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RESUMO

Atualmente se buscam materiais que possam substituir com qualidade
os produtos plasticos, que nao sdo ecologicamente corretos e oferecem grande
dificuldade em sua degradacao e reciclagem, além de serem provenientes de
fontes ndo renovaveis. Dentro deste contexto os biopolimeros, como a proteina
isolada de soja, vem sendo estudados para se desenvolver técnicas cada vez
melhores e mais apropriadas para se obter suas melhores caracteristicas e
torna-las aplicaveis as necessidades especificas das mais diversas areas.

Assim, um estudo da sua degradacdo diante de processos térmicos €
essencial para se conhecer todas as suas propriedades perante uma condicéo
comum em sua manipulacéo industrial: o0 aquecimento.

Este trabalho tentou elucidar o comportamento da proteina isolada de
soja e como varia sua estabilidade diante de ciclos de aquecimento utilizando
de técnicas como a analise termogravimétrica (TGA) ndo isotérmica, o0
infravermelho e a andlise elementar (CNH-S).

As amostras foram aquecidas em forno tubular por periodos de tempo
variando entre uma e trés horas e temperaturas entre 100 e 400°C. Em
seguida, foram feitas analises de infravermelho e TGA dos sélidos, energias de
ativacao foram obtidas por métodos diferentes, os volateis foram recolhidos e
tiveram seus espectros de infavermelho avaliados, a analise de CNHS foi
utilizada para se ter uma visdo geral da diferenca de composicdo em varias
etapas da degradacdo mostrando o aumento da quantidade de carbono em
amostras mais aquecidas.

As analises indicam que as amostras que sofreram maior modificacédo
foram as expostas a degradacao térmica em temperaturas superiores a 150°
por periodos maiores que duas horas. Os parametros cinéticos como a energia
de ativacdo foram relacionados a perda de massa e mostraram que a
degradacdo da proteina tem seu mecanismo modificado durante o processo e

com a mudanca de temperatura de pré-aquecimento.

Palavras-chave: Degradacao térmica, proteina, soja, biopolimeros



1 INTRODUCAO

ApOs passadas décadas da revolucao trazida pelos plasticos sintéticos
(principalmente os derivados do petroleo), tem sido comum o0s
guestionamentos sobre sua utilizagdo e vantagens, considerando o fato de
serem obtidos de fontes ndo renovaveis e a sua dificuldade de biodegradacéao.
Cada vez mais se buscam materiais e técnicas que possam gerar materiais
capazes de executar as mesmas funcdes sendo mais ecologicamente corretos
do que os atuais.

Os polimeros encontrados na natureza parecem ser uma boa opc¢éo
para suprir as necessidades encontradas na industria, uma vez que tais
polimeros naturais mostram uma série de vantagens nessa area. Sua facil
obtencdo e baixo custo os tornam materiais ecologicamente corretos e
financeiramente competitivos. As proteinas tem sido uma boa alternativa para
tais fins, sendo assim amplamente estudadas e utilizadas na industria

alimenticia, de construcéo civil e farmacéutica, entre outras.

A proteina isolada de soja (PIS) ganha destaque por ser proveniente de
uma fonte abundante e ter boas propriedades mecéanicas, em comparacao com
outras proteinas de origem natural, além de barata. Isto faz com que ela seja
aplicada como material de partida para fabricacdo de diversos produtos como
adesivos e plasticos, substituindo assim os derivados sintéticos. A proteina de
soja pode ser encontrada na forma de proteina concentrada e isolada, que € a

mais usada devido a sua maior polidispersidade.

Para sua aplicacdo industrial, a proteina isolada de soja ndo apresenta
as caracteristicas necessarias diante de algumas situacfes de processamento
realizadas visando atingir o produto esperado. Tal limitacdo pode ser superada
pelo uso de aditivos, como polimeros organicos e até mesmo solventes
adequados, além de controlar apropriadamente outros parametros do meio,
como pressao, forca ibnica e temperatura. Esta Ultima em especial pode inferir
modificacdes estruturais a proteina durante seu processamento a diferentes
temperaturas e a diferentes tempos de submissdo do material. Entretanto, esta

relacéo temperatura-tempo deve ser otimizada buscando evitar mudangas nos



aspectos fisicos da proteina como coloragéo e solubilidade, esta ultima sendo

de vital importancia principalmente na inddstria de alimentos.

Com tantos parametros podendo ser adequados a situagao conveniente,
todas as varidveis envolvidas no processamento da proteina isolada de soja
sdo importantes para se alcancar o resultado final desejado e para isto é
necessario conhecer as suas propriedades, em especial sua estabilidade e
como esta varia de acordo com as condi¢cdes as quais podera ser exposta.
Devido a este fato, um estudo de estabilidade térmica se mostra importante e
atil considerando: i) a sua utilizagdo e qualidade necessaria para diferentes
processos e aplicagdes, ii) a relacdo com o meio ambiente jA que sob
aguecimento a proteina tende a degradacao, e ainda, iii) a sua importancia sob
0 aspecto econdmico. Neste contexto o completo entendimento dos
mecanismos e parametros associados com a degradacao térmica da proteina
isolada de soja, parecem importantes e fundamentais para aplicacdes nas

guais a temperatura seja uma das variaveis do processo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Polimeros
Polimeros sdo macromoléculas compostas por unidades quimicas

menores, chamadas de meros, ligados por ligacdes covalentes. Estas
moléculas podem ter cadeias compostas de apenas uma variagdo do mero
sendo chamada de homopolimero, ou dois ou mais co-monémeros recebendo
0 nome de copolimero. As cadeias ainda podem ser lineares ou ramificados
trazendo uma grande gama de estruturas e combinacdes possiveis'.Esta
capacidade de formar cadeias extremamente longas é uma conseqiéncia
importante das propriedades de valéncia do carbono?.

Em relacdo a regularidade da estrutura polimérica alguns polimeros
podem mostrar cristalinidade, outros n&o. Normalmente uma cadeia formada
por unidades idénticas que se repetem perfeitamente podem se organizar em
um reticulo cristalino cujos aspectos morfolégicos sdo apenas parcialmente
conhecidos. Estes polimeros cristalinos sdo muito menos solUveis do que

polimeros amorfos?.

Muitas propriedades fisicas sdo dependentes do comprimento da
molécula e sua massa molecular. Como os polimeros podem ter uma grande
faixa de massa molecular, podemos esperar que ocorra uma grande variacao
de suas propriedades em funcéo de suas cadeias laterais. Com o0 aumento da
molécula essas modificacbes em suas propriedades fisicas tendem a ser
diminuidas, o que € fundamental comercialmente para a producdo de

polimeros que atendam a certos padrées de qualidade®.

A utilidade dos polimeros depende exatamente das propriedades
especificas da sua cadeia. Eles podem ser bons condutores, ter propriedades

6pticas interessantes, compatibilidade bioguimica adequada, etc?.

Uma das fontes de polimeros mais abundantes sdo as fontes naturais,
que foram as primeiras a oferecer ao homem matérias-primas para producao
de mondmeros e polimeros.Quando um polimero é obtido de uma fonte natural

é denominado de biopolimero. *



2.2 Proteinas
As proteinas, cujo nome significa “primeiro® ou “mais importante®, sdo as

macromoléculas mais importantes das células sendo constituintes de mais da
metade do peso seco de muitos organismos, além de serem os instrumentos
pelos quais sdo expressas as informacdes genéticas. Elas sdo polimeros
naturais (biopolimeros) formados pela condensacdo de alfa aminoacidos
através de ligactes pelos atomos de N e C em sua composicao.Esta ligacao é
chamada de ligacdo peptidica e a sequéncia de aminoacidos unidos por ela
sdo conhecidos como poliptideos. Este termo “polipeptidio” muitas vezes pode
ser compreendido como sinénimo de “proteina” embora em geral, polipeptidio
se refira a uma molécula com peso moleculare menor do que 10 mil *Estes
atomos de N e C sado provenientes de um grupo amina e uma carbonila
presentes em cada aminoacido 2, que sdo os mondmeros formadores destes
polimeros.

A estrutura das proteinas nos leva a classifica-las em estruturas
primarias, secundarias, terciarias e quaternarias de acordo com sua

complexidade®.

A estrutura primaria é dada pelas ligacbes covalentes que unem a
sequéncia de aminoacidos que a forma, sendo o nivel estrutural mais simples

da proteina® .

A estrutura secundaria € definida pela conformacéo local da cadeia do
polipeptidio.Estas conformacdes locais definem os padrbes chamados de

hélices e folhas °.

A estrutura terciaria nasce dos dobramentos tridimensionais da cadeia
polipeptidica. Estas estruturas ndo acontecem ao acaso, elas podem acontecer
de maneira particular de acordo com o ambiente, conferindo as proteinas sua
especificidade. Essas estruturas sdo estabilizadas por forcas intermoleculares,

como ligacBes de hidrogénio e dissulfeto®®.

Quando uma proteina € formada por mais de um polipeptidio, estes
podem assumir estruturas distintas, a associacdo destas subunidades em um

determinado arranjo espacial é chamado de estrutura quaternaria®®.



A figura 1 apresenta uma ilustragdo de como seriam esses niveis
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estruturals™.
Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
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*
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Figura 1: ClassificacGes estruturais das proteinas

As proteinas contém centenas de ligacdes individuais. Sendo possivel a
rotacdo em torno de muitas destas.Isto confere a estas moléculas a
possibilidade de assumir um numero ilimitado de configuracdes. Entretanto o
fato de que cada proteina tenha uma funcdo quimica ou estrutural especifica

sugere que cada uma tenha uma estrutura tridimensional singular®.

Em solucfes as interacdes fracas, como pontes de hidrogénio, entre os
aminoacidos com o solvente (no caso da agua por exemplo) e diversos outros
grupos funcionais da propria cadeia polipeptidica tendem a manter a estrutura

da macromolécula desenovelada *.

Em geral a propor¢cdo de aminoacidos presentes na proteina é
conhecida, mas sua ordenacdo sO é conhecida em casos relativamente

simples®.

2.2.1 Proteina Isolada de Soja (PIS)
A PIS é um dos produtos do processamento do grdo de soja. A

composicdo do grdo de soja é de (18-20%) de 6leo, (40—-45%) de proteina,
(25—30%) de carboidratos e (3%) de outros componentes. As proteinas da soja
podem ser extraidas por métodos de producdo distintos, que resultam na

proteina concentrada de soja (PCS), e na proteina isolada de soja (PIS).®



A PIS é o produto de soja mais aperfeicoado disponivel comercialmente,
ela é muito usada na industria alimenticia devido a sua capacidade de
estabilizar emulsdes e formar géis que retém umidade. A PIS é um conjunto de
macromoléculas complexas, sendo as proteinas globulares suas principais

componentes. ’

As globulinas componentes do isolado de soja consistem em uma
seqiéncia de varios aminoacidos onde, ao longo da cadeia principal, existem
cadeias laterais anexadas. Qualquer mudanca quimica, fisica, ou tratamento
enzimatico pode causar mudancas na estrutura molecular, resultando em
propriedades fisicas diferentes®. Esta questdo pode ser bem representado pela
solubilidade da proteina de soja, que depende do ponto isoelétrico das duas
principais proteinas globulares presentes: a 7S e a 11S, que neste pH tornam a

protefna insoltvel. °

Estas proteinas globulares 11S e 7S sao os componentes da PIS
presentes em maior quantidade. A variedade da faixa de composicdo de
acordo com a literatura é grande, mas segundo estimativas elas juntas
representam quase 60-70% da composicdo da proteina. A estrutura
secundaria da PIS consiste em 23,8% de a-helice, 43,6% de B-folha, 19,7% de

curvas e 13,0% de estruturas desordenadas. *°

Na proteina nativa a maioria dos grupos polares e apolares ndo estéao
disponiveis devido a ligacdes internas resultantes das forcas de van der Walls
intramolecular e ligacdes de hidrogénio. A dispersdo e o desdobramento da
proteina podem ser feitos por hidrolise ou aumento de pH, sendo que acima do
pH 10 ha um desdobramento da estrutura da proteina que expde 0S grupos
funcionais'’. De fato, o tratamento até este pH aumenta a solubilidade da
proteina devido a dissociacdo da estrutura quaternaria 11S e 7S.2° A PIS
contém muitos residuos de aminoacidos hidrofébicos, sendo que fica
fisicamente impossivel alcancar uma conformacdo que os esconda da agua
guando esta é o solvente. Com estes grupos apolares expostos ela tende a
formar dimeros entre as partes apolares expostas em solucéo*?, viabilizando,
por exemplo, a formagdo de filmes e aumentando suas propriedades elasticas

(sistema mais maleavel).*®



Uma representacdo da estrutura 11S é representada na figura 2*°.

Figura 2: Estrutura do aglomerado 11S.

Em proteinas globulares os grupos mais polares sédo orientados para a
superficie'®. Interacdes eletrostaticas entre grupos carregados tem um papel
importante na estrutura da PIS, especialmente em sistemas aquosos.
Interacdes hidrofébicas entre polipeptidios sdo forcas importantes de

estabilizacdo na estrutura nativa da PIS. *°

Com relacdo aos aminoacidos formadores das cadeias da proteina de
soja a composicdo dos grados de soja contém aproximadamente 18
aminoacidos, sendo basicamente composta de &cido aspartico, acido

glutamico, asparagina e glutamina®, suas estruturas estéo na figura 3.

o}

0
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Figura 3: Estruturas dos aminoacidos mais comuns na proteinaisolada de soja



2.2.2 Filmes a partir da PIS
Os filmes de proteina isolada de soja sé&o considerados mais malhiveis com

relacé@o a filmes obtidos de outras proteinas naturais. Estes filmes tem sido
particularmente mais usados em comparacdo aos filmes da proteina
concentrada de soja, uma vez que a primeira facilita a formacéo de filmes

devido a seu alto indice de polidispersidade(PDI).****

O solvente geralmente utilizado para solubilizar proteinas é a agua,
porém, algumas propriedades especificas podem ser obtidas com a mistura da

agua com outros solventes.'’*®

A formacdo de filmes a partir da proteina
isolada de soja é favorecida em solucfes a pH alcalino, evitando que este fique
excessivamente quebradico. Desta forma ficam melhoradas as caracteristicas
mecanicas dos filmes.!” Ainda, a formacao do filme em meio basico melhora a
aparéncia e homogeneidade sem afetar propriedades como permeabilidade a
vapor de 4gua, ao oxigénio e forca de tenso.™ A pH neutro a solubilidade n&o
e total, sendo comum o aparecimento de particulas insoluveis na superficie do
filme que o tornam mais quebradico.®®* A quantidade de massa da proteina
isolada de soja utilizada na formacao do filme € um fator importante que deve

ser considerado quando da andlise via termogravimetria e infravermelho.**°

2.2.3 Estabilidade térmica da PIS
A reacdo de degradacdo de polimeros pode ser iniciada de diversas

formas independentes como:Térmica, Fotoquimica e Radiacdo de alta
energia.’

Os polimeros organicos tem temperaturas de utilizacdo muito mais
baixas do que compostos inorganicos, sendo na faixa de 100 a 200°C. Essa
sensibilidade provem do fato de que sao formados por atomos ligados por
ligacdes covalentes, cujas energias de dissociacdo estdo entre 300 e 850kJ. *
A Tabela 1 contém alguns valores para comprimentos de ligacdes comumente

presente em polimeros °.

As propriedades térmicas da PIS sdo particularmente sensiveis a
mudancas na forca ionica®. Alguns parametros como forca iénica, valor de pH

e até afinidade quimica por alguns grupos podem ser modificados com a



escolha de parametros como o solvente, em geral esses fatores influenciam

muito a estabilidade das proteinas®’.

Tabela 1: Energia e distancia de ligacfes comuns em polimeros

Ligacdo Energia de ligacdo (Kcal/mol) Distancia de ligacéo (A)
C=0 171 1,23
O-H 111 0,96
C-H 99 1,09
C-0 84 1,43
C-C 83 1,54
C-N 70 1,47
C-S 62 1,81
S-S 51 2,04

A desnaturacao da proteina é dependente da temperatura, da pressao e
do tempo. Esta desnaturacdo permite a abertura da estrutura globular e
também permite 0 emaranhamento das cadeias protéicas, o que € fundamental
para a modificacdo das propriedades do material. *

Em solu¢cdes aquosas durante inducéo da desnaturagcao por aumento da
temperatura, as proteinas passam de uma forma bem organizada para uma
estrutura aleatdria em forma de hélices quando os aminoacidos hidrofébicos
entram em contato com a agua.*®

A proteina de soja é relativamente estavel ao calor devido a capacidade
de promover muitas ligacbes de enxofre entre as subunidades quando
aquecida, essas ligacbes de enxofre geram agregados de alta massa
molecular. Essa caracteristica limita o uso de proteinas de soja em
determinadas aplicacfes, e em geral, em funcdo da composicao torna-se dificil
definir uma Gnica temperatura de desnaturacdo para todo o agregado ao
mesmo tempo.*°

Como muitos polimeros, as proteinas de soja podem mudar de fase
gquando sao expostos a altos gradientes de temperatura. A temperatura de

transicdo de fase é afetada por fatores como estrutura molecular e composicéo.
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Em geral, as propriedades de polimeros como as mecénicas e reoldgicas estao
fortemente ligadas a temperatura de transicdo e condicdes de processamento.®

A proteina de soja pode ser processada de tal modo a atingir um
resultado especifico pelo aquecimento rapido e elevado por um curto periodo
de tempo, ou com aquecimento lento a baixas temperaturas por longos
periodos de tempo. Embora o objetivo seja atingido em ambos os casos, 0s
aspectos fisicos da proteina podem ser modificados de uma forma
indesejada.™®

Os materiais poliméricos de maneira geral sdo bons isolantes térmicos,
ou seja, tem baixa condutividade térmica. Isso significa que a conducdo de
calor da superficie para o interior da amostra é muito lento. Assim, 0s
resultados das medidas com variacdo de temperatura sao geralmente
fortemente dependentes das dimensfes da amostra e da velocidade de

aquecimento a qual ela esta sendo submetida.?**
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3 OBJETIVOS

Observar possiveis mudancas fisicas e na composicdo da proteina
isolada de soja com sua exposicao ao calor.

Estudar a estabilidade térmica da proteina isolada de soja em fun¢éo da
sua perda de massa e pré-aguecimento.

Obter parametros cinéticos sobre a dregradacdo térmica da proteina
isolada de soja e associa-los a mudangas no mecanismo de degradagéo.

Comparar os resultados obtidos entre os sistemas estudados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Instrumentacao
Para a submeter as amostras da PIS ao calor necessario para se obter

as condicdes desejadas para este estudo foi usado um forno tubular Lindberg/
Blue M, devidamente calibrado, com temperaturas variando entre 100 e 400°C.

Para a obtencao dos espectros de IV foi utilizado um aparelho Shimadzu
com suporte para se trabalhar amostras na forma de filmes e pastilhas na faixa
de 400-4000 cm™.

As analises termogravimétricas foram realizadas em um termoanalisador
Shimadzu 50 sobre fluxo de nitrogénio (50 cm®min), e os parametros

experimentais foram obtidos usando o software associado ao aparelho.

O CNH-S foi obtido em um Analisador Elementar CHNOS modelo EA
1110 CHNS-O.

4.2 Amostras e Reagentes
A proteina isolada de soja foi adquirida junto a empresa The Solae

Company, como sendo do tipo Supro® 780 E.

Para a confeccdo dos filmes foi utilizada uma solucdo de NaOH (1

mol.L™) adquirido junto a Aldrich e 4gua deionizada.

O KBr utilizado na preparacdo das pastilhas para IR foi fornecido pela

Shimadzu.

4.3 Procedimentos Experimentais
4.3.1 Formacao de filmes.

Foram preparados filmes a partir das amostras em pé da PIS pela
dissolucdo em agua na concentracdo 1% (massa/volume). A solucdo agua/PIS
teve o valor de pH ajustado para 10 com o auxilio de uma solugdo 1 molar de

NaOH e foi mantida sob agitacdo por 24 horas para homogeneizacdo. Apos



13

este periodo os filmes foram formados em placas de poliestireno com
evaporacao do solvente a temperatura ambiente.

4.3.2 Exposigcdo das amostras ao calor
Primeiramente as amostras de PIS na forma de p6 foram pesadas e

expostas ao calor no forno tubular por periodos de 1, 2 e 3 horas em
temperaturas constantes de 100, 150 e 200°C. ApGs esta etapa as amostras
foram resfriadas a temperatura ambiente, pesadas novamente para se ter um
controle preliminar de perda de massa e reservadas para posterior analise de
IV e TGA. Este mesmo procedimento foi feito com os filmes da PIS.

4.3.3 Recolhimento dos volateis
Para analise de volateis, montou-se um sistema de recolhimento de

gases em uma cela com janelas de KBr. A amostra foi exposta ao calor no
forno tubular em um regime de rampa de aquecimento onde era aquecida a
uma taxa de 10°C/min e recolhido nas temperaturas de 100, 200, 250, 300, 350
e 400°C.Os volateis foram sendo recolhidos na cela com ajuda de um fluxo
minimo de nitrogénio. A saida do forno foi anexado um pequeno recipiente com
agente secante no intuito de se retirar vapor de agua presente no arraste. Apos
cada temperatura desejada ser atingida o forno se mantinha em espera por 10
minutos e iniciava um novo degrau de aquecimento. O sélido restante apds o

término da rampa foi guardado para analises posteriores de IV e CNHS.

4.4 Analise das amostras
4.4.1 Solidos

As analises de IV das amostras na forma de p6 foram feitas em pastilhas
de KBr. Os filmes foram avaliados no infravermelho pela técnica de

transmitancia.

Baseado nos resultados de infravermelho e por comparacdo com a PIS
nao exposta ao calor, foram avaliadas em que condi¢cbes aconteceram

mudancas mais significativas na cadeia polimérica da PIS. As amostras
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submetidas a essas condigbes de maior interesse foram avaliadas por TGA,
obtendo-se informacdes sobre a perda de massa, energia de ativacdo e
mecanismo de degradacéo.

O método do CNHS foi aplicado a amostras expostas as mesmas
condi¢cbes estudadas no TGA e no residuo solido remanescente das analises
de volateis.

4.4.2 Volateis
Os volateis recolhidos em cada temperatura desejada foram levados

para imediata analise de infravermelho enquanto o forno mantinha a

temperatura constante antes de um novo de grau da rampa de aquecimento.

4.4.3 Célculos Cinéticos

4.4.3.1 Método de ozawa
A energia de ativacdo em cada etapa da degradacao térmica foi obtida

através da relacdo entre a velocidade de varredura (aquecimento) e a
temperatura utilizando-se a equacao de Arrhenius como base (Equacdes 1-3),
onde A é o fator pré-exponencial, R a constante dos gases, T a temperatura e
Ea. a energia de ativacao aparente. Conforme a Eq. 2, k(T) € funcdo de o e por
sua vez, o depende da raz&o entre as massas de acordo com a Eq. 3, onde w;,
W e W. Sao as massas inicial, no tempo t e no tempo infinito,

respectivamente.??2

EX = k). £ )

dat
Ea

I} =4.e’T ()

wi —wt

Wi — weo (3)

o =
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Na forma logaritmica, o gréfico de [-In(1-a)] versus 1/T € linear e o

coeficiente angular corresponde a E, ja que T e R sdo conhecidos

4.4.3.2 Método de Coats-Redfern
O método de Coats-Redfern oferece um processo alternativo para se

obter a energia de ativacao a partir de uma curva de TGA da amostra utilizando

apenas uma velocidade de varredura.

Utilizando a equacéo (4), onde g(a) € uma funcdo em dependencia do
mecanismo especifico da reagédo e B a velocidade de aquecimento, podemos
obter um grafico de In g(a)/T2 versus 1/RT e a partir dele obter a energia de
ativacdo para o processo degradativo da amostra. Na equacdo de Coats-
Redfern o termo g(o) € variavel de acordo com o mecanismo de degradacao

proposto.

Para o caso deste estudo, consideramos 0 mecanismo de degradacao

como de 12 ordem, onde g(o) é dado pela equacéo (5).%

g{ex) AR Ea

]H—T: = ]nm_ﬁ (4)

g(e) =-In (1- o))" ()

Onde para um modelo de ordem de reacdo de primeira ordem temos n=1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Filmes
O filme se formou adequadamente mostrando que o pH utilizado foi

adequado para a abertura da estrutura polipeptidica , facilitando a interacao da
proteina com o solvente e ajudando a boa formacao do filme.

Apesar dos filmes da PIS terem sido preparados no pH=10, descrito pela
literatura como o ponto onde a estrutura da cadeia se abre e facilita a formacéo
dos mesmos, eles se apresentaram quebradicos e com uma cor amarelada.
Como a intencdo em sua preparacdo era facilitar o trabalho de analise
diminuindo a quantidade de agua presente na amostra e agilizando a obtencao
de espectros, ndo foram adicionados plastificantes aos mesmos para nao

modificar as caracteristicas proprias da PIS.

5.2 Exposicdo das amostras ao calor
Apoés a exposicao de todas as amostras ao calor, pode-se observar uma

clara mudanca fisica, nas amostras que foram submetidas a temperaturas
maiores de 100°C a proteina se tornou mais escura de acordo com o
aquecimento e sua solubilidade diminuiu drasticamente. A alteracfes
apresentadas nas amostras submetidas a 150 e 200°C possivelmente estao

relacionadas a perda de agua e quebras de ligacoes fracas.

As massas das amostras antes e apds a exposicdo ao calor podem ser
conferidas nas Tabelas 2-3. De uma forma geral é possivel observar perda de
massa em todos 0s processos e temperaturas avaliadas tendendo ao aumento
da perda de massa com o tempo de exposicdo e temperatura , sendo que a
perda é consideravelmente maior na temperatura de 200°C e tempo de 3 horas
de exposicdo. Também é interessante destacar que as amostras na forma de
filme perderam significativamente mais massa do que as amostras em po,
provavelmente pela amostra ter menor massa e assim ter uma conducgéo de

calor mais efetiva.
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Tabela 2: Variagdo de massa das amostras de PIS em po.

Massainicial (8) Massafsinal (g) Perda de Tempo (h) Temperatura (°C)
massa (%)
0,2038 0,1930 5,30 1 100
0,2373 0,2342 1,31 2 100
0,2005 0,1953 2,59 3 100
0,2010 0,1976 1,69 1 150
0,2058 0,2019 1,90 2 150
0,2006 0,1930 3,79 3 150
0,2083 0,1888 9,36 1 200
0,2006 0,1667 16,90 2 200
0,2008 0,1741 13,30 3 200

Tabela 3: Variacdo de massa das amostras de PIS na forma de filmes (1%).

Massainicial (8) Massafinal (g) Perda de Tempo (h) Temperatura (°C)
massa (%)
0,0114 0,0097 14,91 1 100
0,0175 0,0155 11,43 2 100
0,0073 0,0048 34,25 3 100
0,0126 0,0104 17,46 1 150
0,0127 0,0060 52,76 2 150
0,0088 0,0071 19,32 3 150
0,0222 0,0124 44,14 1 200
0,0303 0,0157 48,18 2 200

0,0727 0,0131 81,98 3 200
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5.3 Andlise das amostras

5.3.1 Infravermelho dos Sélidos
Todas as amostras expostas ao calor, foram analisadas por

infravermelho, sendo que as mudangas mais relevantes aconteceram nas

amostras submetidas ao calor por 3 horas, especialmente a 200°C.

Todas as amostras apresentaram alteracdes em seus espectros, mesmo
sem a temperatura de exposicao atingir a temperatura de maxima degradacéao
da PIS, em torno de 290°C."

Os principais espectros de infravermelho obtidos para as amostras

analisadas sdo mostrados nas figuras 4 e 5.

——100°C
——150°c
—200°c

Transmitancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

ntimero de onda (cm™)

Figura 4: Espectro de infravermelho do filme de PSI exposto ao calor por 3 horas.

Como pode ser observado nas figuras, o padrdo dos espectros €
semelhante para as analises feitas com pé e com o filme, porém um pegueno
deslocamento nas bandas entre os dois espectros acontece porque no filme as
moléculas estdo em uma estrutura mais rigida. Observa-se também, na figura

5, que os espectros das amostras granuladas apresentam ruidos.
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—— 100°c
- —— 150 °c
1 — 200 °c

Transmitancia

3300
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NUmero de onda (cm™)

Figura 5: Espectro de infravermelho da PSl em p6 exposto ao calor por 3 horas.

Os espectros mostram que em todas as amostras houve uma mudanca
nas regifes proximas de 1080 cm™, 1240 cm™ e na regido de 3300 cm™. A
banda em 3300 cm™ é muito larga na amostra em po, provavelmente porque
nessas condi¢cdes a amostra tem mais agua adsorvida favorecendo interacées
via ligacdes de hidrogénio, para os filmes esta banda esta mais bem definida,
havendo portanto uma melhor definicdo dos grupos O-H e N-H. Em algumas
amostras as bandas também aparecem um pouco deslocadas com o0 aumento
da temperatura, sugerindo uma possivel transicao da cadeia polipeptidica de a

para B.%

E provavel que a diminuicéo da intensidade da banda por volta de 1240
cm? se deva a quebra das primeiras ligagdes C-N na cadeia de alguns
aminoécidos, indicando a degradacdo da proteina. As bandas na regido de
1080 se devem a distorcdes em ligacdes de C—OH® e sdo mais intensas nos
filmes devido a presenca de meio basico. Em todas as amostras essas
modificacbes mostram que nas temperaturas consideradas ja ocorreu

degradacao do material.
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5.3.2 Infravermelho dos Voléateis
Foram realizadas ainda analises dos volateis provenientes da exposi¢édo

térmica da PIS. A cada intervalo de 100°C os volateis foram recolhidos,
iniciando o recolhimento a 100°C. Em cada degrau da rampa de aquecimento
os volateis foram levados para analise de infravermelho.Os espectros obtidos
estdo na figura 6.

ﬁlh\g’_ﬁw‘,«,]u\l\'«u"u\ml,}‘w/‘q

/MML\MM&/?\ V./r/,\

Transmitancia
1

4 /?K\

1080
1665 1400 1260

. T .
3500 3000 2500 2000 1500 1000

NGmero de onda cm™

Figura 6: Espectros de infravermelho dos volateis recolhidos da PIS.

O espectro de infravermelho apresenta poucas bandas, e também
mostra que o residuo da degradacdo varia pouco conforme o aumento da
temperatura, sendo um sinal de que a degradacédo da proteina comeca antes
de sua principal etapa de perda de massa (vista no TGA). Na regido
compreendida entre 3000 e 3500 sdo observadas bandas tipicas de agua,
aminas e C-H. Algumas das mesmas bandas observadas no infravermelho de
sélidos podem ser observadas para os volateis, como na regido das ligacdes
C-N em 1260, das carbonilas em 1665 e C-OH em 1080. Uma das principais
modificacdes do espectro é a referente a banda na regido de 1400, banda esta
gue pode ser associada a -(CHa),-. O residuo sélido obtido apds a exposi¢ao
da PIS a temperatura de 400°C foi analisado por IV (Figura 7) e CHNS (Tabela
4).
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Figura 7: Espectro da PIS aquecida até 400°C
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Figura 8: Espectro da proteina ndo aquecida

Comparando-se 0s espectros de IV da PIS sem aquecimento e
submetida a 400°C (Figura 7-8) foram observadas diferencas importantes. Por
exemplo, a maioria de seus grupos funcionais ja foram degradados deixando
apenas grupos relacionados a ligacbes C-C, bandas fracas relativas a C-N,
além da banda C=0. As bandas de aminas e agua nao estao mais presentes

mostrando a degradacao da estrutura protéica.

5.3.3 Analise de CNH-S
Para a analise de CHN-S foram enviadas cerca de 0,4 mg da PIS com

diferentes estagios de pré-aquecimento. A tabela 4 relaciona as amostras e 0s

resultados obtidos.
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Tabela 4: Analise de CHN de algumas amostras estudadas.

Amostra Temperatura N(%) C(%) H(%)
0 Sem 13,6 47,4 6,4
aguecimento
1 2 horas — 150°C 13,0 45,6 6,3
2 3 horas — 200°C 13,1 47,6 5,5
3 Residuo voléateis 10,5 60,5 2,7
- 400°

As amostras analisadas cobrem bem toda a faixa de aquecimento
utilizada e mostram como a composicdo, principalmente em relacdo a
guantidade de carbono, varia com o aquecimento.

Os resultados apresentados mostram que a quantidade de carbono
cresce nas amostras com maior degradacao.Estes dados estdo de acordo com
o fato de que as ligagbes C-N, C-H tem menor energia de dissociacao (Tabela
1) e sdo as primeiras a serem quebradas no processo degradativo.

A pequena alteracdo entre as amostras 0 e 1 podem indicar que nesta
temperatura ndo houve uma mudanca significativa na estrutura da proteina,
além de que pode ter ocorrido a formacao de 6xidos, uma vez que a atmosfera

nao era inerte para este sistema.

5.3.4 Termogravimetria
Algumas amostras foram analisadas por TGA para se identificar

parametros como as temperaturas de maior perda de massa, uma comparagao
entre a massa residual de cada sistema, as etapas da degradacédo e possibilitar
célculos das energias de ativacdo associadas com o processo de degradacédo

térmica.

Estas andlises foram realizadas em experimentos ndo isotérmicos com

variacdo de 25° a 600°, e velocidades entre 5 e 40°c/min.

Para esta etapa do estudo foi dada énfase as amostras da PIS como
filme devido ao menor teor de agua presente no sistema, possibilitando uma

melhor comparacao entre as etapas de perda de massa das amostras.
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A Figura 9 exemplifica bem o padrédo de mudangas nas curvas com a

variacao dos parametros experimentais.

Pode-se observar que a primeira etapa de perda de massa, atribuida a
perda de 4gua, é muito mais discreta nas amostras previamente expostas ao
calor. A perda de massa devido a degradacdo da proteina também é muito
mais proeminente na amostra pura, enquanto nas amostras expostas ao calor
a massa residual chega a 55% ( 3 horas a 200°C) a amostra sem aquecimento

nao ultrapassa 25%.

100

80

60

TG/ %

404 Sem aguecimento

| Apés 3h a 150°C
----- Apbs 3h a 200°C

20 1
T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura / ¢

Figura 9: Curvas de TGA das amostras de PIS.

A utilizacdo do método de Coats-Redfern para as curvas acima nos
fornece valores de energia de ativacdo para cada sistema. A Tabela 5 mostra

os valores obtidos.

Tabela 5: Energias de ativacao calculadas pelo método de Coats-Redfern

Amostra Ea (kJ/mol)
Sem aguecimento 295
3 horas 150°C 320
3 horas 200°C 329

Para uma avaliacdo comparativa da estabilidade térmica também foram
obtidas curvas da amostra ndo pré-aquecida, que foi comparada aos resultados
obtidos das amostras expostas ao calor por 3 horas a 150 e 200°C. A analise

destas curvas foram feitas em velocidades variando entre 5 e 30 °C/min.
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Através do método de Ozawa pode-se obter os dados da Ea em funcéo da
perda de massa de cada amostra.

Os dados podem ser mais claramente analisados através de um gréfico
comparativo relacionando a Ea e a perda de massa cada amostra.

—m— Sem aquecimento 14
450 4 —e— 2 horas a 150°C /
1 —A— 3 horas a 200°C /
400
. /
350 ./
_ e
£ 300 /6/
G ]
S 250
] ® A
200 4 \ L /
| A /27'"/ —A
—s— a4
150 - e—32 -
] '/ —a—=n
100 T T T T 1

T T T T T T T
0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7
Fracéo de perda de massa (o)

Figura 10: Variacdo da Ea em funcéo da perda de massa para a PIS.

Analisando-se as curvas da Figura 10 é possivel observar que a PIS
sem tratamento térmico apresenta valores de energia de ativacdo constantes (~
140 kJ mol™) até praticamente 50% da perda de massa (o) . Nesta etapa do
processo de degradacao devem ocorrer perdas de massa relativas aos grupos
protéicos fracamente ligados a estrutura da proteina e/ou ramificacées. A partir
de «=0,45 a energia de ativacdo aumenta consideravelmente devido a cisao de

ligacBes mais fortes da cadeia principal da proteina.

Com o tratamento térmico (3 h a 150°C e 200°C) muitas das estruturas
mais instaveis da proteina, cadeias laterais e agua adsorvida foram
previamente degradadas. Pela analise de TGA observa-se que com a perda de
massa a E,, além de apresentar valores maiores que aqueles para o sistema
sem tratamento, aumenta consideravelmente com o para o sistema pré-
aquecido a 150°C, sugerindo que apds o tratamento o sistema é mais estavel

termicamente. Um comportamento com menor variagdo para os valores da E, é
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observado para o sistema pré-aquecido a 200°C, isso € devido a provavel
guebra das liga¢cdes mais fracas ainda no forno tubular.

Enquanto o valor médio das energias de ativacdo para as amostras com
tratamento térmico é de aproximadamente 175kJ/mol, a amostra sem
aquecimento tem um valor médio de 148kJ/mol. Grande parte desta
estabilidade é creditada a cadeia pelas ligacdes cruzadas entre enxofre que se

formam com o aquecimento.

Os valores altos de Ea (maiores do que 100 kJ/mol) sugerem um
mecanismo ligado as quebras aleatérias das ligacbes fortes da cadeia
polimérica. A variagcdo das energias de ativacdo com o aquecimento do
polimero indicam uma mudancas no mecanismo de degradagdo com a perda
de massa (a), estas mudangas sdo uma consequencia da existencia de muitas

etapas envolvidas no processo.

As curvas da proteina ndo pré-aquecida e da aquecida a 150°C mostram
0 mesmo padréo, sugerindo que os mecanismos de degradacao séo similares
para estes dois sistemas.A curva da proteina aquecida a 200°C mostra uma
caracteristica diferente, provavelmente isso acontece pois parte de sua cadeia
principal ja sofrem cisdo no forno tubular, diminuindo assim a E, de sua

degradacéo.

Os dois métodos de analise mostram valores distintos entre si para as
energias envolvidas no processo, mas sdo coerentes em dizer que a energia
para a degradacao da proteina aumenta com o pré-aquecimento da amostra.
Isso sugere que com o tratamento térmico as amostras foram mais estaveis,
uma vez que precisam de uma maior energia para o processo de degradacéo

acontecer.



26

6 CONCLUSOES

Com o aquecimento foi possivel que as propriedades fisicas da proteina
como coloragéao, solubilidade e composicao foram alteradas para temperaturas
acima de 200°C. Os espectros de infravermelho nao apontem grandes
modificacbes para amostras aquecidas até 200°C, que é a faixa de temperatura
onde ela é amplamente utilizada, indicando que a sua estrutura se mantém

estavel até esta temperatura.

A partir da andlise termogravimétrica foi observado que a estabilidade
térmica da proteina isolada de soja aumenta com o pré-aquecimento ao qual
exposta. Isso € um sinal de que a proteina ndo tem uma mudanca radical em

sua composi¢ao mas provavelmente sim em sua estrutura.

As energias de ativacdo relacionadas a fracdo de perda de massa (o)
para sistemas aquecidos até 150°C tem um mesmo perfil, indicando que estes
sistemas tem um mecanismo de degradacao similar. Ja em 200°C este perfil se
altera, indicando que o mecanismo de degradacao para esta temperatura difere
dos demais estudados e que nesta temperatura uma degradacdo da cadeia

polimérica ocorre ainda no forno tubular.
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