potencial inovador



ABSTRACT

Aquafaba is the viscous liquid, a by-product of cooking leguminous grains, obtained
from canned legumes or through the cooking process, especially chickpeas, which are
usually discarded. This product has a high concentration of proteins with the capacity to
produce foams and a stable emulsion, properties that allow it to function as stabilizers in
the preparation of new food products, exploited for commercial purposes. In view of the
above, sought to develop a viable processing to obtain aquafaba (with pressure - CP,
and without pressure - SP) that optimizes and maintains its technological properties. For
this, their technological characteristics, protein and carbohydrate profile and the
antibacterial protein potential against S. aureus, Salmonella and E. coli strains were
evaluated. The information obtained by the analyzes confirmed the adequacy of the
processing and showed that cooking with pressure in 15 minutes (CP15), and without
pressure in 20 minutes (SP20), were more promising in relation to the parameters of
formation and stability of foams, emulsifying capacity and stability, and fraction of the
gas phase, in relation to the other cooking times (CP10, CP20, SP10, SP15). The best
stability during drainage Kinetics (% DR) was verified for the CP15 sample and the
half-life (TMV) for the SP20. The foam structures in the initial and maximum overrum
times demonstrate that the CP15 sample has more disordered bubbles with
fragmentation over time SP20 has smaller and more stable bubbles. The protein
solubility corresponded to pH values 7.0 for CP15 and 8.0 for SP20. The CP15 and
SP20 samples have a high rate of sucrose and proteins that have molecular mass ranging
from 76 kDa to 38 kDa, identified as albumin and glutelin. The antibacterial activity
was verified for S. aureus and S. typhi, at concentrations of 7.812 (CP15) and 15.625 g
/ mL (SP20) respectively, with no inhibition for E. coli. The procedures adopted in this
work show us that the time of 15 min of cooking with pressure and 20 minutes without
pressure were indicated for the production of aquafaba with better functional
technological properties. The treatments applied to obtain aquafaba confirmed that the
time and form of cooking must be taken into account to obtain better emulsifying and
stabilizing characteristics, demonstrating the feasibility of applying aquafaba as a
potential alternative food for vegans and vegetarians. In addition, the protein content of
aquafaba can be applied as an antimicrobial agent.

Keywords: alternative by-product, canned water; legumes; functional proteins;
biological activity of proteins, innovative potential
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1 INTRODUCAO

O gréo-de-bico (Cicer arietinum L.) € uma leguminosa e proteaginosa que para
ser consumida passa por diversos processos, tais como imersdo, cozimento, torrefacao,
germinacéo e vapor, que ocasionam modifica¢Oes ultra estruturais que influenciam nas
suas propriedades nutricionais, fisicas e funcionais (AGUILERA et al., 2009; MITTAL
et al.,, 2012). Sua comercializacdo pode ser realizada de diversas formas, além de in
natura, em conservas e farinha, requerendo hidratacdo ou branqueamento antes do
processamento. Pré-tratamentos como a lavagem e hidratacdo do grdo garantem maciez
e menor tempo de coccdo devido a absorcdo de agua pelo grdo, auxiliando na
manutencdo da qualidade nutricional e melhoria da digestdo das proteinas (SIMONI,
2017).

No entanto, diversos compostos caracterizados como antinutricionais, podem
ser encontrados em matérias-primas de origem vegetal, que promovem a reducdo do seu
valor nutritivo, interferindo na biodisponibilidade de proteinas e outras biomoléculas
quando ingeridas. Estas substancias podem migrar para as aguas de conserva desses
produtos quando embalados, havendo troca entre a matéria-prima e a solucéo despejada,
dificultando a absorcdo de diversos minerais e ocorrendo inibicdo de enzimas
proteoliticas, como tripsina, ou interferindo no metabolismo de vitaminas
(BENEVIDES et al., 2011).

Mustafa et al. (2018) indicaram que as aguas de conservas de leguminosas
possuem propriedades tecnoldgicas passiveis de uso pela industria de alimentos. O
liquido viscoso obtido da conserva ou a partir da cocgdo do gréo-de-bico, conhecido por
“aquafaba”, possui propriedades emulsificantes, podendo ser utilizado como substituto
do ovo e leite em produtos alimenticios, para obtencdo de potenciais produtos

vegetarianos (REVOLUTION VEGETALE, 2014). No entanto, as propriedades
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funcionais da aquafaba podem variar de acordo com a composi¢do da semente de gréo-
de-bico, gendtipo, tempo de cozedura e pressdo (SHIM et al., 2018).

A aquafaba possui proteinas com propriedades nutricionais e funcionais, que
séo afetadas pela tecnologia durante o seu processamento. As modificagdes podem ser
ocasionadas por alteragbes no pH como acidificagdo, tratamentos quimicos,
fermentagdo, entre outros (TOLDRA et al., 2017). Propriedades tecnoldgicas s&o
atribuidas a aquafaba, quando utilizadas na elaboragédo de produtos, atuando como
substituto de proteinas de origem animal, como a capacidade de formacéo e estabilidade
de espumas ou estabilidade de emulsdes. A aplicacdo do novo produto vem sendo
reconhecido principalmente na comunidade vegana, mas, podendo ser utilizado
também, por pessoas que possuem intolerancia a lactose ou alergia a protéina do ovo
(KEMP, 2007; MUSTAFA et al., 2018).

Assim, objetiva-se verificar a influéncia do processamento da aquafaba sob
duas formas de cozimento, com pressao (CP) e sem pressao (SP) em tempos distintos de
10, 15 e 20 minutos, verificando suas propriedades tecnoldgicas, perfil de proteinas,

acucares e atividade antibacteriana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GRAO-DE-BICO (Cicer arietnum L., CONSUMO E IMPORTANCIA

NUTRICIONAL

O grdo-de-bico (Cicer arietinum L.) é a terceira leguminosa mais consumida
no mundo, apos feijdo e ervilha, devido a sua resisténcia a seca e aos insumos
agrondmicos e econdmicos comparativamente mais baixos, necessarios para sua
producdo. Em 2014, o noroeste do Meéxico produziu 171.665 toneladas, que
representava 1,20% do grdo de bico no mundo (FAO, 2014). Sendo cultivado em
regides quentes, servindo como fonte de nutricdo humana ao longo da histéria (ABBO

et al., 2003).

Figura 1: Cicer arietnum L. - Grdo-de-bico

No Brasil, o grdo-de-bico ainda é desconhecido em diversas regides, pelo seu
cultivo ainda pouco difundido, o inicio do seu plantio comecou em 2013, Cristalina —

GO, que conta com a contribuicdo de agronomos da Empresa Brasileira de Pesquisa


http://www.adplda.com/pt/212/grao-de-bico
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Agropecuaria - Embrapa, que colaboram com o desenvolvimento da leguminosa. A
demanda de producdo € dedicada a exportagdo para paises como Colémbia e Emirados
Arabes, além da India que demonstrou interesse em importar o grdo-de-bico produzido
no Brasil. A Embrapa ainda realiza testes para expandir a producdo do grdo-de-bico em
outros estados brasileiros como Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Distrito Federal,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (SANTOS, 2017).

A espécie Cicer arietnum L. se divide em dois grupos de acordo com o
tamanho do grdo, em Desi e Kabuli (VAN der MAESEN, 1972). O tipo Desi pode ser
encontrado nas coloragbes marrom, amarelo, verde e preto, sendo seu consumo na
forma de farinhas e grdos quebrados. Ja, o Kabuli possui folhas, vagens e grdos maiores
em comparacdo com o Desi, e também maiores concentra¢des de sacarose, com melhor
valor de mercado (GAUR et al., 2010).

Também pertencente ao grupo Kabuli, a cultivar Cicero que se desenvolve em
ambientes secos e de altas altitudes. Apesar de ndo ser exigente com relagdo a agua,
necessita de uma irrigagdo complementar (EMBRAPA HORTALICAS, 2014).

As cultivares Aleppo e Cicero sdo disponibilizadas pela Embrapa Hortalicas
para Universidades, Instituicdes de Pesquisa, agricultores, Empresas de Planejamento e

Orgéos Governamentais (SIMONI, 2017).

Figura 2: Imagem do Gréo-de-bico Desi e Kabuli, respectivamente.

Fonte: DREAMSTIME, 2017; CARVALHO, 2015.
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No ICARDA (International Center for Agricultural Research in the Dry Area),
localizado na Siria, foi desenvolvida através da juncdo de duas linhagens
X99TH104/FLIP84-11 x S95082, a cultivar Aleppo, que faz parte do grupo Kabuli. O
cultivar chegou ao Brasil através da Embrapa Hortalicas no ano de 2010, onde foram
efetuados estudos referentes a sua producdo em areas irrigaveis para cultivo comercial.
Os resultados do plantio das sementes foram satisfatorios, de modo que o gréo-de-bico
demonstrou Otima qualidade, além de suportar os fungos de solo. Dessa forma, a
cultivar BRS Aleppo possui grande potencial para comercializagdo em conservas e
consumo na sua forma seca (EMBRAPA HORTALICAS, 2014).

As induastrias buscam melhorar a situacdo econémica no desenvolvimento de
produtos, evitando perdas, minimizando o tempo de processo e de baixo custo, e dessa
forma reduzir os pregos para o consumidor final. Como alternativa alimentar os
subprodutos gerados durante o processamento tém sido fonte para suprir a demanda e
viabilizar novos produtos. Subprodutos de origem vegetal sdo excelentes fontes de
nutrientes que se encontram presentes nas sementes como fonte alternativa de minerais,
proteinas, lipideos e carboidratos na dieta humana.

A semente do gréo-de-bico possui em sua estrutura duas camadas de
revestimento, denominadas de testa exterior e tégmen interior, e dois cotilédones que
formam o embrido. O embrido é protegido pelo tegumento contra a acdo de agentes
exteriores, que quando danificado influencia na germinacdo e conservacdo durante
armazenamento do grdo (KOBLITZ, 2011).

Existe uma abertura na base do grdo denominada de micropila, logo acima o
hilo que permite a ligagdo da semente a vagem (FIGURA 3a) e uma crista formada pelo
foliculo chamada de rafe. Os dois cotilédones formam o maior eixo embrionario no

embrido, local onde se acumulam substancias de reserva, amido e proteinas, que
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auxiliam na absor¢do de nutrientes, através da plumula e radicula situadas na

extremidade do bico (FIGURA 3b) (SINGH; DIWACAR, 1995).

Figura 3: (a) Semente do gréo-de-bico e sua constituicdo e (b) o embrido sem
revestimento.

tegumento L
rafe cotilédones
ey—-hilo radicula
¥—micropila

Fonte: Adaptado de Singh e Diwacar (1995).

O gréo-de-bico como uso medicinal é conhecido como o grdo da felicidade,
por possuir um aminodacido essencial na producdo de serotonina, o triptofano que causa
sensacdo de bem-estar. Em sua composicdo também € possivel ser encontrados
compostos como o 6mega-3, capaz de combater o colesterol (LDL) e prevenindo
doengas cardiovasculares. Podendo auxiliar no tratamento da obesidade e diabetes,
devido ao seu teor de fibras e carboidratos fazendo com que o metabolismo atue de
forma lenta. O seu uso também se torna bastante comum na reposi¢do hormonal pelo
acumulo de fitoestrdgenos (MAITI, 2001).

As principais proteinas presentes na semente sdo globulinas (56%), glutelinas
(18%), albuminas (12%), prolamina (3%), fazendo com que o gréo se destaque entre
outras leguminosas, como a soja e lentilha, principalmente pelo teor de glutelinas
(CHANG et al., 2012). Segundo Wood e Grusak (2007), o indice de energia/caloria
fornecida pelas duas variedades de gréo-de-bico, Kabuli e Desi, sdo diferenciadas. A

energia oriunda pela ingestdo do grdo tipo Kabuli pode girar em torno de 357-446
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Kcal/100 g e do tipo Desi, 334-437 Kcal/100 g, mesmo quando cultivados nas mesmas
condigdes.

As proteinas encontradas em sua composi¢do sdo de alto valor nutricional,
quando comparado com outras leguminosas. Fazem parte de sua estrutura oito dos nove
amino&cidos essenciais: fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina, triptofano, metionina,
valina e treonina, apresentando também, arginina e os &cidos aspartico e glutamico;
vitaminas e minerais (Tabela 1). Além do mais, seu baixo indice glicémico auxilia no
controle de aglcar no sangue. Contribuindo para uma alimentacdo saudavel e
equilibrada para milhdes de pessoas, fazendo com que aumente a procura do grédo
(CHAVAN et al., 2009; FERREIRA; BRAZACA; ARTHUR; 2006; KAUR; SINGH,

2007; JUKANTI et al., 2012).

Tabela 1: Composicdo de aminoacidos no grao-de-bico

Aminodcido f?nnce_ntragﬁ? -
(g.100g"! de grio-de-bico amido)

[soleucina 0,36
Leucina 048
Lisina 0,91
Metionina 0,12
Fenilalanina 042
Treonina 0,06
Valina 038
Arpinina 0.48
Histidina 0.24
Alanina 0.26
Acido aspartico 0,58
Acido glutimico 1.67
Glicina 0.26
Prolina 0.24
Serina 0,12
Tirosina 0,19

Fonte: BOYE; ZARE; PLETCH, 2010

O gréo-de-bico é otima fonte de minerais, como potéssio (1250 mg/100 g),

fésforo (402 mg/100 g), magnésio (136 mg/100 g) e outros de menor teor (FERREIRA,;
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BRAZACA; ARTHUR, 2006). O contetdo de minerais apresentado pelo grao-de-bico é
capaz de suprir a deficiéncia em seres humanos, além do contetdo de vitamina C, E, K,

complexo B (B1, B2, B3, B5, B6 e B9) e carotendides (WOOD; GRUSAK, 2007).

2.2 AQUAFABA

A aquafaba é o liquido obtido através da coccao dos graos-de-bico ou durante o
processo de sua conserva (REVOLUTION VEGETALE, 2014) que geralmente é
descartado apds o processo. Algumas analises como eletroforese e de expressdo de
peptideos em aquafaba, revelaram que as proteinas presentes possuem baixo peso
molecular (< 25 kDa), sendo provavelmente albuminas com propriedades funcionais
espumantes (KAPP & BAMFORTH, 2002; SINGH et al., 2008).

A busca por novas fontes de alimentos e reutilizacdo de subprodutos gerados
durante o processamento atraem a atencao sob aspectos tecnoldgicos que podem estar
presentes pelo residuo obtido. As aguas de conservas alimenticias utilizadas em
produtos muitas vezes de origem vegetal, sdo disperdicadas e jogadas ao ambiente, por
ndo se ter conhecimento dos compostos que sao gerados quando entram em contato com
a matéria-prima, como ervilha, milho, grao-de-bico, entre outras.

Muitas formulacGes de alimentos, particularmente produtos de panificacéo,
sobremesas lacteas, macarrdo e massas, incluem ovo para proporcionar maciez, cor e
textura (SADAHIRA et al., 2018). A clara de ovo tem excelentes propriedades de
superficie ativa que permitem a capacidade de formagdo de espuma e emulsificacéo,
agindo como ligante entre diversos ingredientes. Por exemplo, a capacidade de
formacéo de espuma do ovo € usada na preparacao de mousses e aplicages no setor de

panificacdo, especialmente suspiros e bolos (STADELMAN & SCHMEIDER, 2002).
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Estudos que viabiliazam o uso da aquafaba como ingrediente em produtos
alimenticios vem sendo desenvolvidos, como abordado por Mustafa et al., (2018), que
utilizaram aquafaba como substituto do ovo em pédo-de-16. Diversas caracteristicas
foram observadas, dentre elas capacidade de formacdo e estabilidade de espuma,

estabilidade de emulsdo e a textura do produto apds processado.

2.3 PROPRIEDADES TECNOFUNCIONAIS DE PROTEINAS

A proteina € um macronutriente constituido por unidades de aminoacidos
ligados por ligacdes peptidicas, que estabelecem diversas funcbes nos seres vivos, como
constituintes das formagOes musculares, que promovem seu crescimento e a
reconstrucdo dos tecidos (NETO; VANDESMET, 2016). As funcgdes estabelecidas pelas
proteinas permitem que executem combinacBes diversas dos fendmenos bésicos de
difusdo, ligagdes, reacdes quimicas e mudancas conformacionais (SCHAVEMAKER;
POOLMAN, 2018).

Nos alimentos as proteinas, além da funcdo estrutural, também sdo
responsaveis por caracteristicas sensoriais da matéria-prima e disponibilidade de
aminoacidos essenciais (FARIAS, 2017). Dessa forma, as proteinas tém sido estudadas
em suas fracdes, avaliando seus peptideos e aminodcidos, que sdo utilizados
deliberadamente em outros produtos alimenticios como forma de enriquecimento
proteico. Além da nutricdo béasica, as proteinas obtidas de alimentos fornecem
beneficios a saude pela liberacdo de peptideos bioativos. Em geral, os peptideos
bioativos sdo oligopeptideos que ndo possuem atividade no segmento da molécula

proteica, podendo ser liberados por fermentacdo, hidrolise enzimatica e digestdo
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gastrointestinal (BHAT et al., 2015; CHALAMAIAH et al., 2012; GARCIA et al.,
2013; HE et al., 2015).

Além das bioatividades, os peptideos obtidos de hidrolisados proteicos
provenientes de alimentos possuem propriedades de solubilidade, fisico-quimicas,
ligacdo a lipidios e formacéo de espuma e emulsificagdo (CHO et al., 2014; POKORA
et al., 2013). Os peptideos contribuem para 0 aumento do teor de proteinas de produtos
e subprodutos de baixo contetdo proteico, 0 que torna-se de grande valor para as

inddstrias de alimentos (CHALAMAIAH et al, 2018).

2.3.1 Atividade de Superficie das Proteinas na Formacéao de Espumas

As proteinas sdo as principais macromoléculas responsaveis pela estabilidade e
formacdo de espumas proporcionando propriedades sensoriais peculiares a varios
alimentos. As espumas sdo estruturas formadas pela dispersdo de gas em solidos
liquidos, delimitadas por filmes finos ou lamelas, onde seus conjuntos formam redes das
chamadas bordas de Plateau (Figura 4) (FOEGEDING; DAVIS, 2011; HALL, 1996).
Na industria alimenticia, possuem uma gama de aplicacdes no setor de confeitaria,
panificacdo, cervejarias e diversos produtos que passam pelo processo de chicoteamento

para incorporacdo de ar na sua estrutura.
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Figura 4: Estrutura da espuma da clara de ovo.

Borda de Plateau

Filme fino

ou lamela

Fonte: Hall, 1996.

A capacidade espumante atribuida as proteinas esta diretamente relacionada a
sua caracteristica anfifilica, com zonas hidrofilicas (que possuem afinidade com a agua,
polar) e hidrofobicas (que ndo possuem interacdo com a agua, apolar). Assim, as
proteinas conseguem modificar a interface ar-dgua, estabelecendo uma pelicula
protetora em sua interface, altamente viscoeldstica e capaz de suportar choques
mecanicos durante sua estocagem e armazenamento, diferente das formadas por
surfactantes de peso molar baixo como os fosfolipidios (HALL, 1996; SUNDE; PHAM;
KWAN, 2017).

Para que ocorra a formacdo de espumas estaveis, uma solucdo proteica é
agitada, ocasionando no envolvimento da proteina com a interface gas-liquido, criando
a pelicula altamente resistente e 0 maior numero de bolhas possiveis. As etapas de sua
formacdo sdo: geracdo da nata, floculagdo, coalescéncia e desproporcéo
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; FOEGEDING; DAVIS, 2011). Sendo

desejaveis as propriedades surfactantes das proteinas, para que possua a capacidade de

adsorcdo a interface (Figura 5), ou seja, modificam sua estrutura e se reorientam em
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uma interface. Uma vez formada a interface, as mesmas devem interagir com outras
moléculas ao redor, formando uma pelicula viscoelastica, suportando tracfes mecénicas

e térmicas (HALL, 1996; MAEDA et al., 1991).

Figura 5: Movimento da proteina a interface.

Fase ar ou cleo

Interface

Fonte: DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010.

O segmento hidrofobico e hidrofilico na superficie proteica, afeta a adsor¢do na
interface ar-agua, ou seja, proteinas altamente hidrofilicas e com poucas ou sem arranjo
hidrofébico, se torna improvavel, pois terd menor energia livre na correlagdo superficie-
interface. No entanto, quando os segmentos hidrofobicos aumentam a adsorcao, além de
se tornar espontanea, ¢ mais viavel. As configuracfes na interface da cadeia proteica,
podem ser observadas na Figura 6, em: fileira, alca e cauda (DAMODARAN; PARKIN;

FENNEMA, 2010; HALL, 1996).

Figura 6: Configuracéo polipeptidica da cadeia proteica.

Fonte: DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010.
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ApoOs a determinacdo da capacidade espumante, é necessario verificar a
estabilidade das espumas, acompanhado de pardmetros como o tempo, volume e
temperatura (WENZEL, 2010; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Outros
fatores intrinsecos e extrinsecos que influenciam na formagdo e estabilidade das

espumas, podem ser observados no Quadro 1.

Quadro 1: Fatores intrinsecos e extrinsecos que influenciam e/ou afetam a formacao
e estabilidade de espumas.

pH e Pelicula interfacial mais viscosa e resistente;
e A insolubilizacdo de algumas proteinas no ponto
isoelétrico, ocasiona a ndo formacao de espumas.

Sais e O aumento da concentracdo de NaCl melhora a
capacidade espumante da albumina do ovo e proteinas
da soja;

Acucares e Aumento da estabilidade;
e Diminui a espumabilidade.
Lipidios e Altas concentracdes ocasionam em propriedades

viscoelasticas precarias;
e Liberacdo de conteldo aquoso.

Concentracao e Boa concentracdo reflete em espumas mais firmes e
Proteica estaveis;

e Boa viscoelasticidade;
e Maior conteudo de bolhas.

Desnaturagéao e Aumento de temperatura, ocasionando na
polimerizacdo da proteina;
Asperséo e Expansdo do liquido por um diafragma, criando bolhas
e espumas.
Batimento e Incorporacdo do ar atmosférico na formagdo de
espumas;
e Desnaturacdo das proteinas por cisalhamento.
Derramamento e Formagcdo de espuma de maneira ndo controlada.
Agitacédo e Baixo indice de formacdo de espumas devido a

desnaturacao proteica.
Fonte: Adaptado pelo autor; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; NAKAI; MODLER, 1996;
YU; DAMODARAN; 1991; COKE et al., 1990; HALL, 1996.

Proteinas que possuem boa capacidade espumante, necessariamente ndo
possuem boa estabilidade, devido as caracteristicas moleculares de flexibilidade,

hidrofobicidade e distribuicdo das cargas. Afetando as propriedades reoldgicas de
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interface das proteinas e as interagdes intermoleculares (DAMODARAN; PARKIN;

FENNEMA, 2010; HALL, 1996; BANIEL et al., 1992).

2.3.1.1 Fracdo da Fase Gasosa

A fracdo da fase gasosa ou fracao do volume de gas incorporado (¢) esta
diretamente interligada a capacidade de formacédo de espuma, interferindo na geometria
e distribuicdo das bolhas e, consequentemente, na sua estabilidade. Inicialmente as
bolhas sdo maiores devido a maior interacdo com ar, mas, devido as forcas de
cisalhamento ocasionadas com o aumento da velocidade as bolhas se tornam menores.

No inicio da formacdo das espumas (Figura 7), a fracdo gasosa €
aproximadamente zero. Durante as etapas de agitacdo ocorre uma gradativa
incorporacdo de ar, com bolhas maiores que ficam suspensas na solucdo pela diferenca
de densidade entre a solucdo proteica inicial e as bolhas formadas. O aumento da
velocidade ocasiona na desnaturacdo das proteinas que diminuem o diametro das bolhas
e ocasiona no aumento da sua quantidade, as tornando inicialmente mais homogéneas e

lamelas de superficie mais finas (WALSTRA, 1989).

Figura 7: Esquema de formacdo de espumas a partir de uma solucéo proteica (1) e a
homogeneizacédo das bolhas (5)
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Fonte: Santana (2017), adaptado de Mason (1999) e Langevin (2017).
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A fragdo da fase gasosa esta correlacionada com a formacao e morfologia das
espumas, definido pela quantidade de ar incorporado pela bolha. Sendo seu valor
aferido de forma adimensional e variando entre 0 < ¢ > 1. Com baixo valor de ¢ na
solucdo inicial pela maior concentracdo do conteddo proteico, porém com a formacéao
de bolhas e incorporagéo de ar, os valores podem chegar a 0,64 ou maiores, informando
bolhas mais comprimidas, com baixa umidade e morfologia poliédrica (Figura 8)

(MASON, 1999).

Figura 8: llustracdo das espumas em funcédo da fracdo da fase gasosa
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Fonte: Adaptado de Langevin (2017).

2.3.2 Capacidade Emulsificante

Uma emulsdo pode ser definida como a dispersdo de liquidos imisciveis.
Podendo ser variavel a partir do liquido que a forma, como 6leo em &gua (o/w), ou agua
em Oleo (w/0). Os molhos e sopas, sdo os exemplos mais comuns de emulsdes o/w,
sendo comumente mais dificeis encontrar as do tipo w/o, explicado através da Regra de
Bancroft que estabelece que a fase continua de uma emulséo é aquela onde se tem maior

estabilidade do surfactante (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).
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Outras variaveis que influenciam em uma emulsdo € a dispersdo das bolhas, ou
seja, quanto menor seu tamanho, maior a sua estabilidade. Afetando a viscosidade do
produto final, devido da fracdo de volume da fase dispersa (¢). Logo, uma emulsdo sera
pouco viscosa, quando apresentar valores abaixo de ¢, ou bastante viscosa, com ¢
elevado, por exemplo a maionese com valor de ¢ de 0,08. A for¢as de interagdes
coloidais, determinadas pela cama superficial das goticulas, afetam a capacidade
emulsificante e a sua estabilidade, que por sua vez sofrem interferéncia do pH, forca
ibnica e surfactantes (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; McCLEMENTS,
2016).

Durante o processo de emulsificacdo, as bolhas ou gotas sdo rompidas e ocorre
a formacdo de uma nova interface através do transporte por conveccao do emulsificante.
A constante aplicacdo do cisalhamento, através dos choques entre as gotas, pode se
recoalescerem caso ndo haja cobertura do surfactante sob elas (Figura 9). A emulséo
pode se tornar instavel com o passar do tempo, onde as goticulas da fase dispersa se
atraem, ocasionando na separacdo das fases. Desta forma, a adi¢do de surfactantes
(como as proteinas), proporciona uma emulsdo mais estavel e evita-se a recoalescéncia.

(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; McCLEMENTS, 2016).
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Figura 9: Formacao de emulsdo: (a) rompimento das gotas; (b) interface formada; (c)
recoalescéncia; (d) gotas com cobertura suficiente de surfactantes.

00 -0 ~-00

Fonte: DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010.

No processo de estabilizacdo de emulsdes, forcas intermoleculares, como as de
Van der Walls (forca de atracdo entre particulas proximas), estabelecem um
balanceamento para que nao ocorra coalescéncia das goticulas. No caso de surfactantes
proteicos ou emulsificacBes ibnicas, existem contra-ions (presentes na fase dispersa),
gue se juntam a goticula carregada formando uma pelicula dupla altamente resistente.
Uma vez que sdo utilizadas altas concentracdes de sais no processamento de alimentos
para fins de controle de pH, microbiano e de sabor, estdo envolvidas altas forcas
ibnicas, como no esquema de estabilizacdo dos ions da emulsdo (Figura 10). Forcas
estéricas, também estdo envolvidas na emulsdo, a dependerem da conformacdo da
proteina durante sua dispersdo na interface o/w, com regides hidrofébicas (apolar) e
hidrofilicas (polar) (Figura 11). Fazendo com que as goticulas ndo se aproximem,
ocasionando na restri¢cdo dos seus volumes, diretamente ligado ao tamanho do segmento
proteico, as quais estabelecem ligagdes maiores que a distancia existente nas forcas de

Van der Walls (BAl et al., 2017).
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Figura 10: Estabilizag8o eletrostatica em emulsdes.

©

Fonte: HALL, 1996.

Figura 11: Interacdo espacial entre proteinas adsorvidas

Fonte: Hall, 1996.

2.3.3 Solubilidade Proteica

A solubilidade proteica se torna necessaria em alimentos que passam por
processos de gelificacdo, emulsificacdo e capacidade espumante, nos quais Ssdo
desejaveis a presenca de proteinas altamente solGveis. No ponto isoelétrico, onde as
cargas se anulam, as proteinas se tornam menos soluveis, afetando sua funcionalidade e
as caracteristicas tecnologicas atribuidas aos alimentos durante suas interagcbes com
outras moléculas (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008).

A desnaturacdo e agregacdo das proteinas, pode ser verificada através de sua
solubilidade. Proteinas que se apresentam pouco agregadas, em inicio de desnaturacéo,
possuem sua funcionalidade prejudicada ao participarem de processos como formacao

de espumas e emulsdes. Deste modo, a solubilidade das proteinas pode ser definida
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como as interagdes proteina-proteina e proteina-solvente, em determinadas condicGes de
temperatura, pH e forca idnica (JAMBRAK et al., 2008).

Segundo Oshorne (1907), as proteinas podem ser divididas quanto a sua
solubilidade em albuminas (soltveis em solucfes levemente &cidas e/ou alcalinas e em
agua); globulinas (quase insollveis em &gua e sollveis em solucbes de sais neutros);
glutelinas (soltveis em solucbes diluidas de base e acido e insolliveis em &gua e/ou
solventes neutros); e, prolaminas (insollveis em &gua e/ou &lcool absoluto e sollveis em
alcool etilico entre 50% e 80%).

A temperatura, forca ibnica e pH, sdo pardmetros que interferem na
solubilidade proteica. Quanto a temperatura, a solubilidade tende a aumentar até valores
proximos de 50 °C, contendo pH e forca ibnica constantes, podendo ocorrer
desnaturacéo proteica com aumentos exorbitantes. Ocasionando na exposi¢éo de grupos
polares, diminuindo a solubilidade da proteina. Na forgca ibnica, onde estdo
correlacionados a concentracdo e o ion de valéncia, ocasiona-se na neutralidade das
cargas dos ions na superficie proteica. Afetando a solubilidade das proteinas pela
exteriorizacdo das suas partes ndo polares. Ja com relacdo ao pH, em valores que
correspondem ao ponto isoelétrico a solubilidade se torna minima, fazendo com que as
proteinas se rearranjem e haja precipitacdo em funcdo das interacBes hidrofébicas

(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As bactéerias podem ser distintas quanto a sua sensibilidade e resisténcia aos
antimicrobianos. De forma geral, sdo classificadas em resistentes as que crescem “in

vitro”, em concentragdes que os antimicrobianos alcancem o sangue quando ingeridos.
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E sensiveis, quando ndo consigam crescer nestas concentracbes (TRABULSI,
TOLEDO, 1989).

Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) é determinada como a quantidade
minima de substancia necessaria para inibir o crescimento microbiano. Quando essa
concentracdo se relaciona aos extratos vegetais, pardmetros como aspectos
toxicologicos devem ser legalmente significativos aos compostos naturais ou do uso de
suas combinacdes (PINTO et al., 2003).

Tais particularidades tém impulsionado grupos de pesquisas a estudarem a
atividade bioldgica de plantas. Visto que, microrganismos patogénicos que causam
danos a satde humana estarem se mostrando resistentes aos antimicrobianos existentes,
incentivando a busca por novos antibidticos de origem natural (DUARTE, 2006).

Diversas especiarias, como ervas aromaticas e derivados, possuem em sua
composicdo Oleos essenciais, extratos vegetais e constituintes quimicos, que
demonstram resultados aceitaveis quando relacionados a inibi¢do de microrganismos
patogénicos, deteriorantes e na produgéo de toxinas de origem microbiana (MACHADO
et al., 2013). A aplicacdo dos extratos e 6leos essenciais visam a inibicdo de bactérias
responsaveis por causarem surtos veiculados de alimentos, tais como S. aureus,

Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes (BURT, 2004).
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Todas as anélises foram realizadas no Laboratério de Bioguimica Genética e

Radiobiologia — BioGer, Departamento de Biologia Molecular — DBM, Centro de

Ciéncias Exatas e da Natureza — CCEN, em colaboracdo com o Laboratério de

Protebmica — LAPROTE, Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza — CCEN, e

Laboratorio de Flavor, Centro de Tecnologia — CT da Universidade Federal da Paraiba

— UFPB, Campus I.

3.1 DELINEAMENTO DE ANALISES

A pesquisa foi realizada conforme demonstrado na Figura 12.

Figura 12: Delineamento experimental de analises da aquafaba de gréo-de-bico
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Micrografia;
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de Meia Vida;
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Proteico;
Solubilidade
Proteica

3°ETAPA

- o
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Analise do Perfil
de Proteinas por
Eletroforese;
Analise do Perfil
de A¢ucares;
Atividade
Antibacteriana

Fonte: Autor, 2020.
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Inicialmente foram obtidas amostras de grdo-de-bico para producdo da aquafaba em
tipos de cozimentos e tempos diferentes, com pressdo (CP) e sem pressdo (SP) por 10,
15 e 20 minutos, e posteriormente realizadas andlises tecnoldgicas de formacdo de
espuma (FE), estabilidade de espuma (EE), atividade emulsionante (AE), estabilidade
de emulséo (EE) e fracdo da fase gasosa (¢). Sendo selecionado dois parametros para
escolha do melhor tratamento de aquafaba, a atividade de espuma e estabilidade
emulsionante para seguimento das demais analises tecnoldgicas e de caracteriza¢do da
amostra da Figura 12. Posteriormente, foram realizadas a caracterizagdo proximal e
fisica das amostras de acordo com o teor de proteinas, lipidios, cinzas, pH, cor e perfil
de acUcares

A extracdo de proteinas sollveis da aquafaba (dgua obtida ap6s coccdo do
grdo-de-bico) foi realizada por dialise em membranas de 14 kDa com 12 trocas
consecutivas a cada 60 minutos. As proteinas da farinha de grdo-de-bico foram
extraidas a partir de solucdes de extracdo de H>O, NaCl 0,5 M e glicina 0,1 M pH 9,0 e
ap6s o tempo de 03 horas foram centrifugadas seguidos de dialise e posterior
liofilizacdo até obtencdo de um concentrado proteico em pd para determinagdo de
proteinas e realizacdo das atividades bioldgicas, solubilidade proteica e perfil

eletroforético.

3.1 AMOSTRAS

O gréo-de-bico (Cicer arietnum L.), variedade kabuli e lote 008/18E10, seco
foi adquirido no mercado local da cidade de Jodo Pessoa — PB, observando previamente
a data de validade, lote do produto, integridade dos grdos e auséncia de violagdo das

embalagens (Figura 15).
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Figura 13: Gréo-de-bico da variedade Kabuli adquirido do mercado local de Jodo
Pessoa - PB

Fonte: Autor, 2019.

3.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

3.2.1 Processamento da aquafaba

A aquafaba de grdo-de-bico foi processada em tratamentos distintos de cocgéo

do grdo, com e sem pressdo como demonstrado na Figura 16.
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Figura 14: Fluxograma de obtencdo da aquafaba de grao-de-bico
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|
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|
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Separacio

|
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Fonte: Autor, 2019.

O tempo de hidratacdo do grdo-de-bico foi de 8 horas com 500 mL &gua
destilada sob refrigeracdo de 15 + 1 °C. Realizada a hidratacdo o contetdo liquido
inicial foi descartado, adicionado novamente outros 500 mL, para realizacdo do
cozimento do grdo. Apds a coccao foi aferido o volume de dgua no interior da panela
com auxilio de uma proveta, obtendo-se 100 mL, para as amostras cozidas com pressdo
(CP) e sem pressdo (SP). Os grédos e a agua de cocgdo foram deixados em repouso por
24 horas & 15 £ 1 °C, seguindo posteriormente de filtracdo (separacéo da dgua e do gréo-
de-bico), obtendo-se a aquafaba (Figura 17) que foi congelada a uma temperatura de — 2

+1°C.
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Figura 14: Aquafaba processada sem e com pressdo nos tempos 20 e 15 minutos,
respectivamente.

Fonte: Autor, 20109.

3.3 CARACTERIZACAO TECNOLOGICA DA AQUAFABA E DA FARINHA DE

GRAO-DE-BICO

Os parametros de estabilidade de espumas e atividade emulsionante foram
selecionados como variaveis de respostas para escolha do melhor tratamento com

pressdo (CP) e sem pressao (SP).

3.3.1 Capacidade Espumante e Estabilidade das Espumas da Aquafaba

3.3.1.1 Overrun

A capacidade de formacdo de espuma (FE) e a estabilidade da espuma (EE)
foram determinadas de acordo com Martinez et al., (2016) e Shim et al., (2018) para
aquafaba. Utilizando-se 5 mL de aquafaba diluida em 10 mL de agua em um copo
graduado de 150 mL, onde foram submetidos ao processo de chicoteamento em um
misturador Plan1000b (Planetaria Black & Decker) acoplada a um béquer de 500 mL. O

volume da amostra obtida ap6s o chicoteamento foi medido em proveta de 500 mL no
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tempo 0 (VEOQ) e ap6s 30 minutos (VE30), e FE e EE calculados de acordo com as
equac0es (01) e (02), respectivamente. Comparadas com uma amostra controle de clara

de ovo nas mesmas proporgoes.

WWFE = Vel

x 100 (01)

Vamostra

%EE = "=x 100 (02)

Sendo:

%FE = Formacao de espuma ou overrun;

Ve0 = Volume inicial da espuma no tempo zero;
Vamostra = VVolume da amostra;

%EE = Estabilidade das espumas;

Ve30= Volume final das espumas no tempo de 30 minutos.

3.3.1.2 Fracdo da fase gasosa

A fracdo da fase gasosa das espumas de aquafaba obtidas CP e SP, foram
determinadas de acordo com Davis e Foegeding (2007) (Equacdo 03), a partir dos

valores de overrun, conforme no item 3.3.1.1.

LaOverrun
((ﬁ,] " Shoverrun (+100) (03)

Sendo:
® = Fracdo da fase gasosa (%)

% Overrun = Capacidade de formacao de espuma (%)
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3.3.2 Capacidade Emulsionante

A atividade emulsionante da aquafaba foi determinada com modificacfes
segundo a metodologia descrita por Yasumatsu et al. (1972), procedendo-se a
homogeneizacdo de 5 mL da amostra com 5 mL de 6leo de soja em um misturador
Plan1000b (Planetaria Black & Decker) acoplada um béquer de 500 mL. Apds completa
homogeneizacdo por 10 minutos, o conteudo do béquer foi transferido para uma proveta
de 100 mL e deixado em repouso por 30 minutos. A atividade emulsionante foi

calculada de acordo com a Equacéo 04.

CE (mL)
AE = -
VTE (mL)

x 100 (04)

Sendo:
AE = Atividade Emulsificante;
CE = Camada Emulsificada;

VTB = VVolume Total do Tubo.

3.3.3 Estabilidade Emulsionante

A estabilidade da emulséo de aquafaba (ES) foi medida segundo Martinez et
al., (2016). Utilizando 5 mL de aquafaba e homogeneizando com 5 mL de 6leo de soja,
em um aparelho Plan1000b (Planetéria Black & Decker) por 2 minutos. Sera realizada a
transferéncia da emulséo para um cilindro graduado de 10 mL e verificado a fase aquosa
da emulsdo ap6s 30 minutos. A estabilidade da emulsdo foi calculada seguindo a

equacéo (05).
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%ES = %x 100 (05)

Sendo:
Va = Volume da fase aquosa ap6s 30 minutos;

VDb = Volume de aquafaba antes da homogeneizacédo (5 mL).

3.3.4 Percentagem de Drenado e Tempo de Meia Vida (TMV)

As medidas de percentagem de drenado (% DR) das espumas de aquafaba
obtidas CP e SP, foram realizadas com modificacbes a partir da metodologia
estabelecida por Phillips, Haque e Kinsella (1987), utilizando-se uma massa de 145 g de
aquafaba. Em seguida as espumas foram filtradas e transferidas para uma proveta de
100 mL que recebia o conteddo drenado. Em intervalos de 10 minutos, durante 2 horas,
a proveta foi pesada em balanca eletrénica de precisdo Gehaka (Modelo BG 2000) e a
razdo de drenagem (% DR) em funcdo do tempo foi determinada pela Equacdo (06).
Sendo todas as medidas realizadas em triplicata. O esquema de drenagem pode ser

observado na Figura 20.

Figura 15: Esquema de drenagem da espuma em um intervalo de repouso

 _Espuma  Drenagem  2h

|
&
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Fonte: SANTANA, 2017.

% DR =22 x 100 (06)
Sendo:
% DR = Percentagem de drenado;
Md (t) = Massa (g) do drenado no tempo;

Ms = Massa (g) da solucéo inicial (aquafaba).

O tempo de meia vida (TMV) foi definido como o tempo necessario para que o
fluido drenado correspondesse a metade do valor inicial realizado na percentagem de
drenado, seguindo a metodologia estabelecida por Yang, Berry e Foegeding (2009). O
tempo foi acompanhado através do drenado da espuma de aquafaba por uma proveta de
100 mL e fotografado com auxilio de uma camera Al DUAL CAMERA BY XIOMI

(Modelo M1901F7G).

3.3.5 Andlise de Estrutura das Espumas por Micrografia

A anélise de micrografia foi realizada no microscopio 6tico (OLYMPUS BX
51) com interface com um computador, utilizando porc¢des das espumas das amostras de
aquafaba, CP15 e SP20, aplicadas em laminas para visualizacdo em objetiva de 5x nos
tempos de overrum méaximo e de 30 minutos, como estabelecido no item 4.3.1.1.
Durante os ensaios foram realizadas 2 fotos para cada um dos tempos para cada preparo
de aquafaba e observado a distancia entre as lamelas de superficie e a circunferéncia de
algumas bolhas, no sistema de analise de imagens (Leica Quantimet 500 MC), que

possui 0 software usado para medigdes dos espacamentos dendriticos secundarios.
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Foram utilizadas zonas diferentes das lamelas de superficie das espumas para garantir

uma melhor amostragem entre as bolhas formadas no tempo inicial e final das espumas.

3.3.6 Solubilidade do Contetdo Proteico

Amostras de 150 mg de proteinas, SP20 e CP15, foram dissolvidas em 15 mL
de agua destilada com pH ajustado para a faixa de 4 a 9, com auxilio das solucbes de
HCI 3 M e NazPO4 0,7 M. Seguidas de agitagdo em Shaker a temperatura de 25°+ 2 °C
durante 60 minutos e posterior centrifugacdo a 3500 g/20 minutos, sendo o teor proteico
do sobrenadante adaptado para ser avaliado pelo método de Bradford (1976). A
solubilidade proteica pdde ser avaliada segundo a Equagdo 07 (RADSAMRAN;

SOTHORNVIT, 2018).

proteina x 100 (07)

Solubilidade Proteica (%) = SF’m

Sendo:
SP proteina = Teor de proteina do sobrenadante;
WC = Peso da amostra;

C proteina = Porcentagem do teor de proteina da amostra.

3.4 CARACTERIZACAO PROXIMAL E FiSICA DA AQUAFABA E DA FARINHA

DE GRAO-DE-BICO
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3.4.1 Proteinas

A determinacéo de proteinas total de CP15 e SP20 foi realizada em triplicata

conforme a AOAC (2012).

3.4.2 Medida de pH

O pH das amostras SP20 e CP15 foram aferidas logo ap6s o seu preparo,
seguindo a metodologia descrita pelo AOAC (2012), leitura direta para amostras
liquidas e homogeneizacdo da amostra da farinha (5 g — 30 mL) seguido de repouso. As

medidas foram conduzidas com as amostras na temperatura de 25 + 2 °C.

3.3.4 Quantificacdo do teor de lipidios

A determinacgdo de lipidios totais das amostras de CP15 e SP20 foi realizada

em triplicata de acordo com Folch e Stanley (1957).

3.3.5 Matéria Mineral (Cinzas)

Os minerais da amostra foram determinados a partir da triplicata das amostras
segundo metodologia descrita pela AOAC (1998). Amostras pesando 1 g foram

acondicionados em cadinhos de porcelana e levados ao forno mufla (Quimis, Modelo
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Q-318m24) e calcinizados a temperatura de 600 °C por 4 h. O valor de matéria mineral

foi determinado pela diferenca entre o peso inicial e final.

3.3.7 Analise colorimétrica (cor)

Foram utilizadas 100 mL de amostra de aquafaba (CP15 e SP20) previamente
homogeneizadas em agitador magnético TE-089 (Tecnal) e 100 g da farinha e sementes
de grdo-de-bico, para anélise de cor. Aliquotas de 12 mL das amostras liquidas foram
retiradas para leitura no suporte colorimétrico e para as amostras sélidas realizadas em
placas de petri para determinacdo da cor utilizando colorimetro Konica Minolta Chroma
Meter (modelo CR-400) (Osaka, Japéo). O equipamento foi ajustado para determinar
com iluminante D65 e angulo de observacdo de 10°, previamente calibrado e a cor de
cada amostra realizada em triplicata.

Os parametros L*, a* e b*, foram calculados através da escala de cor CIELab.
Onde o parémetro L* varia entre 0 e 100, indicando a variacdo de cor do preto para o
branco; a*, variacdo de vermelho (+a*) para verde (-a*); e b*, variagdo de amarelo
(+b*) para azul (-b*). A partir das variacGes de L*, a* e b* foi possivel determinar o
indice de escurecimento das amostras (IE), conforme Palou et al. (1999) e a diferenca
total (AE) (OKPALA; PIGGOTT; SCHASCHKE, 2010), utilizando as Equacdes 10 e

11.

__loo (x—0,31)
0,172

IE (Equacéo 10)

Onde:

{@+1.75L)
5,645L +(a—3,0128)
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AE = /(AL)?+ (Aa)? + (Ab)? (Equagdo 11)

3.5 PERFIL DE ACUCARES DAS AMOSTRAS DE AQUAFABA

Realizado em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (VARIAN, Waters,
Califérnia, USA), equipado com sistema isocratico de solvente, valvula “Rheodyne”
com alga de 20 pL, acoplado com uma coluna Agilent Hi-Plex Ca (7,7 x 300 mm, 8u), a
uma temperatura de 85 °C, detector de indice de refracdo (VARIAN), e Software de
processamento GALAXIE Chromatography Data System. Com fase movel de agua

ultra pura, a um fluxo de 0,6 mL/min. e tempo de corrida de 30 minutos.

3.6 EXTRACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS E DETERMINACAO DO

CONTEUDO PROTEICO

3.6.1 Extracdo de Proteinas SolUveis das Amostras

As proteinas presentes na aquafaba SP20 e CP15 foram dialisados em
membrana de 14 kDa com doze trocas consecutivas de agua destilada em provetas de
1000 mL para retirada de compostos ndo proteicos e com tamanho menores que 14 kDa.
Para a farinha de grdo-de-bico (FGB) foram utilizadas trés solucgdes: agua destilada
(H20), glicina 0,1 M pH 9,0 (Gly 0,1 M pH 9,0) e cloreto de sédio 0,5 M (NaCl 0,5 M),
nas proporcoes de 1:10 (p/v), seguido de centrifugacdo a 2730 g (4500 rpm) por 20
minutos diélise e liofilizagdo até a retirada completa de 4gua e a obtengdo de um po, nas

mesmas condi¢Oes das amostras de aquafaba para quantificacdo de proteinas sollveis.
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3.6.2 Determinacéo do Teor de Proteinas Soluveis

As amostras SP20 e CP15 de aquafaba, e do extrato da farinha de grdo-de-bico
(FGB) foram dialisadas em membrana de dialise (14 kDa), com doze trocas
consecutivas a cada uma hora. O teor de proteinas sollUveis presentes na aquafaba de
grdo-de-bico foi determinado segundo o método descrito por Bradford (1976). A cada
100 pL de amostra foram adicionados 2,5 mL de reagente de Bradford. Apos a agitacéo,
seguido de repouso por 10 minutos, serd realizada a leitura a 595 nm em

espectrofotémetro, utilizando como padrdo a Albumina Sérica Bovina (BSA).

3.7 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE SDS E

B-MERCAPTOETANOL

O experimento foi realizado utilizando-se a técnica descrita por Laemmili
(1970). O gel de aplicacao foi preparado na concentracdo de 3,5% de poliacrilamida em
tampé&o Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 e SDS a 1%, enquanto que o gel de separacdo preparado
na concentracdo de 12,5% de poliacrilamida em tampé&o Tris-HCI 3M, pH 8,8 e SDS a
1%. As amostras oriundas do extratos proteico FGB, SP20 e CP15 foram dissolvidas em
tampdo Tris-HCI 0,625M, pH 6,7, contendo SDS a 2%, glicerol a 10% e pB-
mercaptoetanol 5%, e aquecidas em estufa a 100 °C durante 10 minutos, centrifugadas
por 5 minutos, e em seguida adicionado 10 uL de azul de bromofenol 0,02%. A corrida
seguiu-se com amperagem constante (25mA) e ao final da corrida, o gel foi retirado da
placa e fixado em TCA 12,5% por uma hora, sendo entdo corado com Cromassie
brilliant blue R-250 a 0,005%. A remocgdo do excesso de corante foi realizada com o

auxilio de uma solugdo descorante de metanol, acido acético e 4gua (1:3, 5:8, v/V/v).
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3.8 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foram selecionadas 03 bactérias patogénicas veiculadas por alimentos doadas
pelo acervo da Fiocruz: Escherichia coli CBAM 0001, Salmonella typhi CBAM 0015 e
Staphylococcus aureus ATCC 23235. As bactérias foram repicadas em placas petri em
meio BHI (Brain Heart Infusion) e PCA (Plate Count Agar), um meio de cultura
representando a replicacdo do outro e reincubadas em estufa bacteriologica. Em seguida
as col6nias foram transferidas para tubos contendo 05 mL de solucdo salina 0,90%
esterilizados e ajustado sua densidade para 0,5 da escala Mc Faland. Na placa de 96
pocos foram adicionados 80 pL de meio MHB (Mueller Hinton Broth) e aliquotas de 80
pL da amostra foram adicionadas a primeira coluna da placa com concentracédo de 125
pg/mL, realizando dilui¢do seriada a concentragdo de 1,95 pg/mL. Apoés a diluigdo foi
adicionado 20 uL das suspens@es bacterianas, totalizando um volume final de 100 pL e
incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C/24 horas. Por fim, em cada poco foram
adicionados 20 pL de resazurina 0,02% (sigma) como indicador do crescimento
bacteriano e observando apds 03 horas de reincubacdo. A presenca de cor azul
representou a auséncia e a cor rosa a presenca de crescimento bacteriano adaptado do

CLSI, 2003.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os testes estatisticos foram realizados no programa SPSS versdo 23, com um

nivel de significancia de 5% pelos testes de Tukey e t student com e sem padréo.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta Dissertacdo sdo apresentados em forma de Artigo Cientifico
o qual foi submetido ao Periodico Innovative Food Science and Emerging
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Abstract

It was observed that cooking with pressure in 15 minutes (WP15), and without pressure,
within 20 minutes (SWP20) were more promising regarding the formation and stability
of foams, emulsifying capacity and stabilityand gas phase fraction. The best stability
during drainage kinetics was verified for the cooked sample WP15 and the half-life for
the elaborated sample SWP20. WP15 has more disordered bubbles with fragmentation
over time, and SP20 has smaller and more stable bubbles. Protein solubility
corresponded to pH values 7.0 for WP15 and 8.0 for SWP20. The samples have a high
sucrose rate, and proteins with molecular masses ranging from 76 to 38 kDa, identified

as albumins and glutelin. Antibacterial activity was verified for S. aureus and S. typhi,
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at concentrations of 7.812 (WP15) and 15.625 pg / mL (SWP20) respectively. Thus,
cooking WP15 and SWP20 produce aquafaba with better functional technological

properties and can be applied as an antimicrobial agent.

Key words: alternative by-product, wasterwater from canning, legumes, functional

proteins; biological activity of proteins, innovative potential

1.Introduction

Over recent years, proteins from animals used in the manufacture of food
products have been replaced by proteins of plant origin, which stand out as substitutes
for presenting functional properties similar to animal protein sources, making it a
condition for increasing their production (Sharif et al., 2018). Chickpeas have seen a
steady increase in production over the years (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2016), and this position is attributed to a more conscious consumer, due
to the different nutritional properties, to an industry with more modern perspective
about sustainable values, with the use of waste products as pickled chickpeas water —
aquafaba (Buhl et al., 2019).

Mainly used as an egg substitute in the preparation of meringues and cakes,
several functional properties are being attributed to aquafaba (Meurer et al., 2020;
Mustafa et al., 2018), whose properties have the potential to be applied in food
formulas, being a valuable product in promoting health due to the presence of
polyphenols and soluble proteins from chickpeas that migrate to aquafaba through the

immersion process carried out at the end of obtaining the product (Lafarga et al., 2019).
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The applicability of aquafaba is related to its technological properties of
foaming, emulsifications, water absorption capacity, gelation, among others, which
make proteins from vegetables a key factors in the replacement of animal protein in the
bread making, confectionery and in the processing of animal products, favoring a low
allergenic risk, accompanied by more sustainable manufacturing, favoring the use of
legume proteins (Buhl et al., 2019). A study conducted by He et al., (2021)
demonstrates the great versatility of using aquafaba in food production due to its
rheological characteristics and has become popularly known in the vegan and vegetarian
community.

In view of that, the aim of this study was to investigate the technological-
functional properties of aquafaba proteins in different cooking methods, with and
without pressure, at different cooking times; to assess its potential for use by the food
industry; and to analyze the antimicrobial capacity of constituents against pathogenic
bacteria foodborne, as a way of propagating the quality of food products that come from

the use of aquafaba as an ingredient.

2.Material and methods

2.1.Sample Processing: Obtaining Aquafaba

Dry chickpeas (Cicer arietinum L.), kabuli variety and batch 008/18E10, was
acquired in the local market in Jodo Pessoa — PB, previously observing the expiration
date, grain integrity and no tampering with packaging. In order to obtain aquafaba, 200
g of chickpeas were washed in ultrapure water and hydrated for a period of 8 hours with

500 mL of distilled water, under refrigeration at 15 £ 1 °C, followed by filtration of the
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liquid content, and addition of more 500 mL of water for cooking under two conditions:
with and without pressure (WP and SWP), at times of 10, 15 and 20 minutes (WP10,
WCP15, WP20, SWP10, SWP15 and SWP20), without adding any condiments. After
cooking period, the chickpeas were transferred with the residual water to a sealed flask
and kept under refrigeration at 15 + 1 °C for 24 hours. After that time, the content of
flask was passed in filter paper in order to separate it from the chickpeas and to get the

aquafaba.

2.2.Technological Characterization of Aquafaba

The technological parameters of aquafaba were evaluated according to foam
formation (FA), foam stability (FS), emulsion activity (EA), emulsion stability (ES) and
gas phase fraction, compared to a standard sample of egg white, with FS and EA
response variables for choosing the best treatments for cooking chickpeas without
pressure (SWP) and with pressure (WP) to accompany the other analyzes(Davis &
Foegeding, 2007; Martinez et al., 2016; Shim et al., 2018; Yasumatsu et al., 1972).

The measures of percentage of drain (% DR) of the obtained aquafaba foams in
the mixer (WP15 and SWP20) were carried out with modifications (Phillips et al.,
1987). The half-life (HL) was defined as the time necessary for the drained fluid to
correspond to half of the initial value realized in the percentage of drained (Yang et al.,
2009). The time was monitored by draining the aquafaba foam through a 100 mL beaker
and photographed with an Al DUAL CAMERA BY XIOMI camera (Model

M1901F7G).

2.3.Micrograph Foam Structure Analysis
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The micrograph analysis was performed in an optical microscope (OLYMPUS
BX 51) with a computer interface, using portions of the foam from the samples WP15
and SWP20 of aquafaba, applied on slides for viewing in 5x objective at times of
maximum overrum and 30 minutes. During the tests, 2 photos were taken in each time
for each preparation of aquafaba and it was observed the distance between the surface
lamellae and the circumference of some bubbles, in the image analysis system (Leica
Quantimet 500 MC), which has the software used for measurements of secondary
dendritic spacing. Different areas of the foam surface lamellae were used to ensure the

best sampling between the bubbles formed in the initial and final foam times.

2.4.Physical and Physical-Chemical Characterization of Aquafaba

The pH, minerals, total proteins and total lipds of the samples SWP20 and WP15
was measured right after their preparation (AOAC, 2012; Folch et al., 1957).

In colorimetric analysis, around 100 mL of WP15 and SWP20 were previously
homogenized in a TE-089 magnetic stirrer (Tecnal, Piracicaba, Brazil), and 12 mL
aliquots of the liquid samples were taken for reading on the colorimetric support and for
the solid samples performed in petri dishes for color determination using Konica
Minolta Chroma Meter colorimeter (model CR-400) (Osaka, Japan). The parameters
L*, a* and b* were calculated using the CIELab color scale. From the variations of L*,
a* and b* it was possible to determine the darkening index of the samples (IE),
according to Palou et al. (1999), and the total difference (AE) (Okpala et al., 2010).

In order to quantify of Aquafaba Sugar, 5 mL of WP15 and SWP20 were

centrifuged tubes at 9000 rpm for 20 minutes, collecting the supernatant and discarding
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the precipitate. The supernatant was centrifuged (Hettick, Universal 320R) at 12000
rpm for 15 minutes and filtered through a 22 pum filter and reserved. The detection and
quantification of the sugars present in the aquafaba sample (WP15 and SWP20) was
performed in an Agilent Hi-Plex Ca column (7.7 x 300 mm, 8u) coupled to the High
Efficiency Liquid Chromatograph (VARIAN, Waters, California, USA). The run was
carried out in an isocratic solvent system, a “Rheodyne” valve with a 20 puL handle,
with a constant temperature of 85 °C and a flow rate of 0.6 mL / min. with mobile phase
of ultrapure water and running time of 30 minutes, 15 pL of samples were applied. The
chromatograms were obtained by a refractive index detector (VARIAN), and
GALAXIE Chromatography Data System processing software. The results were
obtained by crossing with high purity sugar standards and performed in duplicate,

averaging each replicate.

2.5.Extraction of Soluble Proteins and Determination of Protein Content

The proteins present in SWP20 and WP15 were dialyzed on a 14 kDa
membrane with twelve consecutive changes of distilled water in 1000 mL cups to
remove non-protein compounds. For chickpea extract (EGB) three solutions were used
in the proportions of 1:10 (w/v) for the extraction of its proteins for providing: distilled
water (H20), 0.1 M glycine pH 9.0 (Gly 0.1 M pH 9.0) and 0.5 M sodium chloride (0.5
M NaCl).The samples were centrifuged at 2730 g (4500 rpm) for 20 minutes, added in
freezing vials and lyophilized in a freeze dry until complete removal of the water and
obtain a powder for analysis. Subsequently, being verified the content of soluble
proteins present in aquafaba (WP15 and SWP20) and in the extract of chickpeas (EGB)

using Bovine Serum Albumin (BSA) as standard (Bradford, 1976). The proteins were
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analyzed by SDS-PAGE, the stacking gel was prepared at a concentration of 3.5%
polyacrylamide; while the separation gel at a concentration of 12.5% polyacrylamide

(Laemmli, 1970).

2.6.Protein Content Solubility

Samples of 150 mg of proteins, SWP20, WP15 and CE (chickpeas extract as
standard) were dissolved in 15 mL of distilled water with an initial pH of 4 to 9, with
the aid of 3 M HCI solutions and Na3PO4 at 0.7 M, followed by shaking in Shaker at 25
+ 2 °C for 60 minutes and subsequent centrifugation at 3500 g for 20 minutes, the
protein content of the supernatant being adapted to be evaluated by the method of

Bradford (Bradford, 1976).

2.7.Antibacterial activity

Three pathogenic bacteria carried by food donated by the Fiocruz collection
were selected: Escherichia coli CBAM 0001, Salmonella typhi CBAM 0015 and
Staphylococcus aureus ATCC 23235. The bacteria were grown in petri dishes in BHI
(Brain Heart Infusion) and PCA (Plate Count Agar), one culture medium representing
the replication of the other and re-incubated in a bacteriological incubator. Then the
colonies were transferred to tubes containing 0.5 mL of sterile 0.90% saline and their
density adjusted to 0.5 on the Mc Faland scale. In the 96 well plate, 80 pL of MHB
medium (Mueller Hinton Broth) was added and aliquots of 80 pL of the sample were
added to the first column of the plate with a concentration of 125 pg / mL, performing a

serial dilution at a concentration of 1.95 ug / mL. After dilution, 20 pL of the bacterial
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suspensions were added, totaling a final volume of 100 pL and incubated in a
bacteriological oven at 37 °C / 24 hours. Finally, 20 pL of 0.02% resazurin were added
to each well as an indicator of bacterial growth and observed after 3 hours of
reincubation. The presence of blue color represented the absence and the pink color the

presence of bacterial growth adapted from (Ferreira, 2018).

3.Results and discussion

3.1.Technological Characterization of Chickpea Aquafaba

3.1.1.Foam Formation and Stability, Activity and Emulsifying Stability and Gas

Fraction

Aquafaba samples obtained by cooking at different times and ways, with and
without pressure, were compared in the same proportions as a standard egg cudgel
sample (Table 1). It was observed that there was a significant difference between the
samples WP, SWP and ST for FA. However, when the SWP were compared to each
other, a similar behavior was observed among their foams.

For the foam stability parameter (FS), the sample WP15 and the standard (ST)
did not differ statistically from each other, however they were statistically different in
relation to the others. In EA (emulsifying activity), with the exception of WP20, the
treatments maintained similar behaviors when compared to ST. The analyzes show that
the values of ES (emulsion stability) were not statistically different among treatments
SWP10, SWP15, WP10 e WP15, being statistically different for SWP20, better

treatment.
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Foam is formed because proteins have bonds that can be broken, changing their
rotational conformation, depending on the treatments they are subjected. Temperature is
also a factor that influences the process so that products obtained at high temperatures
and caused by agitation, vibrations and pressures can promote protein changes that can
improve or add value to the products in which they are applied. The fraction of the gas
phase for all times of the WP and SWP treatments showed difference in relation to ST.
The foaming parameter for all treatments, except WP20, were established within the
values verified by Mustafa et al., (2018). In that study, the percentages from 182.22% to
480.00% were analyzed for the ten we treated the residual water from the chickpeas
preserves analyzed. The authors also observed that the results of aquafaba emulsion
stability were between 60.00% and 80.00%, lower than their standard egg white sample,
which can be compared with the study of different processing conditions with and
without pressure.

Meurer, Souza and Marczark (2020) observed FA values of 259.00% in
aquafaba in natura and with the use of ultrasound at different intensities (50% and
100%) and time (10, 20 and 30 min), 361.11% to 548.15%, something which favors an
increase foaming capacity ranging from 40% to 82%. Morales et al., (2015) verified the
behavior of the soy protein isolate in the formation of foams, obtaining variable values
of 153.30% and 202.00%. Martinez-Velasco et al., (2018) tested the ability of fava bean
protein in foaming and found an increase in formation with increasing ultrasound
intensity.

According to Galazka et al., (2000) pressure causes changes in protein
conformation, in its hydrophobic bonds and ionic parts, directly interfering in the
dimensioning of volume when they react with other molecules. The volume is affected

by the presence of new hydrogen bonds that are insensitive to pressure, but that cause
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changes in the interface of the protein. Justifying the resulting values for the treatment
of aquafaba WP that suffered the action of pressure and high temperature, when
compared to SWP that was obtained by cooking process with influence only of
temperature.

Finally, after the overrun tests (FA), it was possible to obtain the values of the
gas phase fraction (¢) of aquafaba foams, corresponding to the measure of the amount
of air present inside the foam in a fixed volume. The gas phase fraction is related to the
foaming capacity, that is, the greater the overrun, the greater the value of ¢.

The values of the gas phase fraction of the WP samples showed a significant
difference between the three treatments (WP10, WP15 and WP20), with values ranging
from 0.00 to 0.77. For the samples of aquafaba SWP, the treatments SWP10, SWP15
and SWP20 did not present differences between them, however, all treatments differed
from the standard sample of egg white.

According to Schramm, (2014) the bubble structure can be altered according
to the incorporation of air, causing an increase in the value of ¢. Values of the fraction
of the gas phase that are below 0.83, as is the case of the samples of aquafaba WP and
SWP, are characterized by wet foams, of incompressible and uniform formation.
However, values of ¢ close to 1, sample of egg white for example, have more
compressed bubble shapes, polyhedral structure and less humid.

After analyzing the data contained in table 1, the experiments were performed

for the WP15 and SWP20 samples.

3.1.2.Percentage of Drained (% DR) and Half-Life (HL) of Aquafaba Foams
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The stability kinetics of the foams formed during the drainage process can be
seen in Figure 1. The difference between the stability of the WP15 and SWP20 analyzed
samples from 10 to 120 minutes is demonstrated graphically, where there is an increase
in the loss of liquid at from the initial 10 to 30 minutes for the SWP20 sample in
relation to WP15. However, SWP20 (from 40 minutes) demonstrates a smaller loss in
later times, remaining more stable, when compared to WP15 which came to show
stability of the content loss around 90 minutes of drainage.

These results corroborate with the works of Daltin, (2011) who explains that
the destabilization of foams with a protein content depends on several factors that
influence their stability, such as the gravitational force and the pressure difference that
are exerted on the sample. Justifying the greater initial drainage of SWP20 foams
compared to WP15, due to possible protein changes influenced by processing. The
author still reports that the drained liquid content during the early times can be
explained by the force of gravity exerted on the more hydrated (wetter) foams, thus
presenting a greater density of fluid before the amount of bubbles that structure the
foam. The greater hydration of the foams at the beginning of the drainage is related to
thicker lamellae due to the lower concentration of air inside (Rosen & Kunjappu, 2012).

Regarding the half-life of the aquafaba samples (HL), it was found that for
SWP20 it occurred in the initial time of 10 minutes, while WP15, after 50 minutes of
drainage. This indicates that destabilizing factors affect more the SWP20 sample when
compared to WP15. Yang, Berry and Foegeding, (2009) report that the stability of the
foam is related to its viscosity and interfacial elasticity, directly influencing the structure

and stability of the foam.

3.1.3.Analysis of Aquafaba Foam Structure



72

Agquafaba foams demonstrate different behaviors in the way they are processed.
With variable changes in volume, resulting from the time of contact with air and the
shear force that occurred during the whipping process to form bubbles, causing protein
denaturation and decreasing protein-protein and protein-air interactions. In this way, it
Is possible to analyze visually the distribution of the overrun bubbles and their inclusion
in the air particles through Figure 2 (a, b, c, d).

The temperature and pressure variables influenced the spherical structure of the
bubbles of the aquafaba foam, where we observed for the WP15 treatment (Figure 2a
and 2b) the predominance of larger bubbles and for the SWP20 treatment (Figure 2c and
2d) the predominance of smaller bubbles.

In the WP15 treatment (Figure 2a), there is a more uneven distribution of the
bubbles, between large, medium and small, with more fragile structures due to the large
proportion of air inside the bubble caused by the protein-air interaction. However, with
similarity between their structures and an aqueous aspect, as highlighted by Shcramm
(2014) about the influence of the amount of gas within the foam structure,
corresponding to the values of ¢. According to Dutta et al., (2004) fine bubbles with a
stable size produce a product with good texture, bubbles with variation in size and the
presence of large bubbles generate instability in the mixture, uneven and coarse texture
of the product.

In Figure 2a, it is still possible to see the distance between the bubbles that
become clearly variable from the size of the same and the spaces that demonstrate
wateriness, configuring a wet bubble (quite humid). The distance between the lamella of
one bubble and another becomes quite dynamic with values from 32.69 um to 157, 58

um theoretically. After 30 minutes, the foams from the CP15 aquafaba sample were
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analyzed to observe their bubble dimensions and compliance during the stability time
(Figure 2b). It is possible to verify that the distance between the lamellae remains
practically the same, however a greater visibility of the shape of the foams with a
spherical geometry of their bubbles.

The figures 2c and 2d show that the spaces between the slides of the SWP20
sample were smaller, with variations between 26.62 um and 93.55 um at the initial time
and 30.95 um and 123.89 pum after 30 minutes, in addition to better uniformity. Yang,
Berry and Foegeding (2009), analyzed with a confocal microscope the structure of
reconstituted dehydrated egg white foams, and observed bubbles with almost spherical
shapes and with variation in size, which corroborate with the data of this study.

The forces exerted in the process of obtaining the bubbles cause them to break
into smaller ones. Daltin (2011) states that the morphological difference between the
bubbles of foam is attributed to the forces of attraction present in the protein solution,
causing them to attract, together with the surface tension that one bubble exerts on the
other. According to Langevin, (2017) the amount of liquid present in the formation and
remaining in the foam has a direct influence on the bubble structure. The volume of this
liquid can vary from 1% to 10%, characterizing the foam in dry (polyhedral) or wet
(spherical). As observed in the bubbles of foam WP15 and SWP20, being wet foam and
with independent movements because they have liquid medium to get around. It is
observed that during the micrographic analysis there was the incorporation of air, which
implies the values of the fraction of the gas phase, characterizing foam with more

humid, incompressible and uniform bubbles (Schramm, 2014).

3.1.4.Protein Solubility of Aquafaba Proteins
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The protein content of aquafaba obtained from two treatments WP15 and
SWP20 were evaluated according to their solubility at different pH values, which
ranged from 4.0 to 9.0, as shown in Table 2. The two aquafaba treatments remained
with different values in all pH values, except for pH 5.0 at a significance level of 5%,
when compared to the standard sample CE.

Through protein solubility it is possible to identify the protein isoelectric point
of the material under study. Therefore, it is observed that the isoelectric point (IP) of the
sample WP15 and SWP20 is at pH 5.0 and 6.0 respectively, whereas, the IP of CE is
around pH 7.0, corresponding to the point that has the lowest solubility value. The pH
8.0, 7.0 and 5.0 showed the highest protein solubility and for WP15, SWP20 and CE
respectively, demonstrating better technological properties to protein when applied in
the preparation of food products.

Rodsamran & Sothornvit, (2018) obtained minimum solubility values from their
coconut extract samples with pH 4.0 with the high solubility evident under acidic or
alkaline conditions. In addition, some samples of aquafaba demonstrated greater
solubility in more acidic or more basic pH. When the pH is far from the IP, the protein
starts to have negative or positive liquid charges, causing the repulsion between
molecules of similar charges and their hydration which results in protein solubilization

(El Nasri & El Tinay, 2007).

3.2.Physical Chemistry of Aquafaba Samples

The results of the proximal composition of protein, lipid, ash and pH contents

of aquafaba samples obtained from treatments WP15 and SWP20 are shown in Table 3.

We observed that the centesimal parameters of aquafaba WP15 and SWP20 differed
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statistically in terms of protein values and ashes, but not with respect to lipid and pH
parameters, respectively.

Bird et al., (2017) and Stantiall et al., (2018) found no significant values for the
content of lipids in aquafaba. This can happen due to the type of processing attributed to
its obtaining, which causes its insolubility in water. According to Liu et al., (2013)
when subjecting grains to cooking processes, there was an increase in the amount of
lipids in their composition. Other studies have pointed out that after the chickpea
cooking process to obtain aquafaba, its physical-chemical aspects changed, with a
decrease, for example, in the ash content as observed by Alajaji & EI-Adawy, (2006).

The aquafaba color parameters, which differed statistically only for the
variables L* and b*, remaining at a* at a significance level of 5%, can be seen in Table
3. The variable L* showed low luminosity results due to the opacity of the product and
deposit of sediments from the chickpeas during the cooking, immersion and residues
after filtration. Chroma value a*, which denote negative variation (-a*) when the
product tends to a green and positive color (+a*) with a tendency to a red variation, it
showed results for WP15 and SWP20, with a tendency to a green color tone. For
chroma b*, with variation from yellow (+b*) to blue (-b*), demonstrated results tending
to the yellow variety in both treatments. The tendency to yellow and or green by the
samples WP15 and SWP20 in chroma a* and b* may be related to the content of
riboflavin (vitamin B2) in high quantity, since the chickpeas are a raw material source
of this vitamin (Oliveira et al., 2017).

With the results of L*, a* and b* of the aquafaba values (WP15 and SWP20),
two other colorimetry variables were obtained: IE (Darkening Index) and AE (total color
difference). It was observed that the darkening index of the aquafaba samples without

pressure was lower in relation to pressure, due to the lesser damage to the chickpeas
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during cooking. The result of the total color difference of the correlation between

samples WP15 and SWP20, corresponded to a value 28.48.

3.3.Aquafaba sugar profile

The sugar profiles of the aquafaba samples obtained with and without pressure

in 15 and 20 minutes were analyzed and in both we verify the presence of disaccharides
and monosaccharides (Table 4).
When the results were compared at a significance level of 5% (p <0.05), it was observed
that there was a statistical difference between the sugars found in the aquafaba WP15
and SWP20 treatments. As the concentrations of glucose and fructose are likely
responses to the hydrolysis of sucrose (glucose + fructose) this was due to the high
processing temperatures that reached around 100 °C, causing the breakdown of
glycosidic bonds. Kaur & Prasad, (2021) carried out a survey on the carbohydrates
present in chickpeas, corresponding to 60-65% of the composition of the seeds.

In a review on the nutritional profile of chickpeas - aquafaba He et al., (2021)
observed the presence of reducing and non-reducing oligosaccharides and sugars, such
as fructose, glucose, sucrose, raffinose and stachyose. The difference in the
concentrations of sugar in seeds to that of aquafaba becomes very evident, since the
residual water of the chickpeas contains its macronutrients from the grain. The studies
of sugars present in aquafaba are still unknown or inconclusive, as well as of other

compounds present in its composition.

3.4.SDS-PAGE electrophoresis of chickpea aquafaba
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The SDS-PAGE electrophoresis of the WP15 and SWP20 samples can be
analyzed in Figure 3. We observed that there are protein bands in three distinct sections,
varying the mass (kDa) of each one. The weight of the protein fractions found in
aquafaba (WP15 and SWP20), varied from 76 kDa to 38 kDa. It is possible to verify
that both treatments have a similar protein profile despite the time, temperature and
pressure exerted on the processing being different. It is noteworthy the presence of a set
of bands with molecular weight around 38 kDa, present for both WP and SWP.

Some authors report through the results of electrophoresis and fingerprint of
peptides the presence of even smaller proteins with molecular weight < 25 kDa and
identified as albumins and with well-defined technological properties (Mustafa et al.,
2018). Shim et al., (2018) also identified by performing protein separation by membrane
followed by SDS-PAGE and fingerprint that aquafaba has strictly hydrophilic and heat-
sensitive proteins.

Thus, albumin and glutelin are proteins that have good aeration capacity,
responsible for texture, appearance, final volume and guarantee stabilization of foams

(Raikos et al., 2007).

3.5.Antibacterial activity of aquafaba proteins

We noted that among the three strains of bacteria, only E. coli was resistant in
all concentrations of aquafaba as an antibacterial agent. At minimum concentrations,
was observed inhibition of bacteria by the proteins of aquafaba, WP and SWP,
proceeding up to the concentration of 7.812 and 15.625 pg / mL for S. aureus and S.

typhi, respectively.
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Several studies point to the use of proteins as antibacterial agents, with the aim
of controlling and / or inhibiting the development of pathogenic bacteria that cause
diseases in humans (Souza, 2020). An analysis related to the chickpea protein profile,
identified a total of 21 peptides with antimicrobial potential, with Legl and Leg2 being
prominent against 16 strains of bacteria including as used in this study (Heymich et al.,
2020).

Sitohy & Osman, (2010) found a better antibacterial activity of proteins from
soybean, bean and chickpea seeds when concentrated at pH 6.0 and 8.0 which resulted
in changes in their isoelectric points. Observing these values, it becomes possible to
interconnect the results obtained here when it is verified that the pH and IP of aquafaba

proteins are related to better biological activity during antibacterial activity.

4.Conclusions

The best techno-functional analyzes were found in the WP15 and SWP20
treatments for aquafaba production. The aquafaba foam structures behaved differently,
characterizing a greater disorder among the WP15 sample compared to SWP20. The
best functionality for elaborating pH processes where the samples showed greater
solubility. Samples WP15 and SWP20 showed high content of sucrose and prevalence
of albumin and glutelin in their protein content. The WP15 and SWP20 samples proved
to be good antimicrobial agents against strains of S. aureus and S. typhi, bacteria
responsible for causing food outbreaks and that grow in bakery and confectionery
products, potential branches of the use of aquafaba. Finally, despite the different types
of processing applied, they validate the adequacy of the methods in predicting the

functionality of aquafaba, the CP15 treatment sample proved to have better applicability
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with soluble properties of its proteins and stability that become of greater interest in
products. In addition, the chickpeas cooking water obtained in an optimized way can be

used for the development of food products for vegans and vegetarians.
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Table 1: Foam Formation (FE), foaming stability (EE), emulsifying activity (AE),
emulsifying stability (ES) and gas fraction (o)

Variables CP10 CP15 CP20 SP10 5P15 SP20 P

FE (%) 3333320,008  251.8526.41F 0,000,007 392.59£6.42% 3740756415 377.77£12,83  651,85£12 8%

EE (%) 66,66£0,000 9222038  000£0,00° 51 98+894° 33342526 77.84£2.37° 91,470,16°
AE (%) 69,6247 212 82.78£15,16% 48885770 69.83£2,753%c 66,864 460 83.33z0000  62,50£12,70
ES (%) 63332577 540083460 0,0020,000  56.67=5.77" 5333577 80,00=0,002 40,00=0,00¢
Q 0,770,01¢ 0,72=001° 0,000,000  0.7920,00% 0,790,008 0,790,000 0,860,012

CP 10, 15, 20 — With pressure in minutes; SP 10, 15, 20 — Without pressure in minutes; P — Standard.
Different letters on the same line indicate statistical difference between treatments at a significance level
of 5% by the Tukey’stest.

Source: Author, 2020.

Table 02: Variation of protein solubility at different pH of aquafaba proteins and
chickpea flour

pH CP15 SP20 EGB

pH 4,0 6,30+0,89" 1,32+0,29° 10,750,492
pH 5,0 1,15+0,03° 1,20+2,58° 19,94+3,582
pH 6,0 5,08+1,43" 0,96+0,01° 12,30+3,442
pH 7,0 8,161,722 1,33+0,07¢ 5,52+0,43°
pH 8,0 12,811,422 1,04+0,09° 9,76+0,00°
pH 9,0 10,78+1,70? 1,28+0,13¢ 6,85+4,41°

* Different letters in the horizontal signify statistical difference between treatments, with a 5%

significance level.

Source: Author, 2020.
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Table 03: Proximal and physical composition of chickpea aquafaba obtained with and
without pressure

Parameters CP15 SP20 Value (p)
L* 16,80+0,11 18,5+0,50 <0,05
a* -0,29+0,75 -0,33+0,05 0,611
b* 2,13+0,18 0,15+0,19 <0,001
Proteins 0,79+0,01 0,91+0,04 <0,05
Lipids 0,82+0,03 0,80+0,16 0,839
Ashes 0,54+0,02 0,65+0,05 <0,05
pH 6,11+0,10 5,95+0,05 0,062

CP15: Sample obtained with pressure for 15 minutes; SP20: Sample obtained without pressure for 20
minutes; Value (p): Values less than 0.05 have a significant difference, while higher values have no
difference.

Source: Author, 2020.

Table 04: Sugar profile of aquafaba samples obtained in the best treatments.

Sugars (mg/ g) CP15 SP20 Value (p)
Sucrose 1,88+0,05 2,60+0,28 <0,05
Glucose 0,29+0,03 0,46+0,02 <0,05
Xylose 0,26+0,02 0,40+0,02 <0,05
Fructose 0,02+0,00 0,28+0,02 <0,05

CP15: Sample obtained with pressure for 15 minutes; SP20: Sample obtained without pressure for 20
minutes; Value (p): Values less than 0.05 have a significant difference, while higher values have no
difference.

Source: Author, 2020.

Figure 1: Stability kinetics of drainage percentages (% DR) of aquafaba foams with
pressure (CP15) and without pressure (SP20)
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Source: Author, 2020.
Figure 02: Micrograph of aquafaba foam CP15 and SP20 in the initial maximum

overrum time
> = <

a — CP15 in zero time; b — CP15 in maximum time (30 minutes); ¢ — SP20 in zero time; d — SP20 in
maximum time (30 minutes)

Source: Author, 2020.

Figure 03: SDS-PAGE (12.5%) of aquafaba samples CP15 and SP20 with the marker
(P)
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5 CONCLUSAO GERAL

Obtiveram-se propriedades tecnofuncionais satisfatérias para ambos o0s

tratamentos de aquafaba obtidas com pressdo e sem presséo.

e Os tempos de 15 e 20 minutos das amostras de aquafaba obtidas com presséo e

sem pressédo, respectivamente, demonstraram melhores habilidades de formagéo
de espuma e estabilidade quando comparadas com o0s demais parametros

tecnoldgicos das amostras subsequentes.

A aquafaba demonstrou perfil de aglcares com predominancia em ambos 0s
tratamentos de sacarose. No entanto, sendo necessario uma repeticdo com um
maior numero de padrdes devido a picos demonstrados no HPLC que nao foram

identificados, sendo provaveis rafinose e estaquiose.

O perfil eletroforético das amostras de aquafaba demonstraram fragdes proteicas
compreendidas entre albuminas e glutelinas com propriedades tecnoldgicas e

bioldgicas derivadas de suas quebras.

As proteinas da aquafaba CP e SP se mostraram eficientes como agentes
antibacterianos frente a cepas de S. aureus e S. typhi. Além de ser observado que
em suas menores concentracdes as proteinas exerciam melhor atividade

antibacteriana.



