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RESUMO

CESARIO, Cristiane do Carmo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2012. Propriedades técnico-funcionais de proteina isolada de farelo
desengordurado de pinhdo-manso ( Jatropha curcas L. ). Orientador:
Marco Tulio Coelho Silva. Coorientadores: Jane Sélia dos Reis Coimbra e
Paulo Henrique Alves da Silva.

A procura de fontes alternativas para a producdo de biodiesel
encontra como alternativa o Pinh&o-Manso, que apresenta um teor elevado
de 6leo com propriedades suficientes para a producédo desse bicombustivel.
Estudos demonstram que o grdo de Pinhdo-Manso é tOxico e que seus
derivados também podem causar prejuizos a saude. O aproveitamento das
tortas e farelos de Pinhdo-Manso, como ocorre com a soja, geraria
importante renda e contribuiria para viabilizar economicamente a cultura. O
principal componente toxico do Pinhdo-Manso é o Ester de Forbol, soltuvel
em etanol. O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades funcionais de
isolados proteicos preparados a partir de farelos obtidos pela extracdo do
Oleo de améndoas, com hexano ou etanol, e obtidos pela extragdo com
etanol, do Oleo residual de tortas resultantes da prensagem de sementes
inteiras. Observou-se um reduzido indice de solubilidade do isolado
preparado a partir de farelos obtidos pela extracdo do 6leo de améndoas
com etanol, o que contribuiu para seu baixo desempenho como ingrediente
funcional. No entanto todos os isolados apresentaram boa capacidade de
absorcdo de agua e de Oleo, comparaveis ou mesmo superiores as
observadas para os isolados padrbes de caseina e soja. A atividade
espumante e emulsificante, das proteinas oriundas de améndoas
descascadas e desengorduradas com hexano, foi superior aos valores
obtidos para as demais amostras. Em geral, os isolados das sementes e
améndoas de Pinhdo-Manso, apresentaram desempenho consideravelmente
melhor que os isolados padrbes de soja e caseina, demonstrando ser
possivel o aproveitamento destas tortas e farelos em formulacbes de

alimentos.
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ABSTRACT

CESARIO, Cristiane do Carmo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2012. Technical and functional properties of protein isol ates from
jatropha meal ( Jatropha curcas L.). Adviser: Marco Tulio Coelho Silva. Co-
advisers: Jane Sélia dos Reis Coimbra and Paulo Henrique Alves da Silva.

Jatropha, which has a high content of oil with good characteristics for
the production of biofuel, is an alternative source of oil for the production of
biodiesel. Studies have shown that the seeds of jatropha and their derivatives
are toxic, and can cause damage to health. However, use of cakes and
meals of Jatropha in the same way as soybeans meals are used, would
generate significant income and contribute to turn Jatropha a sustainable
economic culture. The most toxic component of Jatropha species are Phorbol
Esteres, which are soluble in ethanol. The objective of this study was to
evaluate the functional properties (solubility, water and oil holding capacity,
foaming and emulsifying activity) of protein isolates prepared from jatropha
meal produced by extracting the oil from dehulled seeds with hexane or
ethanol and extracting with ethanol, the residual oil of whole seeds pre-
pressed cake. Protein isolate prepared by extracting the oil from dehulled
seeds with ethanol showed poor solubility which contributed for its low
performance as a functional ingredient. However, all isolates showed good
water or oil absortion, comparable or even superior to those observed with
standard casein or soy isolates. Foaming and emulsifying activity of proteins
derived from dehulled seeds defatted with hexane was higher than values
obtained for the other samples. Overall performance indicates the possibility

of use of Jatropha protein as funtional ingredient for foods.
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1 INTRODUCAO

Com o advento do Programa Brasileiro de Biodiesel e o0 aumento de
grande demanda por 6leos vegetais, o Pinhdo-Manso (Jatropha curcas L.)
vem sendo divulgado como uma alternativa de matéria-prima para producéo
de biodiesel, pois contém um 6leo com caracteristicas apropriadas para ser
utilizado na fabricacdo deste biocombustivel. Esta escolha se baseia
também na expectativa de que a planta possua alta produtividade de 06leo,
tenha baixo custo de producdo (por ser perene) e seja resistente ao
estresse hidrico, 0 que seria uma vantagem significativa principalmente na
regido semi-arida do pais (BELTRAO, 2006)

As sementes de Pinhdo-Manso sdo altamente toxicas, sendo que a
ingestdo e o uso do 6leo como purgativo de gado causam graves irritacoes
e envenenamentos. Por muito tempo, pensou-se que a toxicidade da planta
era causada pela acdo da lectina curcina, abundante nas sementes.
Entretanto, trabalhos demonstram que a toxicidade se deve principalmente
a presenca de ésteres de forbol, compostos amplamente distribuidos nas
espécies vegetais das familias Euphorbiaceae e Thymelaeceae (EVANS,
1986, FERRARI et.al., 2009). A torta e farelos de Pinhdo-Manso poderiam
servir como alimento para animais e eventualmente para humanos, mas
devido & ineficiéncia dos processos de detoxicacdo, esses produtos in
natura, podem ser utilizados apenas como fertilizantes, por serem ricos em
nitrogénio, fésforo e potassio (OPENSHAW, 2000).

Segundo Moretto & Fett (1998), embora o processo tradicional de
extracdo de Oleos vegetais seja a prensagem, devido ao elevado valor dos
Oleos vegetais, ndo existem fabricas que possam sobreviver sem dispor de
instalacdes de extragdo por solvente.

Embora o hexano seja o solvente padréo para a extragdo de 0leos,
outros solventes foram avaliados como alternativas para a extragao de Oleos
vegetais, por razbes de custo, disponibilidade, toxidez e principalmente
seguranca (OKAMOTO, 1947;RA0 & ARNOLD, 1958; ELDRIDGE, 1969;
SILVA & TURATTI, 1991). O hexano € altamente explosivo, eventualmente
toxico e potencialmente cancerigeno. Além disso, € um derivado de

petréleo, enquanto o etanol é um solvente biorenovavel.



O principal componente toxico presente em Pinhdo-Manso, o éster de
forbol, é solavel em alcoois como o metanol e o etanol (GOEL et al., 2007 )
assim, a utilizacdo do etanol, como solvente, para a extracdo do Oleo
permite obter farelo desengordurado e detoxicado.

A partir do exposto, uma maneira de ampliar o uso das proteinas da
torta e farelos desengordurados de oleaginosas € por meio da
transformacao destes em concentrados e isolados proteicos, definidos pela
legislacao brasileira como produtos proteicos, com, no minimo, (68 e 88) %
de proteina (% N x 6,25) em base seca, respectivamente (BRASIL, 2000),
sendo os de soja 0s Unicos concentrado e isolado classificados pela
legislacdo (GLORIA & REGITANO-d’ARCE, 2000). Esses produtos sao
utilizados como ingredientes nas formulacbes de diversos alimentos
processados, tais como produtos de panificacdo, laticinios e carnes, para
modificar sua qualidade funcional e diminuir custos (MONDOR et al., 2004;
L'HOCINE et al., 2006; SANTOS, 2009). Assim, este trabalho buscou
caracterizar, isolados proteicos obtidos de farelos desengordurados de

Pinhdo-Manso, quanto as suas propriedades tecno-funcionais.

1.1  Objetivo geral

Preparar isolados proteicos de Pinhdo-Manso (Jatropha curcas L.),
provenientes de farelos obtidos da torta e das sementes descascadas
(améndoas) bem como estudar as propriedades tecno-funcionais desses
isolados.

1.1.1 Objetivos especificos

* Preparar a matéria-prima

* Realizar a extracé@o do 0leo residual da torta de Pinhdo-Manso com

etanol.

* Realizar a extracdo do 6leo, das sementes descascadas (améndoas)

de Pinhdo-Manso, com etanol.



* Realizar a extracdo do 6leo, das sementes descascadas (améndoas)

de Pinhdo-Manso, com hexano.

* Preparar isolados proteicos a partir dos farelos obtidos da extragao

do 6leo, com hexano ou etanol, das améndoas e torta.

* Realizar andlises quimicas de caracterizacdo (teor de umidade,
proteina bruta, matéria graxa, cinzas e de carboidratos) nos isolados

e améndoas de Pinhdo-Manso.
» Realizar o fracionamento das proteinas presente em Pinhdo-Manso.

* Realizar testes para caracterizacao da funcionalidade tecnélogica
dos isolados proteicos (solubilidade, capacidade de absorcéo e
retencdo de agua, capacidade de absorcao e retengdo de 0Oleo,
propriedades espumantes e propriedades emulsificantes).

* Determinar a composicdo em aminoacidos das améndoas e dos

farelos de Pinhdo-Manso.

» Determinar o teor de éster de forbol presente nos isolados e
semente de Pinhdo-Manso por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pinhdo-Manso (Jatropha curcas L.).

A pesquisa de espécies de plantas que podem ser utilizadas para
fornecer combustiveis alternativos (biodiesel) tem atraido muitos cientistas
nos ultimos anos, principalmente pelo seu papel chave no desenvolvimento
sustentavel. As sementes de Pinhdo-Manso contém um o6leo com
caracteristicas apropriadas para ser utilizado na fabricacdo de biodiesel e
com composi¢cdo em acidos graxos semelhante a dos o6leos usados para
alimentacdo humana (GUBITZ et al.,1998; FERRARI et al., 2009).

A Tabela 1 contém a composicdo percentual em acidos graxos dos

Oleos de algumas oleaginosas.



Tabela 1- Composicdo percentual (g/100g) em &acidos graxos dos

Oleos de algumas oleaginosas.

Acido Graxo Oleaginosa
Pinh@o Manso Soja Algodao
Miristico 0,2 0,1
Palmitico 13,3 12,0 13,7
Palmitoléico 08 0,1 0,2
Estearico 6.4 42 20
Oleico 41,2 17,5 33,5
Linoléico 36,5 55,2 480
Linolénico 03 7,7 08

Fonte: BICUDO et al., 2007

A partir do exposto verifica-se o elevado conteddo dos acidos
graxos, oleico e linoleico, presentes em Pinhdo-Manso, superiores ou até
mesmo similares ao observado para os 6leos de soja e algodao.

A espécie Jatropha curcas L., pertence a familia Euphorbiaceae, é
amplamente distribuida em areas tropicais e subtropicais. A produtividade é
de (1.340 a 2.000) kg . ha ™, com potencial para atingir 8000 kg . ha™,
dependendo do teor de 6leo na planta (30 a 50) % e da tecnologia de
producdo adotada (MARQUES, 2007; FERRARI et al., 2009 ).

Cada semente € composta, em média, por 60 % de améndoa e 40 %
de casca (FLORES, 2004). A tabela 2 retne dados de diferentes autores,

referente & composicao centesimal de améndoas de Pinhdo-Manso.

Tabela 2 — Composicéo centesimal de améndoas de Pinhdo-Manso

Componentes (% m/m)
Lipideos Proteinas Umidade Referéncia
56,7 (+1,75) 25,6 (£2,15) 4,12 ((+0,58) Makkar et al., 1997
56,2 (+0,83) 32,5 (%1,12) 4,6 (x0,08) Martinez-Herrera et al., 2006
52,5 (+6,3) 26,85 (+1,8) 7,63 (x0,7) Ferrari et al., 2009

O Pinhdo-Manso (Jatropha curcas L.), conhecido também como

Pinhdo do Paraguali,

purgueira, pinha de purga e grao-de-maluco,



pertencente ao género Jatropha, que contém 160 espécies,
aproximadamente, herbaceas e arbustivas, apresentam valor medicinal,
ornamental e algumas s&do produtoras de dleo (ALVES et al., 2008). E um
arbusto de crescimento consideravel, possuindo altura de dois a trés metros,
chegando até os cinco metros de comprimento quando submetido a
condi¢cBes especiais de cultivo. As folhas sdo verdes esparsas e brilhantes,
largas e alternadas (CORTESAO, 1956; BRASIL, 1985; MAIA et al., 2011)

O Pinhdo-Manso é um arbusto com flores pequenas, amarelo-
esverdeadas e o fruto € uma capsula com trés sementes escuras e lisas
(Figura 1) (MARTINS, et al., 2008).

Fonte: plantabio.com (2012)

Para Purcino e Drummond (1986) o Pinhdo-Manso é uma planta que
além de perene e de facil cultivo, apresenta boa conservacdo da semente
colhida, podendo se tornar grande produtora de matéria prima como fonte
opcional de combustivel.

O interesse no conhecimento agrondmico da cultura é cada vez
maior, visando a selecéo e o aprimoramento de variedades mais produtivas
e economicamente viaveis, principalmente devido ao alto potencial na
producdo de O6leo para fabricar o biodiesel (CARNIELLI, 2003; NUNES,
2007; ALVES et al., 2008).

Dentro desse contexto, sabe-se pouco sobre caracteristicas

agrondmicas deste cultivar, entretanto, a literatura traz relatos promissores



de sua capacidade produtora de Oleo, em determinadas condi¢cdes de
cultivo. E uma cultura sem variedade ou cultivar definido, existindo apenas
acessos originados de diversas partes do mundo que apresentam grande
variabilidade genética, provocando a geracao de individuos com habito de
crescimento diferenciado, produtividade desuniforme e producdo de frutos
com teor de Oleo heterogéneo (LIMA et al., 2011). Assim, encontram-se
sementes de pinhdo, com peso entre 0,551 a 0,797 g, podendo apresentar,
dependendo da variedade e dos tratos culturais, etc, de 33,7 a 45 % de
casca e de 55 a 66 % de améndoa. Segundo Silveira (1934), cada semente
pode conter de 27,90 a 37,33 % de 6leo e na améndoa se encontra de 52,54
a 61,72% de Oleo. O Oleo de Pinhdo-Manso esta presente principalmente na
améndoa dos frutos. Cada fruto pesa aproximadamente 0,75g e a améndoa
representa cerca de 65% da massa total do mesmo(MAKKAR et al., 1998).

A distribuicdo geografica do Pinhdo-Manso € bastante vasta, devido
principalmente a seu carater rastico e resisténcia a longas estiagens, sendo
mais facilmente adaptavel as adversidades de solo e clima. Essa espécie
ocorre espontaneamente desde o Maranhao até o Parana, mesmo em areas
de solos arenosos e pouco férteis. A planta € consideravelmente resistente a
seca e cresce rapidamente em regifes de clima quente. E encontrado em
quase todas as regides intertropicais, estendendo-se sua ocorréncia a
Ameérica Central, india, Filipinas e Timor, até mesmo as zonas temperadas,
em menor propor¢do (CORTESAO, 1956; PEIXOTO, 1973; BRASIL, 1985;
ALVES et al., 2008).

2.1.1 Potencial do Pinhdo-Manso ( Jatropha curcas L.) como fonte

proteica.

Proteinas sdo polimeros constituidos de alguns dos 21 diferentes
aminoacidos interligados por ligacbes pepitidicas (ARAUJO, 2011). S&o
moléculas complexas que podem representar mais de 50% do peso seco
das células (FENNEMA, 2010).

No que se refere ao Pinhdo-Manso, a composi¢ao da torta e farelo,
pode variar em funcdo do modo de extracdo do Oleo (prensa mecanica ou

extracdo com solvente) e ainda se o grao for previamente descascado.
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Estudos sobre a composicdo da torta de Pinhdo-Manso
demonstraram que o teor de proteina da torta parcialmente desengordurada,
proveniente de prensagem, € de cerca de 46%, enquanto que na torta
totalmente desengordurada (por solvente) varia entre 48% e (56 - 61)%
(PANIGRAHI et al., 1984; ADERIBIGBE et al., 1997; GONCALVES et al.,
2009).

Também é importante destacar os estudos de Ferrari et al. (2009), em
que avaliou-se a composicdo quimica e de constituintes toxicos de sementes
de Pinh&o-Manso de diferentes origens tendo como resultado um valor
médio de 16% de proteina entre as amostras teste e Goel et al. (2007), que
analisaram o0s constituintes nutritivos potencialmente téxicos de Pinhao-
Manso de diferentes localizagbes, com caracteristicas climaticas distintas e
encontraram teores proteicos, nas sementes, variando de 19,0 a 31,1 %.

Considerando a abordagem anterior, a torta resultante da extracao
do Oleo apresenta conteudo proteico potencialmente utilizavel como
ingrediente de racdo animal e para industria de alimentos, no entanto, sua
utilizacdo atual limita-se a producdo energética, dado sua alta toxidez.
Desta forma, fazem-se necessarios, trabalhos como este, que envolvam o
estudo de técnicas de desintoxicacdo dos produtos oriundos de Pinhéo-
Manso, a fim de tornar a producao e utilizacao deste cultivar cada vez mais

viavel.

2.1.2 Potencial do Pinhdo-Manso (Jatropha curcas L. ) como fonte de

lipideos.

Lipidios sdo um grupo heterogéneo de substancias, de origem
vegetal, animal ou mesmo microbiana, cuja caracteristica comum €& ser
insolivel ou pouco solivel em agua e soluvel em solventes organicos,
apresentando, portanto, escassa polaridade. Os Lipideos desempenham um
papel importante na qualidade dos alimentos, pois contribuem com atributos
como textura, sabor, nutricdo e densidade calérica (FENNEMA, 2010).

As propriedades fisicas de 6leos e gorduras dependem da estrutura e
distribuicdo dos acidos graxos (CASTRO et al., 2004). Os 6leos e gorduras

diferenciam-se pela proporcdo de grupos acila saturados e insaturados
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presentes nos triacilgliceréis (MORETTO & FETT, 1998). A resolugdo n° 270
da ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) define a temperatura
de 25 °C como limite inferior para o ponto de fusdo das gorduras,
classificando como 6leo quando o ponto de fusdo encontra-se abaixo dessa
temperatura (BRASIL, 2005).

Os teores de lipideos presentes nas sementes de Pinhdo-Manso séo
variaveis, condicionados principalmente a técnicas de cultivo.

Ferrari et al. (2009) avaliaram a composicdo quimica e de
constituintes téxicos de acessos de Pinhdo-Manso de diferentes origens e
determinaram ser o 6leo o constituinte mais variavel, em concentragdo, com
amostras variando de 10 a 40 %. Também foi verificado por estes autores
que o 6leo de Pinhdo- Manso é composto, em sua maioria, de acidos graxos
insaturados, sendo predominantes os monoinsaturados com 45,4 %, seguido
dos poli-insaturados com 33 % e os saturados com 21,6 %.

Martinez-Herrera e colaboradores (2006) estudaram a composicao
quimica, e constituintes toxicos / antinutricionais em acessos de Pinhao-
Manso originarios do México e encontraram amostras com teor de lipideos
entre 55,2 e 57,7 %, sendo os acidos oleico e linoleico predominantes. Ja
Goel, et al. (2007) analisaram 0s constituintes nutritivos potencialmente
toxicos de Pinhdo-Manso de diferentes procedéncias e encontraram valores
para lipideos de 43 a 59 %, sendo as amostras de diferentes origens, com
caracteristicas climaticas distintas.

Vale ressaltar aqui o elevado contetudo de lipideos encontrado em
Pinhdo-Manso, ou seja, seus altos indices de produtividade de Oleo
colocam-no entre as principais oleaginosas potencialmente utilizaveis para a

producdo de biocombustiveis.

2.1.3 Pinhdo-Manso ( Jatropha Curcas L .) como alternativa aos

combustiveis fosseis.

O processo mais primitivo de obtencdo de 6leos e gorduras vegetais
consiste no aquecimento e hidratagdo da matéria-prima que permite a
coagulacdo de proteinas e carboidratos, levando a separacdo do 6leo ou

gordura derretidos. Outra técnica baseia-se na extragcao por prensagem, que
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consiste em "espremer" a matéria-prima para que a separacao do 6leo ou
gordura aconteca. A prensagem é rotineiramente utilizada para extracdo de
materiais com altos teores de Oleos ou gorduras ou com alto teor de
umidade. Ha ainda a extracao por solvente, na qual o material a ser extraido
€ moido e submetido ao contato de um solvente. O éleo é dissolvido no
solvente e a solugdo € separada do residuo ndo gorduroso (farelo) por
decantacdo. Pela repeticdo desse processo, pode-se extrair quase que a
totalidade do 6leo presente na semente ou na torta resultante da prensagem,
obtendo-se com isso, farelos com teores de Oleo residuais da ordem de 0,5
%. Ao final, a mistura solvente / 6leo é destilada, obtendo assim o 6leo bruto
e recuperando o solvente que podera ser reutilizado em novas extracoes.

O farelo desengordurado resultante, contendo menos de 1% de 6leo é
submetido a moagem e usado na preparacdo de racdes para animais e,
eventualmente, no caso da soja, para a alimentagdo humana.

De acordo com Moretto e Fett (1998), a industrializacdo das sementes
oleaginosas divide-se em duas partes importantes, a producéo de 6leo bruto,
de torta ou farelo residuais e a refinacdo dos 6leos brutos produzidos. A
eficiéncia do processo depende das técnicas e recursos utilizados. De modo
geral, o processamento para extracdo de Oleos e gorduras vegetais € 0
mesmo para as diferentes matérias-primas (palma, colza, soja, girassol,
oliva, milho, etc.). As diferencas na preparacdo do material a ser extraido
séo devidas as diferencas de forma, tamanho, textura e umidade da matéria
prima.

A Figura 2 mostra o fluxograma basico da extracéo de Oleos vegetais.



Oleaginosa Integral

Limpeza
(Retirada impurezas)
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Oleo Bruto
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Refinacao Extracdo por
I I Solvente

Oleo Recuperagao Farelo
Bruto do solvente v

Adubo,
Alimentagao

Figura 2 — Fluxograma extracao de 6leos vegetais
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Os fatores ambientais e a elevacdo dos precos do petroleo favorecem
a expansdo do mercado de produtos combustiveis derivados da biomassa
no mundo todo, predominando o etanol, para uso em automdveis, e
biodiesel, para caminhdes, ©Onibus, tratores, transportes maritimos,
aguaviarios e em motores estacionarios para a producédo de energia elétrica,
nos quais o 6leo diesel é o combustivel mais utilizado.

Recentemente, a imprensa brasileira divulgou novos investimentos
em desenvolvimento de sementes hibridas de Pinhdo-Manso para a
producdo de biodiesel e querosene de aviacdo (FOLHA, 2012). Entretanto,
nos ultimos anos, o Oleo de soja tem sido a principal matéria-prima para a
producéo de biodiesel (B100). Foram consumidos cerca de dois milhdes m*
ao longo de 2010 (ANP, 2011). O Grafico 1 demonstra a evolugdo mensal da
participacdo de diferentes matérias-primas na producdo do biodiesel em
2010.

]

I 4

100 4

50 4

jan few mar abr mai jun jul g0 et out naw dez

I (e de soja . Gho
(e de algodio Outrasmakrias-prima

Grafico 1 - Matérias-primas utilizadas na producdo mensal de
biodiesel (B100) — 2010

Fonte: ANP/SPP, conforme Resolugédo ANP n° 17/2004.

lQutras matérias-primas: 6leos de palma, amendoim , girassol,
sésamo e nabo forrageiro, 6leos e gorduras residuais.

Vale ressaltar que, enquanto a soja produz cerca de 500 kg 6leo / ha,

o Pinhdo-Manso tem potencial para producéo de 1500 kg 6leo /ha (MAKKAR
et al., 1998). Visto assim, percebe-se a necessidade de estudos
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agrondmicos para o Pinhdo-Manso, afim de “domestica-lo” ou seja, torna-lo
cultivavel por produtores diversos.

Nesse sentido, o cultivo de diferentes oleaginosas tem sido
preconizado nos Uultimos anos, em virtude da necessidade de novas
alternativas energéticas que garantam a diversificacdo de culturas evitando

assim a sobrecarga de um ou outro cultivar.

2.1.4 Componentes toxicos presentes em Pinhdao-Manso (Jatropha

curcas L.)

A avaliagao do valor nutricional de determinados alimentos depende,
principalmente, dos nutrientes presentes e da disponibilidade biolégica dos
mesmos. Neste sentido € importante verificar a presenca de fatores
antinutricionais que consiste em substancias com capacidade de alterar as
possibilidades de aproveitamento dos nutrientes contidos nos alimentos.

Os fatores antinutricionais podem ser amplamente divididos em quatro
grupos: Taninos e lectinas; Fatores que agem na utilizacdo dos minerais dos
guais inclui os fitatos, oxalatos e glicosilatos; Antivitaminas; Substancias
mistas, como as micotoxinas, mimosina, cianogénicos, nitrato, alcaldides,
agentes fotossensibilizantes, fitoestrogénios e saponinas. Esses fatores
também podem ser classificados de acordo com sua aptiddo em resistir aos
processamentos térmicos de desativacdo. Os fatores termolabeis, séo
desativados na presenca de calor, abrangem os inibidores de proteases,
fitatos, lectinas, goitrogénios e antivitaminas. Enquanto que os fatores
termoestaveis, ndo se alteram na presenca de calor, sdo representados
pelas saponinas, polissacarideos ndo amilaceos, proteinas antigénicas,
estrogénios e alguns componentes fendlicos (FRANCIS et al.,, 2001;
FERNANDES, 2010).

Por muito tempo, se pensou que a atividade toxica do Pinhdo-Manso
era causada pela acdo da lectina curcina, abundante nas sementes.
Entretanto, trabalhos tém demonstrado que a toxicidade se deve
principalmente a presenca de ésteres de forbol, compostos amplamente
distribuidos nas espécies vegetais das familias Euphorbiaceae e
Thymelaeceae (EVANS, 1986, FERRARI et.al., 2009). E valido destacar
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ainda que, h4 em grdos de Pinhdo-Manso, uma proteina com potencial
alergénico semelhante a albumina 2S da mamona (MARTINEZ-HERRERA
et al., 2006; MACIEL et al., 2009; GONCALVES et al., 2009).

Esteres de forbol s&o diterpenos tetraciclicos, comumente com
atividade promotora de tumor, simulam a ac&o do diacilglicerol (DAG),
ativador da proteina quinase C, que regula diferentes sinais de vias
transdutoras além de outras atividades metabolicas celulares. A estrutura
dos ésteres de forbol € dependente do esqueleto de carbono tetraciclico
diterpeno conhecido como tigliane (Figua 3), que contém quatro anéis
designados como A, B, C e D.

A hidroxilacdo dessa estrutura em diferentes posicdes permite
inumeras possibilidades de formacéo da ligacédo éster, resultando em uma
variedade de compostos de éster de forbol. O forbol (Figura 3), o diterpeno
pai dos ésteres de forbol, contém cinco grupos hidroxila com reactividade
diferente em relacéo a acilacdo (GOEL et al., 2007).

Figura 3 — Tigliane e Forbol
Fonte: adaptado de GOEL et al., 2007

A curcina, também encontrada em Pinhdo-Manso, € uma proteina
com acdo semelhante a da ricina da mamona, exibindo, in vitro, efeito
inibitério na sintese protéica (FELIX et al., 2008). Por ser uma proteina, essa
toxina é termolabil.

Makkar et al. (1997) afirmam que os ésteres diterpenos sao as
substancias mais téxicas presentes nos graos do Pinhdo-Manso, pois sao
indutoras da formacdo de tumores e de resposta inflamatdria. N&o existem
relatos da existéncia de genodtipos néo-toxicos no Brasil, havendo registros

de sua ocorréncia apenas em regides do México. Esses acessos de origem
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mexicana, caracterizados como “ndo toxicos” ndo contém ésteres de forbol,
mas contém a curcina em concentragdes normais nos graos.

Estudos mostram que os ésteres de forbol ndo podem ser destruidos
apenas utilizando tratamentos térmicos (GONCALVES et al., 2009).

Diversos estudos com seres humanos e com animais, ruminantes
(bovinos e caprinos) ou ndo (camundongos, ratos, frangos, peixes),
demonstraram toxidez dos grédos de Pinhdo-Manso. Os primeiros sinais
observados sao diarréia, dispnéia, desidratacdo e perda de condicdo geral.
Em trabalhos em que foram testadas doses agudas de 2,5g/kg/dia e
cronicas 0,025g/kg/dia de torta durante 14 dias, levaram todos os animais a
morte. (ADAM, 1974; AHMED e ADAM, 1979, LIBERALINO et al., 1988, EL
BADAWI et al., 1992; GONCALVES et al., 2009).

Rakshit et al. (2008), realizaram testes bioldégicos, com racdes
contento farelo de Pinhdo-Manso. Devido & presenca de substancias téxicas
como lecitina e ésteres de forbol, as refeicbes foram submetidas a
tratamentos alcalinos e de calor para destruir o éster de forbol, bem como o
conteudo de lectina. Apds o tratamento, o teor de éster de forbol foi reduzido
até 89% na farinha de sementes inteira e descascadas. Em todos os ratos,
independentemente do tratamento, ocorreu reducdo de apetite
acompanhado por diarreia, atividade motora reduzida, além de atrofia em
orgaos vitais.

Ferrari et al. (2009), pesquisaram a composicdo quimica e toxidade
em acessos de Pinhdo-Manso de diferentes origens e assim como o teor de
Oleo, observou-se grande variacdo no teor de ésteres de forbol, sendo 1,41
mg.g—1 na amostra menos toxica e 8,97 mg.g—1 considerada a mais toxica.
J& Makkar et al. (1998) encontraram 0,11 mg.g—1 de éster de forbol nas
variedades de Pinhdo-Manso consideradas nao toxicas provenientes do

México.

2.2  Propriedades Funcionais de proteinas

De acordo com Fennema (2010), o termo “funcionalidade”, se define
como qualquer propriedade das proteinas, distinta, das nutritivas que

condiciona sua utilidade, refere-se as propriedades fisico-quimicas que
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influenciam no desempenho das proteinas nos sistemas alimentares durante
0 processamento, armazenagem, preparo e consumo. A maior parte das
propriedades funcionais afetam as caracteristicas sensoriais dos alimentos
(especialmente a textura) e também podem ter papel importante em seu
comportamento fisico, ou de seus ingredientes durante o preparo. A
utilizacéo funcional de varias proteinas esta listada na Tabela 3.

Tabela 3 — Propriedades funcionais de proteinas em alimentos e

aplicacoes.
Funcéo Mecanismo  Alimento Fonte
Proteica
1) Solubilidade Hidrofobicidade Bebidas Albuminas do Soro
Ligacdo com agua, Sopas, molho
2) Viscosidade tamanho e forma para salada, Gelatina
hidrodindmicos sobremesas

3) Ligacdo com

Pontes de
hidrogénio,

Salsicha , bife
de hamburguer,

Proteinas da carne,

agua hidratac&o ibnica bolos, paes. proteina de ovo
: RngngaNO € carnes, geis, Proteinas da carne,
S imobilizagcéo de bolos, p
4) Gelatinizacdo . e proteina de ovo,
agua panificacao, . :
- proteinas de leite.
gueijos
Hidrofobicidade,
~ Ligacdo ibnica e Carnes, Proteinas da carne,
5) Coeséo/ A . .
~ Ligacdo de salsichas, proteina do ovo,
Adeséao : . . .
hidrogénio. pastas, assados  proteinas de leite.
LigacBes

6) Elasticidade

hidrofébicas,
ligacdes dissulfeto

Carnes, paes

Proteinas da carne

7) Emulsificacao

Adsorcéo nas
interfaces,
formacao de filme

Salsichas,
almondegas,
sopas, bolos,

molhos

Proteinas da carne
proteina de ovo,
proteinas de leite.

8) Formacéo de
Espuma

Adsorcao nas
interfaces,
formacéao de filme

Sorvetes, bolos,
sobremesas,

Proteina de ovo,
proteinas de leite.

9) Fixacdo de
lipideos e
aroma

Ligacbes
hidrofébicas

Empanados,
produtos de
panificacdo com
baixo teor de
gordura

Proteinas de leite e
ovo, proteinas de
cereais

Fonte: adaptado de Hettiarachchy & Ziegler (1994)



As propriedades fisicas e quimicas que ditam a funcionalidade da
proteina sdo: a sua forma; composicdo e sequéncia de aminoacidos; carga
liquida e sua distribuicéo; relacao hidrofobicidade / hidrofilicidade; estruturas
primaria, secundaria, terciaria e quaternaria; flexibilidade/rigidez. Portanto,
h& uma variagdo enorme em suas propriedades quimica e fisica, sendo
muito dificil predizer a utilizacdo de cada uma com respeito a uma
determinada propriedade funcional (ARAUJO, 2011).

De maneira empirica, as propriedades funcionais das proteinas
podem ser classificadas em trés grandes grupos: (a) propriedade de
hidratacdo (dependente das interacdes proteina - agua), (b) propriedades
relacionadas a superficie proteica (interacbes proteina — proteina), (c)
propriedades hidrodindmicas - reoldgicas. Ao primeiro grupo pertencem
propriedades como absorcdo e retencdo de agua, a humectabilidade é o
inchamento, a adesao, a persabilidade, a solubilidade, e a viscosidade, e
com frequéncia se faz referencia com a propriedade hidrodindmica térmica.
As propriedades do segundo e terceiro grupos se relacionam a processos
como precipitacdo e formacdo de géis, tensdo superficial, emulsdes, e
caracteristicas espumantes das proteinas. Sabe-se muito a respeito das
propriedades fisico-quimicas de varias proteinas alimentares, entretanto,
previsbes das propriedades funcionais a partir de suas propriedades
moleculares ainda ndo foram bem sucedidas. Foram estabelecidas algumas
correlagcdes empiricas, no entanto, testes em sistemas-modelo muitas vezes
nao se processam similarmente ao ocorrente nos sistemas alimentares reais
no qual as proteinas interagem com outros componentes como lipideos,
acucares, polissacarideos, sais e outros componentes menores, 0 que
modifica seu comportamento funcional (FENNEMA, 2010).

Segundo Damodadran (1996) citado por Donadel & Prudencio-
Ferreira (1999), as proteinas sdo moléculas anfifilicas e podem migrar
espontaneamente para uma interface ar - agua ou Oleo - agua. Embora
todas as proteinas sejam anfifilicas, estas diferem significativamente em
suas propriedades de atividade de superficie. Estas diferencas estédo
relacionadas primariamente a diferencas na conformacao das proteinas. Os
principais fatores conformacionais que influem na atividade de superficie das

proteinas sao a estabilidade e flexibilidade da cadeia polipeptidica, facilidade
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de adaptacdo & mudancas no meio e o padrdo de distribuicdo de grupos
hidrofébicos e hidrofilicos na superficie da proteina. Cada aminoacido, que
se encontram incorporados a cadeia polipeptidica, possui uma cadeia lateral
caracteristica, que influencia as propriedades fisico-quimicas e, como
resultado, as propriedades da proteina a qual pertence (ARAUJO, 2011).
Neste sentido, uma mistura de proteinas e outras moléculas, tais
como acucares e sais minerais podem ser utilizados, por exemplo, como
substitutos de gordura em alimentos como requeijdes, molhos para saladas,
sorvetes, maionese, margarinas, etc. Isso é necessario porgue nenhuma
proteina ou combinacdo delas pode fornecer todas as propriedades
funcionais desejaveis em um sistema alimenticio (FENNEMA, 2010), é a
combinacdo entre os diferentes componentes presentes que ditam a

funcionalidade de um alimento.

2.2.1 Solubilidade das proteinas

Araujo (2011) afirma que a solubilidade das proteinas € determinada
por trés fatores principais: grau de hidratacdo, densidade e distribuicdo de
cargas ao longo da cadeia e presenca de substancias n&do-protéicas como
fosfatos, carboidratos e lipideos, que podem apresentar efeito estabilizante.
A insolubilidade completa da proteinas produz um precipitado, mas isto
ocorre somente quando varias molécula do polipeptidio se aproximam de tal
forma, que produzem agregados de proteinas suficientemente grandes para
serem visiveis e centrifugados com baixa for¢ca centrifuga. Além disso, a
distribuicdo de aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos na superficie da
proteina determina a solubilidade em diferentes solventes. Embora grupos
hidrofobicos tendem a estar concentrados no interior das moléculas da
proteina, um numero substancial esta localizado na superficie e em contato
com o solvente.

A solubilidade de uma proteina € a manifestacdo termodinamica do
equilibrio entre a interacdo proteina-proteina e proteina-solvente e esta
relacionada a seu balanco de hidrofilicidade e hidrofobicidade. Assim, sua
composicdo de aminoacidos afeta sua solubilidade. Porém, as

caracteristicas de hidrofobicidade e hidrofilicidade de superficie da proteina
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sdo os fatores mais importantes que afetam suas caracteristicas de
solubilidade, pois é a superficie da proteina que entra em contato com a
agua que esta ao seu redor (DAMODARAN, 1997; DONADEL &
PRUDENCIO-FERREIRA, 1999).

2.2.2 Capacidade absorcéo de agua

A agua é um constituinte essencial dos alimentos. As propriedades
reologicas e de textura dos alimentos dependem da interacdo da agua com
outros constituintes do alimento, em especial com as macromoléculas como
as proteinas e os polissacarideos. As moléculas de agua ligam-se a diversos
grupos nas proteinas. Esses grupos incluem grupos carregados; grupos
peptidicos da cadeia principal, grupos amida da Asparagina e Glutamina;
grupos hidroxilas dos residuos de Serina, Treonina e Tirosina; e residuos
nao-polares. A capacidade da proteina de se ligar a 4gua, também chamada
de capacidade de hidratacdo, é definida como gramas de agua ligada por
grama de proteina (FENNEMA, 2010).

A capacidade das proteinas de ligar-se a agua é importante em
alimentos viscosos, a fim de proporcionar espessamento e COrpo a esses
produtos (SAETAE & SUNTORNSUK, 2011). Também s&o importantes para
o desempenho de outras propriedades funcionais como dispersibilidade,
umectabilidade, solubilidade, gelificacdo, emulsificagdo, formacdo de
espuma, e correlatos.

Fennema (2010) afirma que varios fatores ambientais, como pH, forca
ibnica, temperatura, tipo de sais e conformacdo proteica, influenciam a
capacidade das proteinas de ligar-se a agua. Em geral, as proteinas séo
menos hidratadas em seu pH isoelétrico, no qual o aumento das interacdes
proteina-proteina resulta em uma interagdo minima com a agua. Em
concentracdes elevadas de sal, grande parte da agua presente esta ligada a
ions salinos, resultando em desidratacdo da proteina. Com a elevacédo da
temperatura, em geral, a capacidade das proteinas de liga-se a agua
diminui, isso se deve a reducdo das pontes de hidrogénio e a diminuicao da

hidratacéo dos grupos idnicos.
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Em alimentos, a capacidade de uma proteina reter agua é mais
importante do que a capacidade de ligar-se a agua, pois a ultima refere-se a
capacidade da proteina embeber agua e reté-la contra a forca gravitacional
dentro de uma matriz proteica, como geéis proteicos ou musculo de carne
bovina. Entretanto, estudos demonstram que a capacidade de retencdo de
agua das proteinas esta correlacionada positivamente a capacidade de se
ligar a agua (FENNEMA, 2010).

Saetae & Suntornsuk (2011), estudaram algumas propriedades
técnico-funcionais de isolados de Pinhdo-Manso, incluindo a capacidade
dessas proteinas de ligar-se a agua, e obtiveram resultados superiores aos

encontrados na literatura para albumina sérica e caseina.

2.2.3 Capacidade absorcéao de 6leo

A absorcédo de gordura, de uma proteina, varia em fungdo do nimero
de grupos hidrofobicos expostos (DENCH et al., 1981).

LIN (1974) e Donadel & Prudencio-Ferreira (1999) acreditam que,
provavelmente, as cadeias laterais ndo polares das proteinas tenham
afinidade com as cadeias hidrofébicas da molécula de gordura e contribuam
para a absorcéo de gordura.

A capacidade das proteinas de ligar-se a substancias apolares, como
Oleo, é determinante no que se refere a propriedade de fixagdo de aroma
(SAETAE & SUNTORNSUK, 2011). As proteinas sado inodoras, no entanto,
podem ligar-se a compostos aromaticos e essas interagcdes ocorrem,
principalmente, por interacdes hidrofébicas, assim, qualquer fator que afete
as interacfes hidrofébicas ou a hidrofobicidade de superficie das proteinas
influenciaréo na fixacdo do aroma (FENNEMA, 2010). Assim, a capacidade
de uma proteina absorver gordura apresenta aplicabilidade diversa em

formulacdes alimenticias.

2.2.4 Propriedade Emulsificante

7

Emulsdo é um sistema heterogéneo que consiste em um liquido

imiscivel, completamente difuso em outro, na forma de goticulas com
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didmetro superior a 0,1 micron. A formagdo de uma emulsdo, portanto,
requer energia para manter as goticulas dispersas na fase continua, sendo
intrinsecamente instavel; com o tempo, as goticulas da fase dispersa seréo
atraidas, resultando na separacdo das fases. As forcas envolvidas na
estabilidade da emulsao dependem do balanco das for¢cas associadas com a
interface do 6leo e da agua. Deduz-se, no entanto, que isso €
termodinamicamente desfavoravel e, por esse motivo, tal processo mostra
estabilidade minima, que pode ser aumentada pela adicdo de agentes ativos
de superficie (ARAUJO, 2011).

As proteinas sdo moléculas anfifilicas, migram espontaneamente para
uma interface 6leo-agua (Figura 4). Dessa forma, as proteinas formam uma
pelicula altamente viscoelastica, a qual tem a capacidade de suportar
choques mecanicos durante a estocagem e manipulacdo de alimentos.
Assim, as emulsdes estabilizadas por proteinas sdo mais estaveis do que
aguelas preparadas com surfactantes de baixo peso molecular (FENNEMA,
2010).

Fase die Sleo ou L

I"»—-r"-“h.-r" T 0, U "H ;

Interdace

Fase ole Gleo ou deua

Fon
‘? —— f\ A;l Faé interiace

B
@ A #ua

Figura 4 — Diferenca entre 0 modo de adsor¢cdo de um surfactante de
baixa massa molar (A) e o de uma proteina (B), nas interfaces agua e 6leo.
Fonte: FENNEMA, 2010
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Estudos demonstram que a atividade emulsionante das proteinas de
Pinhdo-Manso cresce com o aumento da solubilidade. Lestaril et al. (2011)
compararam a atividade emulsionante da torta de Pinhdo-Manso com outras
fontes proteicas como Isolado Proteico de Soja e Caseinato de Sodio, em
diferentes valores de pH. Os resultados demonstraram um melhor
desempenho das proteinas oriundas de Pinhdo-Manso, além de uma relacao

direta entre 0 aumento de pH e a atividade emulsionante.

2.2.5 Propriedade Espumante

As espumas consistem de uma fase continua aquosa e uma fase
dispersa gasosa (ar). Muitos alimentos processados sdo produtos do tipo
espuma, como cremes batidos, sorvetes, merengues, paes, musses, etc. Na
maioria desses produtos, as proteinas sdo o0s principais agentes ativos de
superficie que ajudam na formagdo e na estabilidade da fase dispersa
gasosa (FENNEMA, 2010).

Os requisitos basicos para que uma proteina seja um bom agente
formador de espuma baseia-se em sua habilidade de (1) rapidamente
adsorver-se nas interfaces ar-dgua durante a batecdo, (2) sofrer rapida
conformacao e rearranjo nas interfaces, e (3) formar um filme viscoelastico
coesivo por meio da interacdo intermolecular (HETTIARACHCHY, 1994).

Saetae & Suntornsuk (2011), estudaram algumas propriedades
técnico-funcionais de isolados de Pinh&o-Manso, incluindo a atividade
espumante e obtiveram uma relacéo direta positiva entre pH, solubilidade e
atividade espumante, os autores concluiram que, em valores de pH de
menor solubilidade (pH isoelétrico) o material em estudo apresentou menor
atividade espumante, sendo o inverso também verdade. Confirmando a

inter-elagéo existente entre as diversas propriedades funcionais proteicas.

2.3  Fracionamento de Proteinas

De acordo com Flores (2004), as proteinas presentes em sementes
vegetais sdo divididas em trés grandes grupos: a) proteinas estruturais,

responsaveis pela estruturagéo celular; b) proteinas com atividade bioldgica,
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normalmente enzimas; c) proteinas de reserva ou armazenamento, as de
maiores propor¢cdes entre as sementes vegetais, sua funcéo fisiologica é
prover os esqueletos de carbono e nitrogénio utilizados durante a
germinacdo da semente. Osborne (1909), classificou essas proteinas, de
acordo com suas caracteristicas de solubilidade, em albuminas, soltveis em
solugdes aquosas, globulinas, soliveis em solugdes salinas, prolaminas,
soltveis em solucdes alcoolicas e glutelinas soluveis em solucdes alcalinas.
Os solventes utilizados para extrair proteinas, de diferentes sementes
vegetais sdo: agua, solucdo salina neutra, solucdo alcéolica (70-80)% e
solugbes 4&cidas e alcalinas, muito diluidas (OSBORNE, 1909). A
solubilidade das proteinas depende de fatores intrinsecos, como a
composicdo e sequencia de aminoacidos, tamanho e conformacdo das
moléculas, relacao hidrofobicidade / hidrofilicidade (GUERRERO et.al. 2002)
e também de fatores extrinsecos, como tratamento térmico aplicado a
proteina, concentracdo de sais, pH, concentracdo de proteina e interacéo
com outros componentes presentes no meio (LOURENCO 2000), portanto,
sdo necessérias inumeras consideragdes quando se trabalha com proteinas,

independentemente de suas fontes.

2.3.1 Albuminas

As albuminas incluem moléculas que possuem propriedades
funcionais, sendo muitas delas enzimas que metabolizam substancias
armazenadas nas sementes, como por exemplo, as glicosidases e as
proteases. Estas ultimas tem papel importante durante a germinacéo. Outras
proteinas de papel significativo, no que se refere ao sistema de defesa da
planta, sdo os inibidores de tripsina e as lectinas, que também compdem
essa classificacdo. Em grande parte das sementes vegetais, as albuminas
sdo fontes de lisina e aminoacidos sulfurados, principalmente metionina
(FLORES, 2004).

As proteinas das leguminosas de maior propor¢ao sao principalmente
albuminas e globulinas (VILLALVA, 2008).
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2.3.2 Globulinas

A diversidade e, principalmente, a importancia econOomica de
leguminosas e culturas de grdos tém levado ao intenso progresso no
desenvolvimento de pesquisas sobre proteinas de armazenamento em
sementes de diferentes géneros (LUIZ, 2006). Dentre as proteinas vegetais
mais estudadas estdo as globulinas que s&o encontradas em maior
proporcao e contribuem tanto para a qualidade nutricional dos grdos como
para suas propriedades funcionais.

Essas proteinas podem ser classificadas por seu coeficiente de
sedimentacdo em dois grupos: Globulinas 7S ou vicilinas e Globulinas 11S
ou leguminas. As Globulinas 7S sédo proteinas trimeéricas deficientes em
aminoacidos sulfurados, com pesos moleculares de 150 a 190 kDa. As
Globulinas 11S sao proteinas complexas que consistem em seis
subunidades, cada uma composta por dois polipeptidios, um de ponto
isoelétrico acido e outro de ponto isoelétrico alcalino, unidos por uma ligacéo
dissulfeto, com peso molecular variando de 50 a 60 kDa, dependendo da
fonte botanica. As globulinas contém grandes quantidades de acido
glutdmico, aspartico, leucina e aminoacidos basicos (FLORES, 2004).

2.3.3 Prolaminas

Constituem a fracdo proteica mais abundante em cereais como trigo e
milho, sdo conhecidas por sua solubilidade em solugdes alcoolicas e
também pelo elevado nivel de prolina e glutamina. Em analises
eletroforéticas, da forma nativa, € possivel observar uma mistura complexa
de polipeptideos de aproximadamente 50 componentes (FLORES, 2004).
Em trigo é chamada de gliadina, que pela acdo mecéanica durante a
panificacdo, interage com a glutenina, uma glutelina também naturalmente
presente em cerais, formando o gluten, enquanto a gliadina (composta pelos
aminoacidos sulfurados, cistina e cisteina) € uma proteina bastante
extensivel mas pouco elastica, a glutenina é o polimero responsavel pela
elasticidade da estrutura (LACERDA, 2008).
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2.3.4 Glutelinas

As glutelinas mais estudadas sdo as de trigo, que possuem um
intervalo de peso molecular de centenas de milhares de kDa. Sao agregados
proteicos insoliveis em alcool e estabilizadas por ligacdes dissulfeto,
contudo, glutelinas sdo um grupo de prolaminas, que, quando dissociadas,
as unidades se tornam solUveis em alcool (FLORES, 2004).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento Experimental

O Fluxograma da Figura 5 descreve as etapas de desenvolvimento

deste trabalho.
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Sementes de

Pinhdao-Manso

Farelo
Descascado e
Desengordurado
com Eter de
Petrdleo

N\

Descascado e
Desengordurado
com Hexano

ISOLADO

Curva de Solubilidade
(pH 2,0-9,0)
Fracionamento
(Segundo OSBORNE)

Caracterizacao
(Eletroforese)

Composicao Centesimal
Composicao em Aminoacidos
Esteres de Forbol.

Farelo
Prensado e
Desengordurado
com Etanol

Farelo
Descascado e
Desengordurado
com Etanol

ISOLADO ISOLADO
N

Curva de Solubilidade
(pH 2,0-9,0)
Propriedades Técnico-Funcionais
(CAA, CAO, AE, AEm)
Esteres de Forbol

Figura 5 — Fluxograma de descricdo do delineamento experimental

3.2 Obtencéo e preparo das amostras

As sementes de Pinh&o-Manso (Jatropha curca L.), utilizadas, foram

provenientes de uma pequena plantacdo, pertencente ao Sitio Primavera,

localizado proximo a Vigosa - MG.

ApOs retirar, manualmente, a casca das sementes, as améndoas

foram trituradas, peneiradas (MESH, ABNT 16 / 1,19 mm) e o 6leo extraido
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em aparelho Soxhlet, com hexano ou etanol por 9 e 27 horas,
respectivamente. O tempo de extracdo foi determinado com base na
afinidade do solvente pela fracao lipidica a ser extraida.

Uma terceira amostra estudada foi obtida a partir da torta de
sementes de Pinhdo-Manso com casca, prensadas pelo método tradicional
na empresa FUSERMANN (REFINARIA NACIONAL DE PETROLEO
VEGETAL LTDA). O odleo residual da torta foi extraido com etanol, na
planta-piloto de extracdo de o6leos por solvente do DTA/UFV.

A graduacéo alcoolica do etanol utilizado durante a extragcdo do 6leo,
foi de 99,9%.

ApoOs extracdo do o6leo, os farelos foram submetidos a secagem em

estufa a 105 °C por 1 h, para garantir completa volatilizacdo do solvente.

3.3  Andlises quimicas de caracterizagédo

As analises realizadas na matéria-prima e nos farelos
desengordurados foram: umidade, teor de proteina bruta (Kjeldahl), teor de
lipideos, teor de cinzas, todos de acordo com as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2004). O teor de carboidratos calculado por diferenca
pela soma percentual dos componentes anteriores.

As anélises de composicdo em aminoacidos foram feitas pelo Instituto
de tecnologia de Alimentos (ITAL) Campinas. As analises de Triptofano
determinadas segundo técnicas descritas por SPIES (1967). As andlises de
aminoacidos totais determinadas segundo técnicas descritas por HAGEN, et
al. (1989) e WHITE, et al. (1986).

A determinacdo do éster de forbol foi feita por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia -HPLC seguindo metodologia proposta por Makkar et al.
(1997), com modificagcdes. Exatos 10,0 gramas de amostra foram extraidos
com metanol (4 vezes de 10 mL). Seguidamente, os extratos transferidos
para baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado com metanol.

Os extratos obtidos foram analisados utilizando um sistema
(SHIMADZU, LC-10AD VP, Japéo) conectado a um detecto de feixe de
fotodiodo (SHIMADZU, UV-Visivel, Japdo) e integrador-processador
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(SHIMADZU, SCL-10A VP, Japdo) com duas bombas e inje¢cdo automatica,
utilizando uma coluna empacotada (apHera™ C18 Polymer, Supelco) com
octadecilsilicone de 125 x 4 mm e tamanho de particula 5 pum. Fase moével:
acetonitrila e agua (80 : 20). Como padréo utilizou-se 12-Miristato 13-Acetato
de forbol sintético 99 % (Sigma — Aldrich, USA)

3.4  Solubilidade em funcéo do pH

Para esta determinacéo foram utilizadas améndoas de Pinhdo-Manso
descascadas, trituradas e desengorduradas em aparelho Soxhlet com éter
de petroleo.

O teor de proteina total foi determinado pelo método de Kjeldahl
(LUTZ, 2004). A solubilidade das proteinas foi determinada como descrito
pelos autores Gloria & Regitano-d’arce (2000) e Lestari et al.(2011), com
modificacdes: Cerca de 10 g do material foram dispersos em 100 mL de
agua destilada. O pH da suspenséo foi ajustado para valores de 2 a 10, com
HCI 0,1 mol.L™ ou NaOH 0,1 mol.L™. Apés um periodo de 10 minutos, o pH
foi reajustado. A disperséo foi entdo mantida sob agitacdo por 1 hora e em
seguida centrifugada a 9000 g por 30 minutos centrifuga (Beckman, J2-MC,
USA).

Do sobrenadante foram retiradas aliquotas para a determinacédo de N
total pelo método do Biureto (GORNALL, BARBAWILL & DAVID, 1948)
utilizando-se albumina bovina, 99 % (REAGEN - Ultrapure Chemicals do
Brasil LTDA) como padrao.

O resultado expresso em PDI (indice de dispersibilidade protéica, g
proteina na solucao/g proteina total x 100).

A fim de certificar a ocorréncia de saturagédo das solucdes extratoras,
realizou-se uma segunda determinacdo, em condicbes equivalentes,

utilizando o residuo da primeira extracao.

3.5 Obtencéo do isolado proteico

A extracdo das proteinas foi realizada com base nos autores: Gloria
& Regitano-d’arce (2000), OLIVEIRA (2010), Lestari et al. (2010).
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Foram preparadas suspensotes de farelo desengordurado de Pinh&o-
Manso, peneirado (MESH ABNT 45 / 0,35 mm), em agua na propor¢ao de
1:10, adicionando-se hidréxido de sédio 0,1 mol.L™ até pH 9 + 1. A
dispersdo foi mantida sob agitacdo magnética, aproximadamente 90 rpm,
por 24 horas. Apés a extracdo, a fracdo solivel da mistura alcalina foi
separada em centrifuga (Beckman, J2-MC, USA) a 6000 g por 30 minutos,
em temperatura ambiente. O sobrenadante contendo as proteinas
solubilizadas foi transferido para um bequer e o pH ajustado para o ponto
de menor solubilidade das proteinas presentes, ou seja, até ocorrer a
precipitacdo, utilizando-se HCI 0,1 mol.L™. A suspensdo resultante foi
centrifugada nas mesmas condi¢fes da centrifugacdo anterior. O material
precipitado foi considerado o isolado proteico de Pinhdo-Manso umedecido.
Os valores de pH a serem utilizados para a extracdo alcalina e precipitagéo
no ponto isoelétrico, foram escolhidos tendo como base a curva de
solubilidade do farelo desengordurado de Pinhdo-Manso. A secagem das
suspensdes foi realizada por meio de liofilizacdo (TERRONI, LH0400 / 4L,

Brasil).

3.5 Fracionamento de proteinas

O fracionamento das proteinas dos farelos foi realizado segundo
Osborne (1909), com modificagdes. O fluxograma da Figura 6 exemplifica as

etapas do processo de fracionamento.

As suspensdes foram preparadas na proporcdo 1:10 e centrifugadas
em centrifuga (Beckman, J2-MC, USA) a 6000 g por 20 minutos. O teor
proteico em cada extrato foi determinado por Biureto (GORNALL, BARBAWILL
& DAVID, 1948). Para didlise utililizou-se tubo (SIGMA-Aldrich, D0530, USA)
capacidade 300mL/m.

Durante o fracionamento, a etapa de separacdo das albuminas e
globulinas é possivel por meio de dialise porque as albuminas, além de
soltveis em solugdes salinas também séo soluveis em agua pura. Assim, 0s
sais presentes no extrato proteico, contendo as albuminas e globulinas,

compartimentado no tubo de dialise, migram do extrato para o meio externo,
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fazendo precipitar as globulinas que, posteriormente, sdo separadas das
albuminas por centrifugagéo.

Ao final do processo de fracionamento, obtém-se quatro fracbes
proteicas com caracteristicas de solubilidade distintas e um residuo final
denominado residuo osborne, composto de proteinas ndo solubilizadas,
carboidratos e lipideos (OSBORNE, 1909)
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Figura 6 — Fluxograma do fracionamento das proteinas, segundo

Osborne (1909), com modificacdes.
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A separacdo das proteinas dos extratos foi confirmada por
Eletroforese Desnaturante em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) conforme
metodologia descrita por Sambrook (1989) como segue: O condicionamento
das amostras para a corrida eletroforética foi realizado por meio da adicéo
de solu¢cbes de SDS (Dodecil sulfonato de sodio), glicerol, Coomassie
Brilliant Blue e 2-mercaptoetanol. O gel separador (gel de acrilamida) foi
preparado a partir das solucées 30% de acrilamida, 1% bis-acrilamida em
agua destilada em tamp&o 1,0 mol.L™* Tris-HCI pH 8,8, solugdo 10% SDS e
solucdo 10% persulfato de amodnio, além do catalisador TEMED, conforme
Tabela 3. O gel empilhador foi preparado utilizando solu¢cdo tampéo 1,0
mol.L* .Tris-HCI pH 6,8 além das solugdes ja citadas anteriormente,

conforme Tabela 4.

Tabela 4 — ConcentracGes dos reagentes para preparo de 6 mL do gel
empilhador (5%)

Ordem Reagente Quantidades
1° Agua destilada 4,1 mL
20 Solugéo tampéo 1,0 mol.L"" Tris-HClI pH 8,8. 760 pL
30 Solugéo 10% SDS. 60 L
40 Solucéo 10% persulfato de amonio. 60 L
50 30% de acriIamidaai‘;/i”l;ijfcrilamida em agua 1.0mL
6° TEMED ( N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamina) 6,0 pL

Fonte: SAMBROOK (1989)

Imediatamente apds obtida as misturas para preparacdo dos geis,
estas foram transferidas para o espago entre as placas do equipamento,
sendo os géis separador e empilhador adicionados em momentos diferentes.
ApoOs a polimerizacao dos geéis, a placa foi acoplada ao aparelho, e as cubas
preenchidas com solucdo tampao eletroforético (0,2 mol.L* glicina, 0,1%
SDS, 0,05 M Tris, pH 8,3 ). Aplicou-se cerca de 12 ul, de cada amostra, nos

pocos formados no gel separador. Seguidamente ligou-se a fonte de
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energia. Quando a corrida chegou ao final, aguardou-se 1 hora para entéo
desligar o equipamento. A revelacao foi feita com solugéo de nitrato de prata
0,1% em formaldeido. Como padréo utilizou-se marcador de baixo peso
molecular (Thermo scientific pageruler prestained, Protein Ladder 26616 /
25000 — 170000 g.mol™, USA).

Tabela 5 — Concentracdes dos reagentes para preparo de 10 mL do
gel separador (10%)

Ordem Reagente Quantidades
10 Agua destilada 4,0 mL
2° Solugéo tamp&o 1,0 mol.L™* Tris-HCI pH 6,8 2,5mL
3° Solugao 10% SDS. 100 pL
40 Solucao 1% persulfato de amonio. 100 pL
50 40% de acrilamida, 1% bis-acrilamida em 3,3mL

agua destilada.
6° TEMED ( N,N,N',N'-Tetrametiletilienodiamina) 4,0 uL

Fonte: SAMBROOK (1989)

3.6  Propriedades Funcionais

Para a caracterizacdo tecnoldgica, os isolados proteicos foram
dispersos em agua destilada e avaliados quanto as seguintes propriedades
funcionais: Capacidade de Absorcéo de Agua, Capacidade de Absorcéo de
Oleo, Propriedades Espumantes e Propriedades Emulsificantes. Como
padrao de referéncia foi utilizado proteina isolada de soja 90%, marca
SAMPROSOQY-Brasil e Caseina 90 %, marca SIGMA-Brasil.
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3.6.1 Capacidade de absorcao de agua

A capacidade de absorcdo de 4gua (CAA) foi avaliada de acordo com
a metodologia descrita previamente por (GLORIA & REGITANO-d’ARCE,

2000 e WANI et al., 2011), com modificacbes, como segue:

Uma amostra de 1,0 g do isolado proteico foi homogeneizada em 12,5
mL de agua destilada a 2000 rpm em vortex (B. Braun Biotech International,
Certomat MV, Alemanha) por 5 minuto. Em seguida, a mistura foi
centrifugada por 15 minutos a 4000 g, (centrifuga Beckman, J2-MC, USA). O
sobrenadante foi cuidadosamente retirado utilizando pipeta pasteur e o
sedimento drenado por 20 minutos em um angulo de 45°. Apds drenagem, o
tubo contendo o sedimento hidratado, foi pesado e a capacidade de

absorcado de agua (CAA) calculada de acordo com a equacao 1.

massa do sedimento (g)

CAA (%) = x 100 1)

massa da amostra (g)

3.6.2 Capacidade de absorcao de 6leo

A capacidade de absorcao de 6leo (CAO) foi avaliada de acordo com
a metodologia descrita previamente por (GLORIA & REGITANO-d’ARCE,
2000 e WANI et al., 2011), com modifica¢cdes. Uma amostra de 1,0 g do
material em estudo foi homogeneizada em 12,5 mL de 6leo de soja refinado
a 2000 rpm em vortex (B. Braun Biotech International, Certomat MV,
Alemanha) por 5 minuto. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 15
minutos (4000 g, centrifuga (Beckman, J2-MC, USA). O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado utilizando pipeta pasteur e o sedimento drenado
por 20 minutos em um angulo de 45°. Apos drenagem, o tubo contendo o
sedimento, foi pesado e a capacidade de absorcao de 6leo (CAO) calculada

de acordo com a equagao 2.
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massa do sedimento (g)

CAO (%) = x 100 2)

massa da amostra (g)

3.6.3 Propriedades Espumantes

A propriedade espumante (PE) foi avaliada de acordo com a
metodologia descrita por Lestari et al. (2010), com modificacdes.
Exatamente 1,0 g da amostra foi solubilizada em 100 mL de agua destilada.
Seguidamente o pH da solucao foi ajustado para valores desejados (pH 3,0,
pH 5,0, pH 7,0 e pH 9,0). A mistura entdo homogeneizada durante 5 minutos
em bequer de 500 mL, usando-se maxima rotacdo em “mixer” (Black &
Decker, SB40, Brasil). O volume aumentado pelo batimento foi medido em
uma proveta de 500 mL. A porcentagem do aumento de volume foi calculada

de acordo com a equacéao 3.

PE (%) = Z—Z x 100 @)

onde: Vo =volume antes da agitacao (mL)

Vf = volume ao final da agitacdo (mL)

O estudo da estabilidade da espuma (PE 3omin) foi feito por meio do
repouso da amostra a temperatura ambiente (25 + 2) °C com leitura do
volume total inicialmente e apds 30 minutos. A estabilidade da espuma foi

calculada de acordo com a equacéao 4.

4 min
PEsomin (%) = 2222 5100 @

onde: Vf =volume ao final da agitacéo (mL)

V f30min = VOlume ap6s 30 minutos (mL)
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3.6.4 Propriedade emulsificante e estabilidade dae mulséo

A atividade emulsificante (AE) foi avaliada de acordo com a
metodologia descrita previamente por Lestari et al. (2010), com
modificacdes. Uma amostra de 0,1 g foi disperso em 100 mL de agua
destilada A dispersédo foi mantida sob agitagdo magnética, em velocidade
mediana, por 3 min. Seguidamente, o pH ajustado, como desejado (pH 3,0,
pH 5,0, pH 7,0 e pH 9,0), com NaOH 0,1 mol.L™ ou HCI 0,1 mol.L*. A
emulsdo foi preparada como se segue: Em um tubo de ensaio foi
adicionados 38 g da solucdo proteica e 14 g de dleo de soja refinado, a
mistura foi homogeneizada a 2000 rpm em vortex (B. Braun Biotech
International, Certomat MV, Alemanha) por 1 minuto. Imediatamente, 1 mL
dessa emulséo foi transferido, com uma pipeta, para um béquer no qual se
adicionou 250 mL de solucéo 0,1% de SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) e em
seguida foi feita leitura da absorvancia a 500 nm, em espectrofotometro
(SHIMADZU, UVmIni1240, Japao).

A estabilidade da emulsdo (AE (%) somin) foi avaliada pela
transferéncia de 10 mL da emulsdo para uma seringa que foi deixada em
repouso, na vertical, por 30 minutos. Ao final deste periodo, foi coletado 5
mL, da parte inferior da seringa, em tubo de ensaio e entdo homogeneizado
em vortex a 2000 rpm, por alguns segundos. Retirou-se 1 mL dessa emulsé&o
que foi vertido para um béquer e adicionado de 250 mL de solucéo 0,1% de
SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) e em seguida foi feita leitura da absorvancia
a 500 nm.

A atividade emulsificante e estabilidade da emulséo foram calculados

por meio das equacgdes 5 e 6, respectivamente.

AE « A500nm )

A i
AE (%)Somln a 500nm,30min X 100 (6)
Asoonm
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3.7 Anélise Estatistica

Para analise dos dados, utilizou-se os recursos da estatistica

descritiva, média e desvio padrao.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracteristicas fisico-quimicas

4.1.1 Composicao Centesimal (g/100g)

A composicao centesimal, da améndoa integral, dos farelos e isolados
proteicos de Pinhdo-Manso, esta apresentada nas Tabelas 6, 7 e 8

respectivamente.

Tabela 6 — Composicdo Centesimal da Améndoa de Pinhdo-Manso
Componente % (m/m)

Proteinas 19,07(z0,31)
20,33(+0,30)*

Umidade 4,66(x0,11)
Lipideos 65,80(%1,2)
69,02(+1,0)*

*valores em base seca

Os resultados obtidos neste estudo, expressos na Tabela 6,
evidenciam o elevado conteudo de lipideos presente nas améndoas de
Pinhdo-Manso, préximo a 70,0% em base seca, reforcando assim,
observacdes descritas na literatura (PURCINO, 1988; MAKKAR et al., 1997;
OPENSHAW, 2000), de que o Pinhdo-Manso é uma oleoginosas com
grande potencial para producédo de 6leo em grande escala, sendo portanto,
uma importante consideracdo no que se refere a sua utlizagdo como

matéria-prima para a industria de biocombustivel.
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Ainda considerando a abordagem anterior, o Pinhdo-Manso é uma
cultura com grande variabilidade genética, sem variedade ou cultivar
definido, existindo apenas acessos originados de diversas partes do mundo
gerando individuos com habito de crescimento diferenciado, produtividade
desuniforme e producéo de frutos com teor de 6leo heterogéneo (LIMA et al.,
2011). Assim, tendo em vista seu elevado potencial produtor de 6leos,
tornam-se cada vez mais necessarios, estudos agrondmicos que possam
potencializar a utilizacéo efetiva desta cultura.

Dentre os estudos referentes a produtividade de 6leo do Pinhdo-
Manso, encontram se na literatura relatos de améndoas de Pinh&o-Manso,
dependendo da variedade e dos tratos culturais, com percentual de oleo
superior a 60 % (SILVEIRA, 1934; MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).
Makkar et al. (1998) afirma que, o Oleo de Pinhdo-Manso estd presente
principalmente na améndoa dos frutos representando cerca de 65 % da

massa total do mesmao.
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Tabela 7 — Composicéo Centesimal dos Farelos

Componente % (m/m)
FAPDHex FAPDEtOH FPPDEtOH
Proteinas 52,90(0,25) 49,10(x0,32)  25,20(0,18)
56,81(+0,21)* 53,07(x0,34)* 26,89(x0,19)*
Cinzas 12,82(+0,31) 10,68(+0,28) 6,05(+0,12)

Carboidratos

Umidade

Lipideos

13,78(20,33)*

24,79(+0,24)
26,65(+0,26)*

6,98(+0,21)

2,51(x0,01)
2,69(0,01)*

11,54(=0,30)*

23,83(x0,29)
25,76(+0,31)*

7,49(0,27)

8,90(20,05)
9,62(+0,05)*

6,45(+0,13)*

59,94(+0,42)
63,96(+0,45)*

6,29(+0,18)

2,52(x0,01)
2,69(0,01)*

*yvalores em base seca

FAPDHex: Farelo das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com hexano
FAPDEtOH: Farelo das améndoas de Pinh&o-Manso desengordurada com etanol
FPPDEtOH: Farelo da semente de Pinhdo-Manso desengordurada por prensagem

e seguidamente com etanol em planta piloto.

Devido a menor eficiéncia de extracado de oOleos, do solvente etanol,
em comparacdo com hexano, os farelos obtidos, nas mesmas condicdes
(extracdo em aparelho soxlhet - Figura 7), apresentaram concentracdes
diferentes de 6leo. Ja o farelo adquirido da empresa FUSERMAN, na qual
parte do 6leo foi extraido por prensagem e em seguida em planta piloto com
etanol, apresentou concentracdo proteica menor porque a matéria-prima
neste caso foi semente de Pinhdo-Manso com casca, que geralmente é da
ordem 30 % da semente (MARTINEZ-HERRERA et al., 2006). Portanto,
neste caso, a concentragdo dos outros componentes € consequentemente
menor. Assim, a composicdo centesimal das tortas e farelos depende da

guantidade de Oleo extraido e da quantidade de casca presente.
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Figura 7 — Extracdo de 6leo em aparelho Soxlhet e farelo de Améndoa de
Pinhdo-Manso desengordurado e peneirado, granulometria 0,35 mm

Considerando ainda, a influencia da técnica de extracdo do 6leo na
composicdo centesimal de farelos e tortas, Lestari, et al. (2010), estudaram
dois diferentes subprodutos da extracdo do 6leo de Pinhdo-Manso sendo
eles, torta com 12% de lipideos, oriunda de prensagem e farelo com menos
de 1,0% de lipideos, obtido da extracdo com o solvente hexano, e
encontraram, nestes produtos, teores proteicos de 22,9% e 27,9%,

respectivamente.

J& Rakshit et al. (2008), realizaram testes biolégicos utilizando ragfes
elaboradas com farelos de semente integral e descascada de Pinh&o-
Manso, desengorduradas e tratadas com calor e alcalis. Os farelos foram
desengordurados até teores inferiores a 1% de gordura. Para o farelo obtido
da semente integral o conteldo proteico ndo ultrapassou 23%, entretanto

para o obtido das améndoas descascadas o teor proteico foi superior a 60%.

Assim como observado neste estudo, os resultados de Lestari (2010)
e Rakshit (2008) demonstram o0 quanto a etapa de descascamento é

determinante para a composi¢ao centesimal dos farelos.
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Tabela 8 — Composicéo Centesimal dos Isolados

Componente % (m/m)
IAPDHex IAPDEtOH IPPDEtOH
Proteinas 86,4(x0,32) 85,3(z0,24) 73,5(z0,26)
90,60(+0,33)* 89,45(+0,25)* 77,15(x0,27)*
Cinzas 4,67(x0,22) 3,85(x0,25) 5,32(0,18)

4,90(20,23)*

4,04(0,26)*

5,58(0,19)*

Carboidratos | 4,17(x0,24)  5,76(x0,33)  16,30(x0,20)
4,37(20,25)*  6,04(0,35)  17,11(z0,21)

Umidade | 4,64(x0,12)  4,94(x0,22)  4,74(x0,17)
Lipideos 0,12(x0,07)  0,15(x0,08)  0,14(+0,06)

0,12(+0,07)*

0,16(+0,08)*

0,15(+0,06)*

*yvalores em base seca

IPAPDHex: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH: Isolado proteico da semente de Pinhdo-Manso desengordurada por

prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto.

De modo geral, o conteiddo em proteinas dos isolados proteicos de
Pinhdo-Manso foi bastante satisfatério. Também de forma generalizada
percebe-se que a composicdo centesimal, dos farelos, influencia o
rendimento dos isolados, sendo menor, quanto maior o teor de carboidratos
e Oleo residual.

Considerando como padrao, os isolados proteicos de soja comerciais,
apenas o isolado proteico da semente de Pinhdo-Manso desengordurada
por prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto (IPPDEtOH),
apresentou conteudo proteico inferior ao indicado pela legislacao brasileira
que estabelece um minimo de 88%, de proteinas, em base seca, para
isolado proteico de soja (BRASIL, 2000). Uma das justificativas para esse

teor menor de proteinas, deve-se ao fato de que este isolado provem da
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semente de Pinhdo-Manso prensada. A solubilidade das proteinas deste
material € provavelmente menor, devido & etapa de cozimento na
preparacao para a extracao por prensagem que pode insolubilizar algumas
proteinas (WAN, 1991). Além disso, estudos demonstram que a solubilidade
das proteinas da soja é superior ao observado para Pinhdo-Manso, pois nas
mesmas condi¢cdes, em meio alcalino quase 100 % das proteinas de soja
estdo solubilizadas, enquanto que para as proteinas de Pinhdo-Manso esses
valores ndo superam 80 % (GOMES, 1987; SAETAE & SUNTORNSUK,
2011).

Quanto ao teor de cinzas, € importante destacar que as etapas
sucessivas de alcalinizacdo, com hidroxido de sodio, e acidificacdo, com
acido cloridrico, durante a elaboracdo dos isolados produz o sal
correspondente & reacdo do NaOH com o HCI, o Cloreto de Sédio (NaCl), o
que explicaria os diferentes valores obtidos para essa determinacéo de (3,85
-5,32) %.

S8o0 varios os estudos encontrados na literatura, referente ao
isolamento de proteinas, seja de oleaginosas ou outros alimentos.

Lestari, et al. (2010), prepararam isolados proteicos de Pinhdo-Manso
de forma intermitente e obtiveram concentracdes de (72,6 - 97,7)%, sendo o
teor proteico diretamente influenciado pela técnica de extracao de dleo.

Saetae & Suntornsuk (2011) estudaram os componentes toxicos de
sementes e isolados de Pinh&o-Manso e obtiveram isolados com teores
proteicos em torno de 89,0%.

Gloria & Regitano-d’arce (2000), determinaram as melhores
condicOes para a obtencdo de concentrado e isolado proteico, a partir da
torta desengordurada da castanha do Para. A producdo do concentrado
resultou em um rendimento de 70% e a do isolado, de 35%, oS mesmos
apresentaram teores proteicos da ordem de 59,3% e 81,6%,
respectivamente.

OLIVEIRA (2010), elaborou um isolado proteico de soja, modificado
com Hexametafosfato de Sddio, obtendo um conteddo proteico médio de
83,4%.
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4.1.2 Contetldo em Aminoacidos

Determinou-se o percentual de aminoacido por grama de proteina em
améndoas integrais, desengorduradas com hexano e desengorduradas com

etanol. Os resultados encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9 — Contelldo em aminoacidos de améndoas de Pinhdo-Manso, Leite
de Vaca, Soja e Padrdo recomendado pela FAO/WHO/ONU

Pinhdo- Pinh&o- Pinh&o- Leite Soja Padréo
0 Manso? Manso? Manso® de integral ©  FAO/WHO/
S (cotilédone  (cotilédone (cotilédone  Vaca® (mgl/g de ONu¢
g integral) desengordu-  desengordu-  (mg/gde  Proteina) (mglg de
g (mg/g de rado com rado com proteina) proteina)
= proteina) hexano) etanol)
E (mg/g de (mg/g de
proteina) proteina)
Histidina 26 21 14 27 21 16
Isoleucina 27 25 15 47 38 13
Leucina 62 60 34 95 75 19
Lisina 41 39 23 78 64 16
Sulfurados 24 27 15 33 28 17
(Metionina+
Cistina)
Aromaticos 64 62 35 102 96 19
(Fenilananina+
tirosina)
Treonina 35 33 20 44 36 9
Tripitofano 12 9 5 14 17 5
Valina 36 32 19 64 43 13
Total 327 308 180 504 418 127

? Resultados obtidos pelo ITAL/Campinas — SP, conforme metodologia descrita por SPIRES
(1967); WHITE, HART & FRY (1986); HAGENS, FROST & AUGUSTIN (1989).

°BRASIL, 2000
° Adaptado de VIEIRA et al., 1999

4 Adaptado de ZARKADAS et al., 1995

Para avaliar a qualidade nutricional de uma proteina € importante

conhecer a composicdo em aminoacidos e a biodisponibilidade dos
aminoacidos presentes (FRIEDMAN, 1996 citado por OLIVEIRA, 2010).
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Por meio dos resultados contidos na Tabela 9 é possivel observar
que, dentre os aminoacidos essenciais, as proteinas de Pinhdo-Manso,
apresentam conteudo, em grande parte, similar ao relatado para proteina de
origem vegetal e inferior ao descrito pela literatura para leite de vaca, cujas
proteinas sdo de alto valor biologico, dado a presenca de todos os
aminoacidos essenciais e em concentragdes superiores ao recomendado
por orgaos especializados como a Organizacdo das Nacbes Unidas para
Agricultura e Alimentacédo — FAO.

Também é possivel verificar, 0 quanto o solvente utilizado durante a
extragdo do Oleo, alterou o conteddo de aminoacidos das améndoas de
Pinhdo-Manso, sendo as tratadas com etanol, as que mais sofreram
alteracdes, com reducdes em cerca de 55 %.

Os resultados obtidos neste estudo sé&o similares ao observado por
Flores (2004) que estudou as caracteristicas bioguimicas de sementes de
Pinh&o-Manso de origem mexicana, em que foram relatados a presenca dos
aminoacidos essenciais, Leucina em maior numero, seguido por Lisina,
Isoleucina e Fenilananina.

Também sdo compativeis a descricdo de Martinez-Herrera et al.
(2006), em que esses autores estudaram a composicdo quimica, e
constituintes toxicos / antinutricionais em amostras de Pinh&o-Manso
originarias do Meéxico, no qual os autores compararam o teor de
aminoacidos presentes nas amostras ao teor encontrado em soja,
ocorrendo maior diferenciacédo apenas com relacéo ao teor de lisina que em
soja apresentou-se, aproximadamente, duas vezes maior, em comparacao
as amostras em estudo.

De forma similar, Makkar e colaboradores (1998) realizaram uma
comparacao evolutiva em acessos de Pinhdo-Manso de diferentes origens,
em que foram avaliados a composicdo quimica, digestibilidade e
degradabilidade proteica. Esses autores relataram ter encontrado o Acido
Glutdmico em maior concentracdo, em todas as amostras estudadas,
seguido de Arginina e Acido Aspartico. Os teores de Leucina e Isoleucina
encontrados foram superiores aos recomendados pela FAO (ZARKADAS et

al., 1995), para uma proteinas de alto valor biolégico.
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4.1.3 Teores de Esteres de Forbol

Os teores dos Esteres de Forbol encontrados em cada amostra estio
listados na Tabela 10.

As Figuras 8, 9, 10 e 11 contém os cromatogramas das analises das
sementes integral e dos isolados proteicos de Pinh&o-Manso. Todas as
amostras eluidas em metanol e analisadas por coluna de fase estacionéaria
octadecilsilicone, detector de feixe de fotodiodo e fase moével acetonitrila e
agua (80 : 20).

O ANEXO | contém o cromatograma usados para o calculo da curva
analitica para o Ester de Forbol

Tabela 10 — Teores de Esteres de Forbol

Amostras | Esteres

de Forbol
(mg.g™)

SPI 0,91

IPAPDHex 1,76
IPADEtOH 0,04
IPPDEtOH 0,06

SPI: Semente de Pinh&-Manso integral

IPAPDHex: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH:: Isolado proteico da semente de Pinhdo-Manso desengordurada por

prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto.

44



Gl

— [ISQLADC AMENDOA DESENG

0] 210 nim OI
EBOIRDURADA HEXANO
ISGLADC AMENDOA DESENGORDURADA HEXANO

=1 10 15 20 25 =20
Minutes

Figura 8 - Cromatograma do isolado proteico das améndoas de Pinh&o-
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Figura 9 - Cromatograma da Semente de Pinhdo-Manso integral
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Manso desengorduradas com etanol
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As sementes de Pinhdo-Manso, se ingeridas sem nenhum tratamento
de detoxicacdo, podem causar graves irritacdes e envenenamentos devido,
principalmente, a presenca de diterpenos tetraciclicos, mais comumente
conhecidos por ésteres de forbol.

Os resultados obtidos neste trabalho demostram a elevada eficiéncia
da detoxicacdo das sementes e produtos de Pinhdo-Manso pelo etanol. A
concentracdo dos ésteres de forbol nos isolados preparados a partir da
améndoa (0,04 mg.g?) ou da torta (0,06 mg.g™’) desengordurados com
etanol € muito menor que a concentracdo no isolado preparado a partir das
améndoas desengorduradas com hexano (1,76 mg.g™') que também é maior
que a concentracdo na semente integral (0,91 mg.g™).

Este Ultimo resultado pode ser explicado pelo fato de que as
améndoas correspondem cerca de 70 % da semente integral, que por sua
vez, apresenta aproximadamente 50 % de 6leo (MARTINEZ-HERRERA et
al., 2006). Portanto, a concentracdo dos ésteres de forbol, encontrado no
isolado oriundo de améndoas desengorduras com hexano € maior que a
concentracéo observada na semente integral.

Os teores para os ésteres de forbol, identificados neste estudo séo
similares ao observado por Saetae & Suntornsuk (2011) que em um estudo
de compostos toxicos em sementes de Pinhdo-Manso, verificaram a
presenca de esteres de forbol da ordem de 0,73 mg.g™* de amostra.

Também Makkar et al. (1997), avaliaram quatro diferentes variedades
de sementes de Pinhdo-Manso, entre toxicas e ndo toxicas, de diferentes
regides do mundo, e encontraram teores de ésteres de forbol de até 2,7
mg.g™, para a variedade de maior toxidez, e para a variedade nao toxica o
teor deste componente n&o superou 0,11 mg.g™.

A partir do exposto, se considerarmos como padrédo de referéncia,
0,11 mg.g™* de ésteres de forbol para cada grama de produto oriundo de
Pinh&o-Manso, fica claro que, € possivel a desintoxicacdo pela utilizacdo de
etanol durante a extracdo do 6leo, pois por meio desta técnica foi possivel
obter produtos com teores infinitamente menores de ésteres de forbol.

Ainda em relacdo a técnicas de desintoxicacdo de produtos oriundos
de Pinhdo-Manso, estudos demonstram que o tratamento das sementes com

compostos alcalinos, como hidréxido de sédio, permite destruir os ésteres de
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forbol (HAAS & MITTELBACH, 2000; RAKSHIT et al., 2008; ABDALLA et al.
2008). Entretanto, apesar de eficiente, em grande parte das vezes o
tratamento com compostos alcalinos reduz a palatabilidade dos produtos
oriundos dessa técnica (RAKSHIT et al., 2008). Assim, a desintoxicagdo dos
produtos de Pinhdo-Manso, pelo uso de etanol, apresenta-se como uma

alternativa bastante promissora.

4.2 Curvas de solubilidade proteica
4.2.1 Curva de Solubilidade das proteinas do farelo desengordurado de
Pinhdo-Manso

A curva de solubilidade, em relagéo ao pH, das proteinas, do farelo de
Pinhdo-Manso desengordurado, esta representado no Grafico 2
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Grafico 2 — Perfil de Solubilidade das proteinas de farelo de Pinhéo-

Manso em duas extracdes equivalentes e consecutivas.
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A minima solubilidade foi obtida entre os pH's 3 e 5, portanto, é
possivel afirmar que nesta regido encontra-se o ponto isoelétrico das
proteinas. A mais alta solubilidade foi conseguida em meio alcalino (pH 10).
Os compostos nitrogenados da torta desengordurada apresentaram 80,0%
de solubilidade neste pH.

Em um meio onde o pH é menor que o ponto isoelétrico das proteinas
presentes, 0s grupos amino ficam carregados positivamente, devido aos
pKa’'s destes grupos serem maiores que o pH do meio, assim ocorre
repulsdo entre as cadeias polipepitidicas fazendo com que mantenham-se
dispersas. A partir do ponto isoelétrico a solubilidade aumenta
sensivelmente, dado ao surgimento de grupos carregados negativamente,
nesta fase o pka’'s destes grupos sdo inferiores ao pH do meio, nestas
condicOes a interacdo doas cadeias polipepitidicas com a agua é bastante
significativa o que acarreta em um elevado indice de solubilidade.

Ainda no Gréfico 2, sdo expressos em forma de barras verticais, 0s
teores de proteina soltvel identificadas em uma segunda determinacdo, em
condi¢cbes equivalentes a primeira extracdo. O objetivo desta segunda etapa
foi certificar a ocorréncia de saturacao proteica durante o experimento.
Assim, por meio do Grafico 2 € possivel observar que mesmo no ponto de

menor solubilidade proteica, ainda havia proteina a ser solubilizada.

4.2.2 Solubilidade das proteinas dos Isolados Prote icos de Pinhao-

Manso

As curvas de solubilidade, em relacéo ao pH, dos isolados de Pinhao-

Manso, estao representados no Grafico 3
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Grafico 3 — Perfil de Solubilidade das proteinas dos isolados de

Pinh&o-Manso

IPADHex: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH: Isolado proteico de Pinhdo-Manso prensado e desengordurada com

etanol em planta piloto.

E de fundamental importancia que as proteinas isoladas apresentem
elevada solubilidade, pois, essa caracteristica € determinante para sua
aplicabilidade como ingrediente funcional para a industria de alimentos.

Observou-se que, a solubilidade dos isolados obtidos, esta
intimamente ligada a condicdo de obtenc&o da torta desengordurada, das
quais esses produtos se originam. Observa-se no Gréafico 3, elevados teores
de solubilidade, em condi¢cdes alcalinas, exceto para o isolado obtido da
améndoa desengordurada com etanol, em que o percentual de proteina

solubilizada n&o atingiu 30 %.
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A esse respeito, Saetae & Suntornsuk (2011) afirmam que as
diferentes caracteristicas observadas entre amostras obtidas do tratamento
convencional e aquelas tratadas com etanol deve-se ao fato de o etanol ser
capaz de levar a rompimentos na estrutura interna das proteinas, alterando

sua conformacgao, consequentemente sua polaridade e hidrofobicidade.

4.3  Fracionamento das proteinas

4.3.1 FracOes proteicas encontradas em Pinhdo-Manso

A média dos percentuais de cada fracdo das proteinas de Pinhdo-
Manso (em relacdo as proteinas totais) obtidas segundo método Osborne
(1909), baseado nas diferentes caracteristicas de solubilidade, encontra-se
na Tabela 11. O Grafico 4 traz uma representacao grafica dos valores, em

percentual.

Tabela 11 — Fracdes proteicas isoladas de farelo de Pinhdo-Manso

Fracbes % (m/m)*
Albuminas 12,76 (x0,27)
Globulinas 20,28 (x2,56)
Prolaminas 5,00 (+0,51)
Glutelinas 48,38 (x2,89)

Residuo Oshorne 13,60 (+0,56)

*Percentual de cada fracao, segundo critério de solubilidade (OSBORNE, 1909)

com modificac8es, das proteinas isoladas de Pinhdo-Manso
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Graéfico 4 — Percentual de cada fragcdo, segundo critério de solubilidade
(OSBORNE, 1909) com modifica¢ges, das proteinas isoladas de Pinh&o-
Manso

O resultado expresso no Grafico 4 é similar ao obtido por FLORES
(2004) que desenvolveu um trabalho de pesquisa de caracterizagao
bioguimica das proteinas de Pinhdo-Manso de acessos de origem mexicana.
Neste estudo, a autora fracionou o conteldo proteico das amostras e
encontrou cerca de 15 % de albuminas, 20,0% de globulinas, 6,4 % de
prolaminas e 37,8 % de glutelinas. Sendo a fracdo solivel em solugcdes
alcoolicas extraida com alcool isopropilico, em teor ndo inferior a 70%.

Vale aqui citar Osborne (1909) que, no que se refere ao
fracionamento de proteinas, afirma que o teor alcodlico, do solvente, é
determinante para o sucesso da extracdo. O excesso de alcool em solugéo
pode precipitar proteinas quando a concentracdo atingir certo nivel, além
disso, em nenhum caso, proteinas sdo soluveis apenas em alcool sem a

presenca de agua.
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Em geral, o limite de concentracdo alcodlica, para solubilizacdo de
proteinas vegetais, estd na faixa de 50,0 a 90,0 %, em excecdo para as
proteinas oriundas de arroz que apresentam maior solubilidade em
concentracbes alcodlicas superiores a 90,0%. Outros alcoois, além do
etilico, também séo capazes de solubilizar proteinas. Os alcoois metil, propil
e amilico, solubilizam essas proteinas, também formando precipitados
quando em excesso, sendo menor essa formacao quanto maior for o peso
molecular do alcool. Tal condicdo pode explicar, o maior percentual da
fracdo prolamina, obtida por Flores (2004), em comparagédo aos resultados
obtidos neste trabalho.

Similar ao observado neste estudo, Usman et al.(2008), estudando os
efeitos da hidrélise alcalina na quantidade extraida das fragdes proteicas, em
torta de Pinhdo-Manso, encontraram, em maior quantidade, a fracao
representada pelas glutelinas, seguido pelas globulinas, albuminas e
finalmente prolaminas. Sendo a concentracdo das prolaminas (0,11g / kg)

cerca de 100 vezes inferior ao determinado para as glutelinas (10,91g / kg).

4.3.2 Caracterizacao das fracOes proteicas de Pinhd 0-Manso

A Figura 12 contém o padrdo SDS-PAGE das fracBes obtidas do

farelo desengordurado de améndoas de Pinhdo-Manso.
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Figura 12 — Padréo SDS-PAGE das fracOes obtidas do farelo
desengordurado de améndoas de Pinhdo-Manso. Albuminas (Linha
1),Globulinas (Linha 2), Prolaminas (Linha 3), Glutelinas (Linha 4)

As albuminas representam cerca de 13,0 % das proteinas presentes
nas améndoas de Pinhdo-Manso. Por meio da determinacdo SDS-PAGE
observou-se cadeias polipeptidicas em um amplo intervalo de peso
molecular (100 - <25 kg.mol™). As albuminas constituem principalmente, as
proteinas metabdlicas das sementes, varias delas possuem funcdes
fisiolégicas, tais como atividade enzimética, inibidores de proteases , estdo
relacionadas com o mecanismo de defesa da planta, ao ataque de pragas
(FLORES, 2004).

Percebe-se na Figura 12, especialmente na coluna 1 uma banda,
bastante expressiva, de peso molecular em torno de 28 kg.mol™. Estudos
demonstram que as sementes de Pinhd&o-Manso contém curcina, uma
proteina presente na fracdo das albuminas de peso molecular
correspondente ao observado (LIN et al., 2003; FLORES, 2004).
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Nas sementes de Pinhdo-Manso, em média, as globulinas
representam 20,0% das proteinas presentes (Tabela 10). Por meio da Figura
12 é possivel observar bandas com peso molecular entre 70 - >25 kg.mol™.
As globulinas séo classificadas por seu coeficiente de sedimentacédo em dois
grupos 7S e 11S, sendo este grupos compostos por subunidades de 50 — 70
kg.mol™ (FLORES, 2004).

As prolaminas sdo comuns a todos os cereais e sao ricas em prolina e
glutamina. No milho, as prolaminas sdo denominadas zeinas (BICUDO et al.,
2006). Em Pinh&o-Manso, essa fragdo ndo € muito expressiva. Em seu
padrdo eletroforético observam-se trés bandas principais, com peso
molecular em torno de 30 kg.mol™ (FLORES, 2004).

As glutelinas constituem a principal fracdo proteica observada nas
améndoas de Pinhdo-Manso, 50,0% em média (Tabela 10). Por meio da
Figura 12 é possivel observar bandas com peso molecular entre 70 - <25
kg.mol*. Essas proteinas sdo polimeros de alto peso molecular,
estabilizados por ligaces dissulfeto. Em seu padrao eletroforético (Figura
12.) observa-se um borrdo de arraste, provavelmente, devido ao grande
numero de componentes que compoe esta fracdo (FLORES, 2004).

4.4 Propriedades funcionais dos isolados

Para a caracterizagdo tecnoldgica, os isolados proteicos foram
avaliados quanto as seguintes propriedades funcionais: Capacidade de
absorver agua, capacidade de absorver Oleo, atividade espumante e

atividade emulsionante.

4.4.1 Capacidade de absorver agua

A média dos valores para a capacidade de absorver agua dos
isolados proteicos de Pinhdo-Manso e dos padrfes proteicos soja e caseina
encontra-se na Tabela 12. O Gréafico 5 traz uma representacdo grafica

desses dados, em percentual.
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Tabela 12 - Capacidade de absorver agua dos isolados proteicos de
Pinhdo-Manso e dos padrbes proteicos soja e caseina

Amostras CAA (%)
IPS 499,88 (x7,40)
IPADEtOH 393,25 (¥11,05)
IPPDEtOH 361,09 (+41,09)
IPAPDHex 316,65 (+3,35)
IPCA 286,39 (+4,21)

IPAPDHex: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH:: Isolado proteico da semente de Pinhdo-Manso desengordurada por
prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto.

IPS: Isolado Proteico de Soja

IPCA: Isolado Proteico de Caseina

Todos os isolados, em teste, apresentaram boa capacidade de
absorver agua, valores esses superiores ao obtido para caseina e similares,

ao observado para soja.
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Gréfico 5 — Capacidade de Absorver agua das proteinas isoladas de
Pinhdao-Manso e dos padrfes proteicos de soja e caseina.

IPAPDHex: Isolado proteico das améndoas de Pinh&o-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinh&o-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH:: Isolado proteico da semente de Pinhdo-Manso desengordurada por
prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto.

IPS: Isolado Proteico de Soja

IPCA: Isolado Proteico de Caseina

Assim como observado neste estudo, os autores Saetae &
Suntornsuk (2011), estudaram a composicdo téxica e as propriedades
funcionais de proteina isolada de torta de Pinhdo-Manso desengordurada
industrialmente por uma empresa asiatica especializada. Os resultados
demonstraram que as proteinas isoladas apresentaram boa capacidade de
ligar-se a é&gua, possivelmente devido a interagbes entre residuos de
aminoacidos polares das proteinas e a agua.

Gloria & Regitano-d’arce (2000), em um estudo das caracteristicas
técno-funcionais de concentrados e isolados proteicos de torta
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desengordurada de Castanha do Para, perceberam que a capacidade de
absorver agua da torta e concentrado foi superior ao observado para o
isolado, as autoras explicam este resultado por meio do maior percentual de
carboidratos presentes na torta e concentrado, quando comparado ao
isolado. Os polissacarideos presentes podem ser 0s responsaveis por essa

maior imobiliza¢do de agua.

4.4.2 Capacidade de absorver 6leo

A média dos valores para a capacidade de absorver 6leo dos isolados
proteicos de Pinhdo-Manso e dos padrdes proteicos soja e caseina
encontra-se na Tabela 13. O Gréafico 6 traz uma representacdo grafica

desses dados, em percentual.

Tabela 13 - Capacidade de absorver 6leo dos isolados proteicos de

Pinh&o-Manso e dos padrbes proteicos soja e caseina

Amostras CAOQO (%)
IPAPDHex 389,09 (#5,92)
IPADEtOH 257,21 (£5,99)
IPPDEtOH 249,24 (+6,04)
IPCA 189,02 (+6,01)
IPS 184,73 (£8,53)

IPAPDHex: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinh&o-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH:: Isolado proteico da semente de Pinhdo-Manso desengordurada por
prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto.

IPS: Isolado Proteico de Soja

IPCA: Isolado Proteico de Caseina

58



400

350

300

250

200

CAO (%)

150

100

50

M IPAPDHex & IPADEtOH ™ IPPDEtOH # IPS | IPCA

Gréfico 6 — Capacidade de Absorver Oleo das proteinas isoladas de
Pinhao-Manso e dos padrfes proteicos soja e caseina.

IPAPDHex: Isolado proteico das améndoas de Pinh&o-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinh&o-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH:: Isolado proteico da semente de Pinhdo-Manso desengordurada por
prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto.

IPS: Isolado Proteico de Soja

IPCA: Isolado Proteico de Caseina

Todos os isolados, em teste, apresentaram boa capacidade de
absorver 0Oleo, valores esses, superiores ao obtido para os padroes
proteicos, caseina e soja.

Também ¢é importante considerar que, as amostras com melhor
capacidade de absorver 6leo, apresentaram o0s piores valores para a
absorcdo de agua, provavelmente devido a propor¢do em aminoacidos
hidrofilicos e hidrofébicos, visto que no item 4.1.2, deste trabalho, percebeu-
se alteracBes consideraveis entre o conteido de aminoacidos de améndoas

tratadas com etanol e améndoas tratadas com hexano. Além disso, esses
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resultados também podem ser explicados pela possivel ocorréncia de
rompimento de algumas pontes de hidrogénio, pelo solvente alcodlico,
modificando a conformacdo das cadeias e consequentemente alterando as
caracteristicas de polaridade e hidrofobicidade dessas proteinas.

Saetae & Suntornsuk (2011) estudaram a composi¢cdo toxica e as
propriedades funcionais de proteina isolada de torta de Pinhdo-Manso
desengordurada industrialmente por uma empresa asiatica especializada.
Os resultados demonstraram que as proteinas isoladas de uma torta
anteriormente detoxicada por lavagens susceptivas com solvente alcodlico,
apresentaram capacidade de reter 6leo muito inferior ao observado para as

amostras ndo tratadas, resultado similar ao observado neste estudo.

4.4.3 Atividade espumante

A média dos valores de atividade espumante para os isolados
proteicos de Pinhdo-Manso e dos padrdes proteicos soja e caseina
encontra-se na Tabela 14. O Gréafico 7 traz uma representacao grafica dos
valores, em percentual, encontrados para atividade espumante e

estabilidade da espuma formada.
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Tabela 14 - Atividade Espumante média dos isolados proteicos de

Pinh&o-Manso e dos padrdes soja e caseina em diferentes condi¢cdes de pH.

Amostras Atividade Espumante média (%)

pH
3,0 5,0 7,0 9,0

IPAPDHex | 162,52 (#8,79) 82,00 (+9,0) 153,13 (#5,0) 264,66 (+8,16)
IPADEtOH | 54,63 (+2,99) 17,03 (¢1,4) 50,97 (+2,16) 82,87 (+2,56)
IPPDEtOH | 64,53 (£3,24) 16,10 (+1,22) 116,43 (+1,34) 151,20 (*1,59)

IPCA 16,37 (+0,98) 0,00 25,67 (¥2,12) 166,87 (+2,82)

IPS 40,17 (+0,86) 13,40 (+0,85) 106,87 (+12,28) 99,90 (+ 1,65)

IPAPDHex: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH:: Isolado proteico da semente de Pinhdo-Manso desengordurada por
prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto.

IPS: Isolado Proteico de Soja

IPCA: Isolado Proteico de Caseina

Espuma pode ser definida como um sistema de duas fases ar / 4gua,
constituido de camaras de ar separadas por uma camada fina e continua. A
func@o béasica das proteinas em espumas é diminuir a tenséo interfacial,
elevando as propriedades viscoelasticas da fase liquida, formando peliculas
fortes. Embora todas as proteinas sejam anfifilicas, elas diferem muito
notavelmente em suas propriedades tensoativas (MAKRI et al., 2005). Os
fatores que afetam a capacidade de uma proteina formar espuma e de
manté-la sdo o tipo de proteina, o grau de desnaturacédo, pH, temperatura
além da técnica de batecdo empregada.

A capacidade de formar espuma das proteinas isoladas de Pinha-
Manso oriundas de améndoas descascadas e desengorduradas com hexano
foi superior aos valores obtidos para as demais, sendo importante destacar

que esta amostra apresentou melhores caracteristicas de solubilidade,
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confirmando a influencia desta propriedade sobre o desempenho das
proteinas.

Por meio dos dados expressos na Tabela 14 e representados pelo
Grafico 7 € possivel verificar ainda uma relacdo direta entre atividade
espumante e pH. As condi¢cdes de alcalinidade, neutralidade e acidez séo
determinantes para a solubilizacdo de proteinas, que influencia diretamente
as propriedades técnico-funcionais de solucdes proteicas. Assim, 0sS
resultados confirmam a dependéncia da atividade espumante pela forma de

obtencao das proteinas, além das condi¢cdes de pH impostas.
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Gréfico 7 — Atividade espumante e estabilidade da espuma formada das proteinas
isoladas de Pinh&o-Manso e dos padrfes proteicos soja e caseina em diferentes
condicdes de pH.

IPAPDHex: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH: Isolado proteico da semente de Pinh&do-Manso desengordurada por
prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto.

IPS: Isolado Proteico de Soja

IPCA: Isolado Proteico de Caseina

Saetae & Suntornsuk (2011) estudaram a composi¢do toxica e as
propriedades funcionais de proteina isolada de torta de Pinhdo-Manso
desengordurada industrialmente por uma empresa asiatica especializada.
Os resultados desses autores sdo similares ao observado neste estudo,
confirmando a relagdo direta existente entre a capacidade de formar
espuma, pelas proteinas, e as condi¢cdes de pH, sendo os menores valores
de atividade espumante observados entre os valores de pH 4,0 e 6,0 e 0

valor maximo em pH 12.
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Similarmente, Lestari, et al. (2011), realizaram um estudo das
propriedades técnico funcionais das proteinas de acessos de Pinhdo-Manso
oriundos da Asia. Os autores verificaram a capacidade de formacdo de
espuma de diferentes amostras em diferentes condicbes de pH, sendo os
melhores resultados obtidos em pH alcalino para isolado proteico de
sementes desengorduradas por prensagem e subsequentemente por
solvente organico.

A esse respeito, MAKRI et al. (2005), elaboraram isolados proteicos
de leguminosas, por meio de precipitacdo isoelétrica e ultrafiltracdo e
estudaram as propriedades funcionais desses isolados. Os autores
verificaram a capacidade de formar espuma dessas proteinas e os melhores
resultados foram observados para os isolados oriundos da ultrafiltracéo, que
continham teores proteicos entre 80,0 e 100,0%, ou seja, produtos muito

ricos em proteina.

4.4 .4 Atividade emulsificante

A média dos valores de atividade emulsionante para os isolados
proteicos de Pinhdo-Manso e dos padrdes proteicos soja e caseina
encontra-se na Tabela 15. O Gréafico 8 traz uma representacao grafica dos
valores, em percentual, encontrados para atividade emulsionante e

estabilidade da emulsao.
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Tabela 15 - Atividade Emulsificante média dos isolados proteicos de

Pinh&do-Manso e dos padrdes soja e caseina em diferentes condi¢des de pH.

Amostras Atividade Emulsificante média ( A)
3,0 5,0 7,0 9,0
IPAPDHex 0,52 (x0,02) 0,34 (x0,03) 0,39 (x0,02) 0,62 (x0,02)
IPADEtOH 0,13 (x0,01) 0,12 (x0,01) 0,12 (+0,04) 0,14 (+0,01)
IPPDEtOH 0,16 (x0,01) 0,10 (x0,01) 0,27 (x0,03) 0,38 (x0,04)
IPCA 0,26 (+0,01)  0,20(x0,02) 0,32 (+0,01) 0,33 (+0,02)
IPS 0,28 (+0,02)  0,18(x0,03) 0,32 (+0,02) 0,37 (+0,02)

IPAPDHex: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinhdo-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH:: Isolado proteico da semente de Pinhdo-Manso desengordurada por
prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto.

IPS: Isolado Proteico de Soja

IPCA: Isolado Proteico de Caseina

A: Absorbancia a 500nm

De acordo com Lestari et al. (2011), a atividade emulsionante esta
relacionada com a taxa de desdobramento das proteina nas interfaces 6leo /
agua, ou seja, essa propriedade estd diretamente ligada ao conteudo
proteico adsorvido. Com base na teoria para espalhamento de luz dispersa
por particulas esféricas, o valor da absorbancia da emulséo diluida pode
oferecer informacdes sobre o diametro médio e a distribuicdo granulométrica
dos globulos de gordura formados apdés a emulsificacdo, indicando
parametros para a atividade emulsionante que pode ser afetada pela
composicao e estrutura da proteina também pelo pH e forca ibnica. Por meio
da Tabela 15 percebe-se que os valores obtidos para atividade emulsificante
foram superiores para o isolado proteico oriundo de améndoas
desengorduradas por hexano, em comparacdo as médias obtidas para as

demais amostras teste. Ainda é possivel perceber que, o isolado proveniente
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de améndoas desengorduradas por etanol, apresentou o menor indice de
atividade emulsionante. As propriedades técnico-funcionais das proteinas
sao afetadas pela solubilidade proteica, neste sentido, os resultados obtidos
para atividade emulsionante, ratificam os dados expostos no item 4.2.2, mais
especialmente o Gréafico 4, em que se observa o baixo teor de proteina
solubilizada do Isolado proteico de améndoa desengordurada com etanol
(IAPDEtOH).

Vale acrescentar que, em geral, as proteinas de Pinh&do-Manso,
apresentaram boa atividade emulsificante compativeis ao observado para os
padrdes soja e caseina.

Proteinas, normalmente possuem propriedades hidrofébicas e
hidrofilicas. A atividade emulsionante € uma importante propriedade das
proteinas em alimentos emulsionados, tais como queijos, sorvetes, molhos
para saladas e carnes processadas (PAGNO et al., 2009). Por meio do
Grafico 8 € possivel observar o quanto a atividade emulsionante, assim
como a estabilidade da emulsédo, sdo diretamente dependentes do pH,
sendo os melhores resultados observados em condi¢des alcalinas. Saetae &
Suntornsuk (2011) avaliaram as propriedades técnico funcionais de isolados
proteicos de Pinh&o-Manso e encontraram resultados similares para
atividade emulsionante, obtendo baixos valores em condi¢des acidas, pois o
percentual de proteina solubilizada é reduzido e elevados indices em
condigdes alcalinas.

66



0.700 ~

0.600 +

0,500 +

0,400 +

Absorbancia (A)

0,300 -

0,200 -

A W T IPAPDHex
IPPDELOH
IPCA IPS

IPADEtOH

Gréfico 8 — Atividade emulsificante e estabilidade da emulsédo das proteinas
isoladas de Pinhdo-Manso e dos padrdes proteicos soja e caseina em
diferentes condicdes de pH.

IPAPDHex: Isolado proteico das améndoas de Pinh&o-Manso desengordurada com
hexano

IPADEtOH: Isolado proteico das améndoas de Pinh&o-Manso desengordurada com
etanol

IPPDEtOH:: Isolado proteico da semente de Pinhdo-Manso desengordurada por
prensagem e seguidamente com etanol em planta piloto.

IPS: Isolado Proteico de Soja

IPCA: Isolado Proteico de Caseina

A Absorbancia a 500nm

Similarmente ao observado neste estudo, Lestari e colaboradores
(2011) estudaram as propriedades técnico-funcionais de proteinas isoladas
de Pinhdo-Manso e determinaram que a atividade emulsionante e a
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estabilidade da emulsdo formada foram similares ao obtido para caseinato
de s6dio e superiores ao observado para proteina de soja, obtendo-se os
menores valores em pH 5,0.

Para formar uma emulsdo, as proteinas devem ter boa capacidade
para auxiliar a formacdo de pequenos e distintos glébulos de gordura, que
sdo simultaneamente distribuidos por toda a fase aquosa continua. Glébulos
de gordura pequenos podem ser obtidos pela crescente entrada de energia ,
no sistema, e consequente diminuicdo da tenséo interfacial. O papel das
proteinas durante a emulsificagdo & diminuir a tenséo interfacial, por meio da
reducdo da energia interna livre do sistema, adsorvendo-se rapidamente nas
interfaces 6leo / agua formando uma nova camada interfacial entre as
interfaces (LESTARI et al., 2011).

A esse respeito, Pagno et al.(2009), desenvolveram concentrados
proteicos de soro de leite obtidos por ultrafiltracdo e testaram a atividade
emulsificante, os resultados demonstraram bom potencial de utilizacédo
desses produtos em formulacdes alimentares. Silva et al. (1996), estudaram
as propriedades funcionais de isolado proteico de sementes de algaroba,
apresentando pequenas variagoes entre a faixa de pH de 3,0 a 8,0, exceto

em pH 5,0, correspondente ao ponto isoelétrico dessas proteinas.
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5 CONCLUSAO

O aproveitamento da torta e farelos de Pinhdo-Manso para
alimentacdo, da mesma forma como ocorre com a soja, geraria importante
renda e contribuiria para viabilizar economicamente a cultura. Neste sentido,
0os resultados deste estudo demonstram que esta possibilidade existe,
entretanto, deve-se considerar que as caracteristicas do material proteico é
diretamente dependente da forma de extracdo do Oleo. Para utilizacdo, em
alimentos, dos produtos de Pinhdo-Manso, seja em formula¢gées ou mesmo
alimentacdo animal, a destruicdo dos componentes toxicos se faz
necessaria. Assim, realizar a desintoxicacdo do material durante a extracéao
do d6leo é uma alternativa bastante eficaz, no entanto, pode promover
algumas alteracdes, sendo necessarios mais estudos que permitam
desintoxicar os produtos oriundos de Pinhdo-Manso, sem grandes

modificacdes ao material proteico potencialmente utilizavel.
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ANEXO |

Cromatogramas e curva analitica para determinacéo dos Esteres de Forbol
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a) Cromatograma do padrdol2-Miristato 13-Acetato de forbol — sintético, em diferentes

czoncentrac;c")es; b) Curva Analitica (mUA= 0,1932[concentracdo do éster de forbol]+ 0,3919)
r’=0,9935
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