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RESUMO

LESSA, Vinicius Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2021. Obtencao e
caracterizacio fisico-quimica e técnico-funcional do isolado proteico da améndoa de
macauba. Orientador: Frederico Augusto Ribeiro de Barros. Coorientador: Eduardo Basilio de
Oliveira.

O consumo de proteinas de origem vegetal estd aumentando em todo o mundo. Estas proteinas
desempenham um papel importante na nutricio humana, bem como nas propriedades fisico-
quimicas e tecno-funcionais dos alimentos. Entretanto, ha interesse em pesquisar e explorar
novas fontes de proteinas vegetais. A macatba (Acrocomia aculeata) é uma palmeira tropical,
nativa da regido central do Brasil. Seus frutos sdo obtidos principalmente de forma sustentdvel
e podem ser utilizados para diversos fins (alimentos, cosméticos e energia). O objetivo deste
trabalho foi obter (por precipitagdo isoelétrica) e avaliar as propriedades fisico-quimicas e
técnico-funcionais do isolado proteico da améndoa de macauba (pH 3,5 e 7,0). O isolado foi
obtido da farinha desengordurada da améndoa, farinha essa composta principalmente por
proteinas (37,3%) e fibras (35,7%), além de alto conteido de cinzas (5,1%), o teor de lipideos
foi de 1,6% e o de umidade de 9,7%. J4 o isolado proteico de améndoa (IPAM) de macatba
apresentou elevado teor de proteinas (94,9%) e baixos teores de umidade (4,6%), lipideos
(1,9%) e fibras e o teor de cinzas foi de 1,8%. O pHi do isolado proteico foi estimado préximo
ao pH 4,9 e apresentou baixa solubilidade na faixa de pH 4,0-6,0. O perfil SDS-PAGE
identificou 6 bandas com peso molecular que variaram entre 7 e 58 kDa para as proteinas do
isolado proteico. Em termos de qualidade nutricional, o isolado proteico ndo possui
aminodcidos limitantes e possui alto teor de argirina e glutamato. O indice ho em pH 3,5 foi
menor que em pH 7,0, ja os grupos sulfidrilas livres foram maiores em pH 7,0. O [IPAM tem
maior capacidade de reter 6leo (1,53 g.g™') do que 4gua (0,97 g.g’!). Foi observado maior indice
de atividade emulsificante (IAE) utilizando concentracdo de 0,25% que com 0,5 e 1% de IPAM
em pH 7,0. Ja em pH 3,5 emulsdes com 1% de IPAM apresentaram maior IAE. Contudo, em
ambos os valores de pH, as emulsdes com concentracdao de IPAM de 0,25% nao se mantiveram
estdveis durante o periodo de armazenamento. E necessdrio concentragio minima de 14% de
IPAM para formar um gel firme. Em conclusdo, o IPAM apresentou elevado teor de proteinas
que fornecem todos os aminodcidos essenciais em quantidade suficiente para satisfazer as
necessidades do corpo humano, além de apresentar propriedades técnico-funcionais

interessantes, apresentando, assim, um potencial para a inddstria de alimentos.



Palavras-chave: Isolado proteico. Ponto isoelétrico. Acrocomia aculeata.



ABSTRACT

LESSA, Vinicius Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2022. Physical-
chemical and technical-functional characterization of protein isolate from macauba
kernel. Adviser: Frederico Augusto Ribeiro de Barros. Co-advisor: Eduardo Basilio de
Oliveira.

The consumption of proteins of plant origin is increasing worldwide. These proteins have an
important role in human nutrition as well as in the physicochemical and techno-functional
properties of foods. Therefore, there is interest in researching and exploring new sources of
plant proteins. Macauba (Acrocomia aculeata) is a promising tropical palm tree, native to the
central region of Brazil. Its fruits are mostly obtained in a sustainable way and can be used for
different applications (food, cosmetics and energy). The objective of this work was to obtain
(by isoelectric precipitation) and to evaluate the physicochemical and technical-functional
properties of protein isolate from macauba kernel (IPAM) (pH 3.5 and 7.0). The defatted
almond flour is composed mainly by proteins (37.3%) and fibers (35.7%), besides high content
of ashes (5.1%). The lipids content was 1.6% and the humidity was 9.7%. The IPAM stands
out for its high protein content (94.9%), and also has low levels of moisture (4.6%), lipids
(1.9%) and ash (1.8%). The isoelectric point of the proteins was estimated close to pH 4.9 and
showed low solubility in the pH range 4.0-6.0. The SDS-PAGE profile identified 6 bands with
molecular weight ranging from 7 to 58 kDa for the proteins of the protein isolate. In terms of
nutritional quality, tryptophan was the only limiting amino acid in IPAM, which has a high
argyrin and glutamate content. The ho index at pH 3.5 was lower than at pH 7.0, while the free
sulfhydryl groups were higher at pH 7.0. IPAM has higher capacity to retain oil (1.53 g.g™!)
than water (0.97 g.g’"). Higher index of emulsifying activity was observed using concentration
of 0.25% than with 0.5 and 1% of IPAM at pH 7.0. In pH 3.5, emulsions with 1% of [IPAM
presented higher EIA. However, at both pH values, emulsions with 0.25% concentration of
IPAM did not remain stable during the storage period. A minimum concentration of 14% IPAM
is required to form a firm gel. In conclusion, IPAM showed high protein content that provides
most of the essential amino acids in sufficient quantity to meet the needs of the human body,
besides presenting interesting technical-functional properties, thus presenting a great potential

for the food industry.

Keywords: Protein isolate. Isoelectric point. Acrocomia aculeata.
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1. INTRODUCAO

Nos tdltimos anos, a demanda por proteinas de origem vegetal tem crescido por todo o
mundo devido a mudangas nos hédbitos alimentares das pessoas, seja motivada por questdes
religiosas ou pela busca de alimentos que causem menores impactos ambientais e preservacao
do bem-estar animal (Foods et al., 2020; S4, Moreno & Carciofi, 2020; Omura et al., 2021;
Oliveira et al., 2020). Além disso, sabe-se que uma alimentacdo a base de proteinas vegetais
traz beneficios a saide a possui baixo custo (Alves et al., 2020). As proteinas sao nutrientes
essenciais para a nutri¢do humana pois sdo fontes de aminodcidos essenciais € ndo essenciais e
a qualidade nutricional desses nutrientes varia com a sua biodisponibilidade, digestibilidade,
perfil de aminodcidos, presenca de fatores antinutricionais e efeitos do processamento (ex:
tratamento térmico) (S4, Moreno & Carciofi, 2019).

Além do seu valor nutricional, as proteinas possuem propriedades técnico-funcionais
que sdo essenciais para a produgdo e processamento de alimentos, pois sdo capazes de formar
estruturas complexas e, assim, fornecer base estrutural para os alimentos, além de influenciar
suas caracteristicas sensoriais (Omura et al., 2021; Oliveira et al., 2020). As propriedades
técnico-funcionais das proteinas alimentares sdo importantes no processamento de alimentos e
incluem capacidade de reten¢do de dgua e de gordura, capacidade de formar espumas e
emulsdes e formagcdo de gel (Boye et al., 2010). Essas propriedades estdo fortemente
relacionadas as suas caracteristicas fisico-quimicas, como o balanco hidrofilico/hidrofébico de
sua superficie molecular (Omura et al., 2021). De forma geral, as proteinas de origem vegetal
nao tétm o mesmo desempenho técnico-funcional que aquelas de origem animal, mas sdo
preferiveis por um nicho de mercado ja grande e ainda em expansao, pelas razdes ja comentadas
no pardgrafo anterior. Além disso, j4 foi demonstrado que ha diferentes abordagens
tecnoldgicas para melhorar as propriedades técnico-funcionais de proteinas e que sao aplicaveis
também aquelas de fontes vegetais, como por exemplo processamento ultrassonico, tratamentos
enzimaticos e a utilizacdo de calor (Nasrabadi, Doost & Mezzenga, 2021, S4, Moreno &
Carciofi, 2019; Sa, Moreno & Carciofi, 2020).

Algumas fontes de proteinas vegetais jd vém sendo amplamente utilizadas na produgao
de alimentos para o consumo humano. As proteinas da soja sdao um grande exemplo de
proteinas de fonte vegetal que ja sdo extensivamente processadas e consumidas, fazem parte da
formulacdo de um grande portfélio de alimentos e possuem 6tima qualidade nutricional e
caracteristicas técnico-funcionais (S4, Moreno & Carciofi, 2020). As proteinas da ervilha

também tém ganhado destaque da industria devido a sua composi¢do aminoacidica e suas
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propriedades técnico-funcionais, além de possuir baixa alergenicidade (Stone, et al., 2015a;
Oliveira et al., 2020). Outra fonte de proteinas vegetais € o arroz, que é uma das principais
culturas destinadas a producao de alimentos no mundo, com alta produgao, tornando disponivel
uma grande quantidade de proteinas com boas caracteristicas nutricionais, porém com
caracteristicas técnico-funcionais limitadas, principalmente devido a sua baixa solubilidade
(Omura et al., 2021; Amagliani et al., 2017). H4 uma tendéncia na pesquisa por novas fontes
vegetais que t&ém demonstrado potencial para producdo de proteina de alta qualidade nutricional
e tecnoldgica, como leguminosas, cereais, sementes, folhas, nozes entre outras (S4, Moreno &
Carciofi, 2020).

A macaiba (Acrocomia aculeata) ¢ uma palmeira nativa do Brasil com alta
produtividade de 6leo (Ciconini et al., 2013). O fruto da macauba € obtido principalmente pelo
extrativismo e sua parte comestivel é composta pela polpa e améndoa. Alguns componentes
que se destacam na composi¢do da macadba sdo os minerais, a fibra alimentar e proteinas
(Munhoz et al., 2018; Coimbra e Jorge, 2011; Hiane et al., 2006a). A améndoa da macatba
possui um alto valor nutricional e a torta obtida na extrac@o do seu 6leo € rica em fibra alimentar
e proteinas, além de possuir compostos bioativos como os compostos fenolicos e os tocoferodis
(Andrade, et al., 2020). De acordo com Andrade et al. (2020), a torta da améndoa da macatiba
apresenta alta capacidade antioxidante e é capaz de favorecer o crescimento de microrganismos
probidticos e como consequéncia a producdo de dcidos graxos de cadeia curta como 4cido
latico, propidnico, butirico e acético, capazes de promover beneficios a saude. Portanto, a
utilizagdo da torta da améndoa da macauba pode ter grande potencial para aplicagdes em
formulagdes alimenticias, podendo melhorar seu valor nutricional, como foi demonstrado por
Silveira et al. (2014). Os autores substituiram parcialmente (30% e 70%) a farinha de trigo pela
torta de améndoa de macauba na fabricacdo de biscoito tipo cookie e observaram que houve
aumento do teor de fibras, minerais e proteinas nas novas formulac¢des. Além disso, os cookies
tiveram melhor aceitacio sensorial e maior intencao de compra.

As proteinas da améndoa da macaiba apresentam digestibilidade in vitro semelhante a
casefna , e ainda, essas proteinas sdo fontes dos aminodcidos essenciais, pois sdo ricas em
metionina, cisteina, valina e leucina (Hiane et al., 2006b, Silva et al., 2021). Além disso, a
améndoa ndo apresenta niveis detectdveis de fatores antinutricionais (Hiane et al., 2006b).
Devido ao potencial como fonte de proteinas demonstrado pela améndoa de macatba, €
interessante conhecer suas propriedades técnico-funcionais para potencializar sua utilizagdo na
producdo de alimentos, uma vez que nio foram encontrados na literatura, at€é 0 momento em

que se redige este trabalho, publicacdes relatando a obtencdo e caracterizagdo de isolado
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proteico de améndoa da macaiba. Dessa forma, o objetivo deste trabalho € obter e avaliar, pela
primeira vez, as propriedades fisico-quimicas e técnico-funcionais de isolado proteico da
améndoa de macatba para promover seu uso na formulacao de alimentos, contribuindo assim

para a valoriza¢do da macaudba, uma palmeira nativa do Brasil e potencial fonte de proteinas.

1. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteinas de origem vegetal

A alimentacdo humana adequada depende da ingestdo de diversos nutrientes, como as
proteinas. Esses nutrientes sdo fontes dos aminodcidos essenciais, que sao 0s principais
elementos que contém nitrogénio e compostos estruturais das proteinas do corpo humano.
Portanto, a qualidade nutricional das proteinas € caracterizada pela sua capacidade de satisfazer
as necessidades metabdlicas de aminodcidos, que por sua vez estd relacionada com a sua
composi¢ao de aminodcidos, digestibilidade e, ainda, a biodisponibilidade desses aminoacidos
(Sa, Moreno & Carciofi, 2019, S4, Moreno & Carciofi, 2020).

A busca por novas fontes de proteinas para a utilizacao em alimentos exige que essas
proteinas tenham caracteristicas importantes para a sua utilizacdo, como ser facilmente
digeridas, ndo possuir toxicidade, tenham utilidade funcional e possam ser obtidas em
abundancia (Damodaran, 2005). As proteinas animais, tradicionais fontes dos aminoacidos
essenciais, apresentam alta qualidade nutricional (Pires, et al., 2006). Apesar disso, existem
desvantagens em relacao a elas, como custos crescentes, associagdo com mudancas climéticas,
alto consumo de recursos naturais € impactos na biodiversidade (Alemayehu, Bendevis &
Jacobsen, 2015; Cam & Mejia, 2012; Gonzélez, Frostell & Carlsson-Kanyama, 2011).

O mercado global das proteinas vegetais é segmentado por trés principais produtos: os
isolados, concentrados e farinhas proteicas (Foods, et al., 2020). E esperado que esse mercado
cresca a taxa anual composta de 6,2% durante o periodo de 2019 a 2027 devido a crescente
procura por alimentos a base de plantas e ricos em proteinas por parte do aumento do estilo de
vida vegano (Foods et al., 2020). Com isso o mercado das proteinas atrai investimentos de
grandes empresas no setor como na producdo de proteina da ervilha, um dos principais
ingredientes de hambiirgueres veganos e outros substitutos da carne (Fernandes, 2019). Além
da producdo de extratos hidrossoliveis vegetais, que sdo alternativas importantes para

intolerantes a lactose ou com alergia a proteina do leite de vaca (Alezandro et al., 2011).
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A digestibilidade juntamente com a composi¢do dos aminodcidos essenciais sdo
considerados fatores determinantes para avaliar a qualidade nutricional das proteinas. A
digestibilidade é um indicador geral de sua qualidade nutricional e estd relacionada com a sua
estrutura quimica e a presenca de compostos antinutricionais (Millward, et al., 1999 & Pires et
al., 2006). A digestibilidade das proteinas vegetais € geralmente menor quando comparada as
dos animais devido a presenca de inibidores de protease, fitatos, taninos, etc., que podem
reduzir a digestibilidade das proteinas no corpo humano. Essa menor digestibilidade pode ser
vantajosa quando se busca alimentos com maior saciedade, mas com restri¢des caldricas. Além
disso, a presenca de taninos ligados as proteinas, por exemplo, aumenta a capacidade
antioxidante do alimento consumido (Velickovic & Stanic-Vucinic, 2018; S4, Moreno &
Carciofi, 2020). A conformacao da proteina também tem influéncia em sua digestibilidade, uma
vez que pode dificultar o acesso de enzimas digestivas que realizam sua hidrélise (S4, Moreno
& Carciofi, 2019; Sa, Moreno & Carciofi, 2020).

As proteinas de fontes vegetais apresentam limitagcdes em relacdo a composi¢ao
nutricional por nao possuir todos os aminodcidos essenciais em sua composicao se tornando o
fator que mais limita seu uso como unica fonte de proteina para nutri¢do humana (Pires, et al.,
2006). Apesar de serem reconhecidas como nutricionalmente inferiores as de fontes animais,
ainda sim desempenham um papel muito valioso na nutri¢do humana e com uma alimentagao
balanceada e diversificada € possivel satisfazer as necessidades de consumo de aminoacidos do
corpo humano (Alves et al., 2020).

Por outro lado, as proteinas de fontes vegetais estdo acompanhadas de fibras,
carboidratos, oligossacarideos e dcidos graxos poliinsaturados, enquanto as proteinas animais,
principalmente provenientes de carne vermelha, estdo associadas ao consumo de gorduras
saturadas (Pires et al., 2006). Além disso, o consumo de proteinas derivadas de plantas esta
associado com a diminui¢@o de doencas cardiovasculares, diabetes Mellitus tipo II, obesidade
e colesterol de baixa densidade, pois essas proteinas podem estar ligadas com taninos e outros
compostos fendlicos, que possuem propriedades bioativas, enquanto as proteinas animais
tendem a aumentar o risco dessas doencas devido ao perfil lipidico (Guasch-Ferré et al., 2019).

Com a finalidade de explorar as propriedades nutricionais, potenciais de utilizagdo,
beneficios nutricionais e aplica¢des tecnoldgicas das potenciais fontes de proteinas vegetais
existem diversas pesquisas envolvendo legumes, cereais, pseudocereais, sementes, folhas e
brotos, améndoas e nozes e subprodutos agroindustriais (S4, Moreno & Carciofi, 2020).

A producdo de 6leos a partir de sementes gera coprodutos ricos em carboidratos e

proteinas que quando processadas adequadamente podem ser utilizados para a alimentacdo
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humana. Dentre essas sementes, as principais sdo soja, canola, algoddo, amendoim e girassol
que quando processados disponibilizam uma propor¢do bastante elevada de farinhas proteicas.
Existem também culturas oleaginosas alternativas de uso crescente na produgdo de Oleos
especiais que tém sido registradas como: semente de sésamo, uva, abobora, cannabis, avelas e
nozes. Com o crescimento da produc¢do de oleaginosas para a produgdo de dleos vegetais torna
disponivel um grande volume de subprodutos com grande potencial para produ¢do de proteinas

vegetais (Rodrigues, Coelho & Carvalho, 2012; Kochhar, 2011)

(€N

A soja é uma semente oleaginosa com alto teor de proteinas (~40%) e ja

(N

extensivamente processada e utilizada na alimentagdo humana. Sua digestibilidade
considerada boa ja que se iguala as proteinas provenientes do leite, ovo e carne e os produtos
produzidos a partir da proteina de soja consistem em produtos com alto teor de proteinas de boa
qualidade quando comparado com outras fontes vegetais, j4 que possuem em sua constituicao
todos os aminodcidos essenciais requeridos para o corpo humano (Singh et al., 2008). Além
disso, devido as suas propriedades tecno-funcionais € possivel produzir produtos com boas
caracteristicas sensoriais, como os produtos andlogos a carne, paes, bebidas, molhos, sopas e o
extrato de soja conhecido popularmente como “leite de soja” que € uma alternativa importante
para pessoas com intolerancia a lactose ou alergia a proteina do leite de vaca (Alezandro, et al.,
2011).

A ervilha, que também € uma leguminosa, € uma interessante fonte de proteinas pois
possui alto teor desses nutrientes com perfil de aminoécidos essenciais complementares aos dos
cereais (Lam et al., 2016). Os ingredientes alimentares que utilizam a ervilha em sua
composi¢do também sdo atraentes para a industria devido a sua baixa alergenicidade, valor
nutritivo e status de ndo geneticamente modificado. Os isolados proteicos da ervilha também
sdo capazes de estabilizar emulsdes e possuir propriedades de formagdo de espuma semelhante
a soja, portanto, as aplicacdes desses isolados na industria alimentar pode incluir bebidas,
molhos, molhos para salada e produtos assados (Stone, et al., 2015b).

J4 os cereais sdo cultivados em grandes quantidades e muito importantes para o
consumo humano, além de serem, também, fontes de proteinas, como o arroz e o milheto. No
caso do arroz, apesar de possuir baixo teor de proteinas, aproximadamente 7%, sua producao €
consideravelmente elevada o que resulta em uma grande quantidade de proteinas disponiveis
(S84, Moreno & Carciofi, 2020; Kawakatsu & Takaiwa, 2019). O arroz faz parte da alimentagao
basica e importante fonte de proteinas em diversos paises e devido ao interesse no

processamento de proteinas vegetais nos dltimos anos, ingredientes enriquecidos com proteinas
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do arroz se tornaram disponiveis, apesar de que a aplicacdo das proteinas intactas do arroz ser
limitada devido a sua baixa solubilidade em dgua (Amagliani, et al., 2017).

As nozes também sao promissoras fontes de proteinas que podem ser utilizadas na
producdo de bebidas e emulsdes devido a seus perfis nutricionais favoraveis a saide do
consumidor, assim como as castanhas, améndoas e avela (Qamar, et al., 2019). De acordo com
o trabalho de Sze-Tao & Sathe (2000) isolado proteico da améndoa (Prunus dulcis L.) possui
caracteristicas de formacdo de espuma, capacidade de absor¢cao de 6leo e de formar emulsdo
maior que os isolados proteicos de soja. Além disso, segundo os mesmos autores, o isolado
proteico da améndoa apresenta baixa viscosidade em altas concentragdes, caracteristica ideal
para producdo de bebidas ricas em proteinas sem alterar drasticamente sua viscosidade.

Como ja foi discutido, existem diversas fontes alternativas de proteinas com diversas
vantagens em relacdo as proteinas animais como: pre¢o, sustentabilidade e beneficios a saude.
Esses fatores evidenciam o potencial para aplicagdo na produgdo de alimentos que utilizem
essas proteinas (Fasolin et al., 2019). Além de seu efeito nutricional, as proteinas também
podem atuar como agentes emulsificantes, gelificantes, espumantes, entre outras aplicacdes
tecnologicas em alimentos. Todas essas caracteristicas tém despertado o interesse de
pesquisadores, empresas e de consumidores em relacdo a utilizacdo e consumo dessas proteinas
(Pedrosa et al., 2020; Menegotto et al., 2019).

O aumento do teor de proteinas vegetais em alimentos pode ser realizado por meio da
incorporacdo em farinhas. As massas sdo tidas como interessantes para a incorporacdo de
farinhas de leguminosas, uma vez que a associagdo desses produtos em um unico alimento
aumenta seu conteido de proteina e se beneficia de seus perfis de aminodcidos essenciais
complementares (Boire et al., 2018). Os isolados ou concentrados proteicos sdo utilizados em
diversos alimentos com finalidades de melhorar suas propriedades funcionais ou como
substitutos da proteina animal em formulacdes (Boye, et al., 2010; Garcia-Vaquero, Lopez-

Alonso & Hayes, 2016).

2.2 Propriedades fisico-quimicas e técnico-funcionais das proteinas em alimentos

As proteinas desempenham papel fundamental na nutricdo humana, mas para a
producdo de alimentos existem outras fungdes que vao além do seu papel como nutriente. Os
alimentos possuem variadas propor¢des de proteinas com diferentes propriedades, portanto,
além de fornecer os aminodcidos essenciais ao funcionamento do organismo humano, as

proteinas fornecem a base estrutural para varios alimentos (S4, Moreno & Carciofi, 2020). As
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propriedades técnico-funcionais das proteinas alimentares sdo importantes no processamento
de alimentos e incluem capacidade de retencdo de dgua e de gordura, capacidade de formar
espumas e emulsificagc@o, espessamento e formacdo de gel (Omura et al., 2021; Amagliani et
al., 2017). Estas propriedades influenciam nas caracteristicas sensoriais dos alimentos, que sao
fundamentais na fabricacdo de alimentos como produtos de confeitaria, bebidas, molhos e
produtos de carne (Boye, et al., 2010).

As caracteristicas fisico-quimicas desempenham papel fundamental nas propriedades
técnico funcionais das proteinas, sendo a solubilidade uma das caracteristicas mais importantes,
j4 que muitas das suas propriedades funcionais dependem de sua capacidade de inicialmente
entrar em solucao (Chiang, Shih & Chu, 1999). De acordo com o trabalho realizado por Chiang,
Shih & Chu (1999), o isolado proteico de soja apresenta baixa solubilidade entre o pH4 e 5 e
a medida que os valores de pH se afastam dessa faixa, a solubilidade das proteinas aumenta.
No trabalho de Menegotto et al. (2019), foi encontrado perfil de solubilidade semelhante para
o concentrado proteico Spirulina platensis, que apresentou solubilidade minima (3,23%) a pH
3 e méaxima (98,07%) ocorreu a pH 9. A baixa solubilidade das proteinas nessa faixa de pH é
pelo fato que esses valores estao proximos do ponto isoelétrico, demonstrando sua dependéncia
do pH do meio (Omura et al., 2021).

O ponto isoelétrico das proteinas é o valor de pH no qual, quando em solucdo, o
somatoério algébrico das cargas elétricas € igual a zero e € utilizado na obtencdo de isolados a
partir de farinhas desengorduradas ricas em proteinas. Nesse processo, a farinha € dispersa em
solucdo aquosa, o pH ajustado para alcalino, a solugdo é entdo centrifugada e os carboidratos
sdo separados por diferenca de solubilidade. O pH do sobrenadante € ajustado para o ponto
isoelétrico da proteina, que minimiza sua dispersibilidade em meios aquosos, e entdo €
centrifugado e se obtém o isolado proteico (Pedrosa, et al., 2020). Utilizando esse método,
Karki, et al., (2009) obtiveram um produto com 89% de proteinas de soja. Também utilizando
esse método, Pedrosa et al. (2020), obtiveram material proteico de feijio com concentracdo de
75,42% de proteinas.

De modo geral, as proteinas possuem grupos hidrofébicos e hidrofilicos e esses grupos
estdo espalhados aleatoriamente por toda a sua estrutura. A quantidade dos grupos hidrofébicos
pode ser quantificada pelo indice de superficie hidrofébica exposta, que estd diretamente
correlacionado a propor¢ao de grupos na superficie das moléculas de proteinas em contato com
o ambiente aquoso. Esse indice também estd relacionado com a capacidade de interagdo com
agua e com 6leo das proteinas e afeta varias de suas propriedades técnico funcionais (Omura et

al., 2021, Téllez-Morales, et al., 2020).
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A capacidade das proteinas de interagir com dgua ou com 6leo € um fator importante
para a industria de alimentos, pois afeta propriedades de sabor e textura. A interacdo com a dgua
ou Oleo estd relacionada com fatores intrinsecos das proteinas, como a composicdo de
aminodcidos, conformacdo e hidrofobicidade (Chiang, Shih & Chu, 1999; Karki et al., 2009).
Alta capacidade de retencdo de dgua ajuda a manter o frescor e a sensagdo de umidade na boca
e tém sido associados a reducdo da perda de umidade em alimentos, além de ser desejdvel em
alimentos viscosos como carnes, molhos e produtos assados pois agem como espessantes €
mantém a viscosidade. J4 a capacidade de interacdo com 6leo estd relacionada com retencao de
flavor e melhor a palatabilidade dos alimentos, além disso, a capacidade da proteina de ligar a
6leos € muito importante quando se substitui a carne e € um requisito na producio de salsichas
maionese € molhos para saladas (Chandi, & Sogi, 2007; Garcia-Vaquero, Lopez-Alonso &
Hayes, 2016). No trabalho de Amirshaghaghi et al. (2017), foi observado que uma grama de
isolado proteico de améndoa selvagem foi capaz de absorver 2,3 g de dgua e 3,5 g de dleo.

As emulsdes sdo formadas devido a presenca dos grupos hidrofébicos e hidrofilicos e
a atividade emulsificante depende da natureza e concentragcdo dessas proteinas, mas também
pode ser afetado por outros fatores como pH, tamanho da goticula formada, tensao superficial,
viscosidade, tipo de Oleo, presenca de sais e temperatura do pré-tratamento (Chandi & Sogi,
2007). No trabalho realizado por Karki et al. (2009), o isolado proteico de soja extraido por
precipitacao isoelétrica obteve capacidade de formar emulsdes de 445 g de 6leo/g proteina em
pH 7.0. No trabalho realizado por Omura et al., (2020), o isolado proteico de soja alcangou
indice de atividade emulsificante de 122.9 m2g™! enquanto o concentrado proteico de ervilha foi
de 135.9 m2g’! e o isolado proteico de arroz foi o que apresentou os menores valores de atividade

emulsificante, de 58.7 m2g.

A maior atividade emulsificante observada para algumas
proteinas, como as proteinas da ervilha e da soja, ocorre devido a capacidade delas
estabilizarem, a curto prazo a emulsdo por acdes interfaciais uma vez que possuem uma maior
concentracdo de aminodcidos hidrofébicos na superficie da molécula e estrutura mais flexivel
(Pedrosa, et al., 2020).

As espumas alimentares, assim como as emulsdes também sdo dispersdes, mas que
envolvem gases, geralmente ar, em uma fase continua, geralmente dgua. Elas fornecem
estruturas e textura para uma variedade de alimentos como chantilly, sorvetes, bolos, mousses
e marshmallows (Damodaran, 2005). As proteinas podem ser utilizadas como agentes
espumantes contribuindo para a formacgdo e estabilidade da estrutura através da redugdo da

tensdo superficial entre as duas fases, mas o mais importante é a capacidade de diminuir essa

tensdo rapidamente, o que contribui para uma maior espumabilidade (Foegeding & Davis,
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2011). De acordo com o Boye et al. (2010), a capacidade de formar espumas de concentrados
proteicos de lentilha, grdo de bico e ervilha variaram de 98% a 106% (v/v). Ja Pedrosa et al.
(2020) encontraram menor capacidade de formar espumas para os isolados proteicos de ervilha
(74%) e de feijao (47%) (v/v). Os mesmos autores destacaram que essas proteinas poderiam ser
utilizadas como agentes espumantes na elaboracao de sorvetes, merengues, bolos e sobremesas.

A capacidade das proteinas alimentares de formar géis ao passarem por aquecimento
€ uma propriedade funcional importante no processamento e produgdo de alimentos. A
gelificacdo ocorre quando as proteinas formam uma rede tridimensional que € resistente ao
fluxo sob pressao (Boye, et al., 2010). O processo de formagdo de gel por proteinas pode ser
induzido por tratamentos fisicos (calor e pressao), enzimdticos e quimicos. Na maioria das
vezes, a gelificacido ocorre, pois as proteinas sofrem desdobramento e exposicdo dos grupos
sulfidricos e da regido interna ndo polar e a formacdo de agregados através de interacoes
moleculares que retém dgua nos intersticios de sua estrutura. Essa estrutura se mantém estavel
através de interacOes hidrofébicas, eletrostiticas e ligagdes de hidrogénio ou por ligacdes
covalentes (Le, Rioux & Turgeon, 2017, Téllez-Morales, et al., 2020).

Para que seja formado gel € necessaria uma concentracdo minima de proteinas e tal
concentracdo € especifica para cada material proteico, sendo influenciado pelas suas
caracteristicas estruturais e condicdes de gelificacdo (Omura, et al. 2020). De acordo com o
trabalho realizado por Omura, et al. (2020), para que seja formado gel a partir do isolado
proteico de soja e do concentrado proteico de ervilha é necessdria uma concentragdo minima de
15% (m/v), ja para o isolado proteico de arroz essa concentragdo € bem mais alta, de 35% (m/v)
para que fosse formado gel. As caracteristicas funcionais desses géis, como a elasticidade e
capacidade de retencdo de dgua, dependem de varios fatores. Dentre eles, podemos citar, as
caracteristicas intrinsecas das proteinas, a concentracdo, pH da solugdo e o tipo e condi¢des do

processo realizado para se obter o gel (Le, Rioux & Turgeon, 2017).

2.3. Macaiba (Acrocomia aculeata)

A macauba € uma palmeira arborescente (Figura 1) pertencente a familia Arecaceae.
Nativa de florestas tropicais, pode atingir alturas superiores a 20 m, o estipe varia de 20 a 30
cm de didmetro (Mota et al., 2011; Teles et al., 2011). O caule apresenta variacdes em suas
caracteristicas, como a presenga ou auséncia de peciolos e espinhos. Os espinhos sdo
normalmente encontrados nas palmeiras mais jovens, entretanto algumas palmeiras possuem

espinhos devido a fatores genéticos (Ciconini et al., 2013). A inflorescéncia ocorre entre as



19

folhas em cachos que chegam a medir 130 cm de comprimento, onde sdo formados os frutos

(Mota et al., 2011).

Figura 1: Palmeira de macauiba. Fonte: www.douradosagora.com.br

A macatba apresenta ampla distribuicdao geogréfica, ocorrendo na América tropical e
subtropical, desde o sul do México e Antilhas até o sul do Brasil, chegando ao Paraguai e
Argentina (Henderson et al., 1995; Scariot et al., 1995). No Brasil sua espécie € encontrada nos
estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e regides centro oeste, nordeste e norte do
Brasil (Amaral et al., 2011), ocorrendo uma grande variabilidade nas caracteristicas genotipicas
das plantas, que sugere um forte efeito do ambiente e do solo sobre suas caracteristicas
(Ciconini et al., 2013).

Os frutos da macaidba sdo dispostos em cachos e cada planta produz uma quantidade
varidvel com alto coeficiente de variag¢do, produzindo em média de 3 a 4 cachos por ano, mas
pode chegar a 7. O desenvolvimento de seus frutos ocorre normalmente no fim do periodo
chuvoso, completando seu desenvolvimento no periodo da seca. A safra ocorre entre os meses
de setembro e marco (Mota et al., 2011; Ciconini et al 2013).

Sanjinez-Argandoia et al. (2011) verificaram que a produtividade da macatiba pode
alcancar média anual por planta de 44,24 kg de mesocarpo e 9,25 kg de améndoa e por hectare
de 8848 kg e 1904 kg de mesocarpo e de améndoa respectivamente, sugerindo que a exploracao
da macatba de maneira sustentdvel pode ser economicamente vidvel por sua caracteristica de

alta produtividade e com alto rendimento de polpa quando comparado com a produg¢do de outras
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palmeiras. Ciconini et al. (2013) concluiram que plantas provenientes do bioma cerrado tem
maior producio, em relacdo ao peso dos frutos, que plantas do bioma pantanal.

Como uma das principais palmédceas com potencial para produgdo de 6leo vegetal, no
Brasil, o fruto da macatba € principalmente obtido do extrativismo (Teles et al., 2011), contudo,
existem vdrios autores que mencionam haver plantagdes com intuito de producao de frutos. A
alta qualidade do seu 6leo inclusive para fins alimenticios, faz com que a demanda cresca acima
da oferta, evidenciando seu baixo risco associado ao investimento (Pimentel et al., 2011).

O fruto da macatba € caracterizado como uma drupa comestivel de formato globular
que apresenta coloracdo que pode variar de amarelada a amarronzada quando maduro, e
diametro varia de 2,5 a 5 centimetros, além disso, sdo constituidos por epicarpo carticeo que €
a casca, mesocarpo que representa a polpa e o endocarpo que contém a améndoa (Almeida et
al., 1998; Ciconini et al., 2013). E possivel visualizar na figura 2 as caracteristicas do fruto de
das partes que o compdem.

O mesocarpo apresenta coloracdo que varia de amarelo a esbranquicado e é comestivel,
caracterizado como fibroso e mucilaginoso com alto teor de lipideos estando intimamente
ligada ao endocarpo, estrutura essa rigida e de cor negra que por sua vez abriga a semente, uma
améndoa oleaginosa recoberta por tegumento (Ciconini et al., 2013; Farias et al., 2010). A
por¢do comestivel do fruto € representada por 48% de sua massa total que compde em conjunto
o mesocarpo e a améndoa sendo consumido, principalmente em sua forma in natura (Ramos et

al., 2008; Ciconini et al., 2013).

Epicarpo (Casca)

Mesocarpo (Polpa)

—> Endocarpo (Tegumento)
|

- i—') Améndoa

Figura 2. Fruto da Acrocomia aculeata. Fonte: Adaptado de http//www.portalmacauba.com.br

Os frutos da macaiba possuem caracteristicas variadas de acordo com sua regido de

cultivo, espécies, caracteristicas do solo e clima (Ciconini et al., 2013). Farias et al. (2010) ao
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analisar frutos encontrados no cerrado Piauiense verificaram que frutos de macatiba possuem
em média de peso de 21,5 gramas. Ja Ciconini et al. (2013) ao analisarem frutos dos biomas do
cerrado e pantanal mato grossenses encontraram peso médio de 19,21 gramas, foi observado
também que o peso dos frutos variou de 12,7 a 58,3 g evidenciando a grande variagdo dessa
caracteristica. Os mesmos autores verificaram que frutos provenientes do cerrado do Mato
Grosso mostram maior propor¢do de mesocarpo do que frutos do pantanal desse mesmo estado
e com propor¢des inversas para a améndoa. Os frutos da macaiba sao compostos por cerca de
21% de epicarpo (casca), 38% de mesocarpo (polpa carnosa), 34% de endocarpo e 7% de
endosperma (améndoa), podendo variar conforme o local da producdo (Gargnin et al., 2008;

Nucci et al., 2008).

2.3.1. Composi¢cdo quimica da macaiiba

A polpa destaca-se pelo alto valor nutricional, alto teor de acucares, lipidios,
carotenoides e minerais, com isso pode ser usada para enriquecimento de dietas e assim
valorizar espécies nativas do Brasil (Aguilera et al., 2018). Descrita com caracteristicas
sensoriais agraddveis, gosto doce e saboroso, além das caracteristicas relacionadas com
potencial antioxidante, anti-inflamatorio e antidiabética (Ramos et al., 2008). Essa polpa pode
ser utilizada para vdrias finalidades na producdo de alimentos, como ingredientes em doces,
geleias, bolos, biscoitos e barras de cereais resultando em produtos ricos em -caroteno, fibras
e com caracteristicas de um produto de baixa acidez, com excelentes niveis de compostos
bioativos, especialmente o B-caroteno e vitamina A (Coimbra & Jorge 2012).

A composicao da polpa apresenta grande variacio, sendo os teores de umidade e de
lipideos como os de maior variabilidade (Ciconini et al., 2010). Deve-se destacar que o teor de
dgua varia de acordo com o tempo da coleta ou se o fruto passou por processo de secagem
(Pimenta et al., 2012). A polpa da macatba caracteriza-se como rica em lipidios, principalmente
os insaturados, portanto com alto potencial para a producdo de 6leo para diversas finalidades,
como a industria de alimentos, cosméticos, farmacéutica e de combustiveis. Além disso, esse
6leo apresenta em sua composicao alto teor de compostos bioativos como os carotendides e
tocoferdis (César et al., 2015). A polpa apresenta alto teor de fibras alimentares e de acordo
com Coimbra e Jorge (2012) o consumo de 100 g corresponde, em média, a 80% da ingestao
diaria de fibras indicada, demonstrando que o consumo regular desse alimento pode trazer
beneficios a saide humana. Além disso, é rica em lipidios e carboidratos e pode fornecer

aproximadamente 21% das necessidades caldricas de um adulto quando consumidos 100
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gramas diariamente (Munhoz et al., 2018). A composicado centesimal da polpa e da améndoa de

macauba esta indicada na tabela 1.

Tabela 1: Faixas de composi¢ao centesimal da polpa e améndoa da macatba (base imida).

Polpa Améndoa
Umidade (%) 5.98 - 49,20 4,97 -12,10
Lipideos (%) 28,49 - 30,38 46,06 - 55,55
Cinzas (%) 2,17 -3,26 1,99 - 2,08
Proteinas (%) 3,34-6,72 17,60 - 28,61
Fibra alimentar (%) 20,26 - 24,30 5,81-7,59
Carboidratos (%) 32,96 - 36,22 12,49 -17,23

Fonte: Monhoz et al., 2018; Coimbra e Jorge, 2011, Hiane et al., 2006a, Hiane et al., 2006b.

Como pode-se observar na tabela 1, a améndoa da macatba se destaca pelo contetddo de
proteinas, lipideos, fibras e minerais (Grande & Cren, 2016; Munhoz et al., 2018). A torta pode
ser triturada, transformada em farinha e utilizada diretamente para enriquecer formulagdes
alimentares, pois possui alta qualidade nutricional ja que € rica em fibras e proteinas, podendo
também melhorar as caracteristicas sensoriais desses produtos (Dessimoni-pinto et al., 2010).
Com isso pode ser usada como fonte de matéria-prima para a extracao de 6leo e de proteinas e
ao contrario das sementes de leguminosas, ndo possui em sua composi¢dao inibidores de
proteases, caracteristica importante e vantajosa em termos de digestibilidade (Hiane et al.,
2006b).

De acordo com Hiane et al. (2006b), as proteinas da améndoa da macatiba sdo compostas
principalmente de globulinas e glutelinas compondo 53,5% e 40,0% da concentracdo total de
proteinas respectivamente. Ainda segundo os autores, as proteinas da améndoa da macatba
apresentam bom nivel de digestibilidade in vifro em comparacdo com o padrdo de caseina, €
ainda essas proteinas sdo fontes de alguns dos aminodcidos essenciais, pois sao ricos em

metionina, cisteina, valina e leucina, o que aumenta o valor nutricional delas. Além de sua
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composicdo em nutrientes, a améndoa ndo apresenta niveis detectaveis de fatores
antinutricionais, que quando ingeridos causam efeitos fisiologicos adversos (Hiane et al.,
2006b).

A partir do fruto da macatba sdo obtidos dois tipos de 6leos, o 6leo do mesocarpo que
¢ caracterizado pela alta concentracdo de dcido oleico e cor laranja intensa que indica uma alta
concentracdo de carotendides, e o 6leo extraido da améndoa, que possui aspecto transparente e
predominancia dos dcidos graxos ldurico e oléico. (Ciconini et al., 2013; Munhoz et al., 2018).
A composicdo dos dcidos graxos dos dleos extraidos da polpa e da améndoa da macatba estéd
indicada na tabela 2. O 6leo extraido da polpa € caracterizado por predominédncia de 4dcidos
graxos insaturados, que de acordo com a literatura representa de 56,84% a 75,00% do total,
portanto, pode ser classificado como monoinsaturado ja que € composto por mais de 50% de

acidos graxos dessa classe (56,84% a 75,00%) (Coimbra & Jorge, 2012; Lescano et al., 2015).
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Tabela 2: Faixas de composi¢do dos acidos graxos em O6leos extraidos do mesocarpo e da

améndoa dos frutos da Acrocomia aculeata. Teores maximos e minimos encontrados na

literatura.
Acidos Graxos Oleo da polpa Oleo extraido da améndoa

C8:0 - 3,10-5,22
C10:0 - 2,79 - 4,56
C12:0 0,10 - 1,56 32,58 - 44,14
C14:0 0,10 - 0,49 8,45-13,40
C16:0 12,18 - 24,60 6,57 - 9,20
C16:1 1,36 - 4,80 -
C18:0 1,08 - 3,30 2,11 -3,40

C18:1n-9 52,57 - 67,07 18,70 - 36,27

C18:2n-6 2,70 - 13,80 3,00 - 3,82

C18:3n-3 1,40 - 2,60 -

Fonte: Lieb et al., 2019; Amaral, et al., 2011; Coimbra e Jorge, 2011.

O 6leo extraido da polpa da macatba caracteriza-se como um perfil considerado ideal
para Oleos comestiveis pois apresenta o dcido oleico (18:1 n-9) como componente mais
abundante (52,57 a 67,07% (Coimbra & Jorge, 2012: Lieb et al., 2019). O 6leo extraido da
améndoa macatuba € composto predominantemente por dcidos graxos saturados (59,92-
77,80%), com o 4cido laurico (C12:0) como o componente mais abundante (32,58 e 44,14%).
Devido a composicao, o 6leo da améndoa da macauba apresenta valor econdmico no mercado
dos 6leos insaturados para as industrias de cosméticos e farmacéuticas (Amaral, et al., 2011).

Além do alto contetudo de 6leo e proteinas, a améndoa também se destaca pelo elevado
conteido de magnésio, cobre e zinco com concentragdes iguais a 24.3, 11.1 e 30.9 ng/g

respectivamente (tabela 3), além disso as améndoas da macatiba sdo mais ricas em cdlcio (94,3
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mg / 100 g), fosforo (537,5 mg / 100 g) e manganés (24,3 ng / g) do que as castanhas de caju
ou coco fresco (Hiane et al., 2006a). A polpa da macaiba apresenta em sua composi¢do uma
grande quantidade de minerais, podemos destacar como um alimento com alto teor de célcio,
magnésio, zinco e cobre, além disso, pode ser considerada como fonte de ferro e manganés
(Munhoz et al., 2018). A biodisponibilidade desses nutrientes € importante, j4 que a
porcentagem bio acessivel pode ser aumentada ou diminuida de acordo com as interagdes

durante a digestdo (Gongalves et al., 2020).

Tabela 3: Composi¢do de minerais (base imida) da polpa e da améndoa do fruto da macatiba

Minerais (mg/100g) Polpa Améndoa
Cilcio (mg/100g) 61,96 94,30
Magnésio (mg/100g) - 207,00
Foésforo (mg/100g) 36,78 537,5
Potassio (mg/100g) 766,37 3772
Cobre (ng/g) 2,43 11,13
Manganés (ug/g) 1,38 24,33
Ferro (ug/g) 7,81 -
Zinco (ug/g) 6,02 30,93
Sodio (ug/g) - 21,41
Iodo (ug/g) - 32,91
TIodo (ng/g) - 32,91

Fonte: Hiane et al.,2006a, Ramos et al.,2008.

Em relacdo aos compostos bioativos, o 6leo de polpa é mais rico em carotendides
(300,01 mg/kg) e tocoferdis (212,95 mg/kg), enquanto o 6leo da améndoa se destaca pelo maior

teor de compostos fendlicos (4,38 mg EAG/g) (Coimbra & Jorge, 2012). Os dados referentes a
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composi¢ao de compostos bioativos de dleos extraidos da polpa e améndoa de macatba estao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Composicao de compostos bioativos presente nos 6leos da polpa e da améndoa do
fruto de macauba

Compostos bioativos Polpa Améndoa
Compostos fendlicos totais (mg 2,21 4,38
EAG/g)
Carotenoides totais (ug/g) 300,01 1,82
Tocoferois totais (mg/kg) 212,95 23,10
o — Tocoferol (mg/kg) 143,70 14,35
B — Tocoferol (mg/kg) 3,25 0,85
vy — Tocoferol (mg/kg) 57,85 -
0 — Tocoferol (mg/kg) 8,15 7,90

Fonte: Coimbra & Jorge, 2011, Coimbra & Jorge, 2012.

O consumo dos 6leos extraidos da macatba pode trazer efeitos diuréticos e natriuréticos,
como propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anticarcinogénicas, anti degenerativas e
retardadoras de envelhecimento que estio relacionados com a presenca de compostos bioativos
em sua composi¢ao (Lescano et al. 2015). Como, por exemplo, o B-caroteno que é convertido
em vitamina A, desempenhando importante papel nutricional, além da conhecida acdo
antioxidante desses compostos (Coimbra e Jorge, 2011).

Como foi discutido anteriormente, a macatiba pode ser utilizada com diversas
finalidades, mas a sua principal utilizacdo é como fonte de dleo vegetal, devido a sua alta
produtividade. Além de fonte de 6leo, a améndoa também demonstra grande potencial como
fonte de proteinas vegetais, contudo ha poucas informacdes sobre as proteinas da améndoa,
principalmente suas caracteristicas fisico-quimicas e tecno-funcionais, que sao essenciais para

sua utilizacdo em alimentos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Obter isolado proteico de améndoa de macaiba, bem como avaliar propriedades fisico-

quimicas e técnico-funcionalidades deste material para fins alimentares, a temperatura de 25°C,

a valores de pH 3,5 e 7,0, e sem ajuste na forca idnica do meio.

3.1.

Objetivos especificos

Obter e determinar a composi¢do centesimal da farinha desengordurada de améndoa de
macauba;

Obter o isolado proteico da farinha desengordurada da améndoa de macaiba, pela
técnica de precipitacdo isoelétrica;

Realizar uma caracterizacdo fisico-quimica do isolado proteico obtido (ponto
1soelétrico, perfil de distribuicio de massas molares, superficie hidrofébica e grupos
sulfidrilas livres);

Avaliar propriedades técnico-funcionais do isolado proteico obtido (capacidade de
retencdo de 6leo e de dgua, propriedades espumantes, emulsificantes e gelificantes), a
temperatura de 25°C, a pH 3,5 e 7,0, e sem ajuste na forca idnica do meio nos valores

de pH 3,5¢e 7,0.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Locais de trabalho

As etapas de desenvolvimento deste estudo foram realizadas na empresa Soled Brasil
(obtencdo e despeliculamento das améndoas de macatiba), nos laboratérios do DTA-UFV:
Laboratério de Quimica de Alimentos (obten¢do da farinha desengordurada da améndoa),
Laboratorio de Estudos de Materiais Alimentares (obtengdo e caracterizacao fisico-quimica e
técnico-funcional do isolado proteico da améndoa de macauba), Laboratério de Embalagens de
Alimentos (analises de potencial (), e do DNS-UFV: Laboratério de Andlise de experimental

(composicao centesimal).

4.2. Reagentes

O HCI, NaOH, SDS, 4cido bérico, acido sulftrico, 5.5-dithiobis- (2-nitrobenzoic acid)
e 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid (ANS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis,
MO, EUA), 5.5-dithiobis- (2-nitrobenzoic acid) (ID 218200) e foram todos utilizados sem
purificacdo adicional. Tampao Tris-HC1 0,187 mol.L™!' a pH 6,8; glicerol 50% (v/v), 6,0% (m/v)
SDS, 1,0% (m/v) azul de bromofenol, 15,0% (v/v) B-mercaptoetanol, TrueColor High Range
Protein Marker, cromassie azul brilhante, dcido acético, metanol, azida sddica . O dleo de soja
(lote: 05 U, Bunge Alimentos, Brasil) de qualidade alimentar, foi comprado em um mercado
local. Agua deionizada (electrical resistivity next to 18.2 MQ-cm ™2, at 25.0 «C; Reference A+,

Millipore, USA) foi utilizada em todos os experimentos.
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4.3. Matéria prima

A améndoa de macauba utilizada no experimento foi fornecida pela Empresa Soled
Brasil e colhida em Araponga — MG. Ap6s a colheita, os frutos ficaram armazenados durante
10 dias com o objetivo de aumentar o conteddo de lipidios (Goulart, 2018). Em seguida, foram
submetidos ao processo de secagem natural ao sol por 30 dias. O fruto seco passou por
processos de separacdo da casca e mesocarpo em um moinho de martelos desenvolvido
especialmente para essa finalidade (Figura 3a). Entdo foi realizada a separa¢do manual do

endocarpo e da améndoa (Figura 3b).

Figura 3: (a) Descascador e despolpador de macauba e (b) separagdo manual do

mesocarpo e da améndoa.

4.4. Obtencao da farinha desengordurada de améndoa de macaiba (FDAM)

As améndoas de macauba foram parcialmente despeliculadas em descascador elétrico
de tubérculo (Figura 4) e em seguida foram submetidas ao branqueamento em dgua a 80°C, por
10 minutos. Em seguida, foi realizado o resfriamento em dgua até atingir 18°C. As améndoas
branqueadas foram secas em estufa de circulagdo de ar a 40°C por 12 h e, apds resfriamento,
foram armazenadas em freezer a -20°C em recipientes pldsticos herméticos até utilizagdo. As
améndoas foram trituradas em Triturador Turratec e passadas em peneiras com tamanho de 60
mesh, constituindo a farinha-base integral (FAI).

O processo de extracdo dos lipideos, para a obtengao da FDAM, foi realizado em dois

passos, primeiramente a FAI passou por prensagem hidraulica (Laboratory Press, Fred S.
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Carver Inc- Summit, New Jersey-USA) e o 6leo residual da torta obtida da prensagem foi
retirado por extracdo quimica utilizando o soxhlet por 8 h e hexano como solvente, de acordo

com procedimento padrio descrito pela AOAC (2005).
- 7*

Figura 4: Descascador de tubérculos industrial elétrico

4.5. Condicoes para obtencio do isolado proteico da améndoa de macaiiba

Para obtenc¢do do isolado proteico de améndoa de macauba (IPAM), foi preparada uma
dispersdo da farinha desengordurada de améndoa de macaiba (FDAM) com dgua Milli-Q na
proporg¢ao de 1:15, com essa mistura mantida sob agitacao magnética (Magnetic Stirrer BS-2H,
Lab Science, China) por 1 hora a 25,0 £ 0,5 °C. Em seguida o pH foi ajustado para 9,0 (usando
NaOH 1,0 mol.L™! ou 0,1 mol.L!), seguindo-se a centrifugagio do material a 1500g por 30
minutos, a 25,0 = 0,5 °C (Centrifuge 5430, Eppendorf, Germany). Apds a extracdo alcalina, o
sobrenadante foi cuidadosamente coletado e seu pH ajustado de 9,0 até 2,0 de uma em uma
unidade de pH (utilizando HCI 1,0 mol.L"! ou 0,1 mol.L™") e, em seguida, foi realizada nova
centrifugacdo do material a 1500g por 30 minutos, a 25,0 £ 0,5 °C. O teor de proteinas do
sobrenadante foi determinado utilizando a metodologia de Bradford (1976).

Ap06s determinar o valor de pH no qual as proteinas da FDAM sao menos soliveis, foi
realizada a concentracdo nas seguintes condi¢des: extracdo alcalina em pH 9,0 e precipitagdo
isoelétrica em valores de pH proximos a 5. Também foram avaliadas as condicdes de
centrifugacdo 1500g por 30 minutos e 5000g por 15 minutos, ambas a 25,0 = 0,5 °C. Além
disso, foi utilizada uma peneira (mesh 60) para a retirada de particulas suspensas no material
obtido da extragdo alcalina que poderia aumentar o teor de proteinas no material final. Apds a
precipitacdo isoelétrica o material obtido foi lavado por trés vezes com dgua Milli-Q, congelado

a -40 °C, liofilizado (Liotop-L101, Liobras, Brazil) e armazenado em potes plasticos opacos
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sob refrigeracdo (7,0 £ 1,0 °C) até as andlises subsequentes. Do material obtido, foram
determinados o ponto isoelétrico, por medi¢des do valor do potencial { das proteinas dispersas
em diferentes valores de pH, e o teor proteico, pela técnica de Kjeldahl, utilizando o fator de

conversdo de 6,25 (Silva et al., 2021).

4.6. Composicao centesimal do isolado e da farinha desengordurada da améndoa de

macauba

A composig¢ao centesimal foi determinada de acordo com procedimento padrdo descrito
pela AOAC (2005). A umidade foi determinada em estufa a 105°C (AOAC 925.09, 2005). O
conteudo total de nitrogénio foi quantificado pelo método de Kjeldahl e o conteudo de proteina
foi calculado multiplicando-se o resultado encontrado de nitrogénio pelo fator 6,25 (Silva et al.,
2021, AOAC 930.29, 2005). O conteddo de lipidios foi determinado por diferenca gravimétrica
apods extracdo em Soxhlet utilizando éter de petréleo como solvente extrator (AOAC 920.85,
2005). O conteudo de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla a 550°C (AOAC
923.03, 2005). O conteudo de carboidratos foi obtido pela diferenca entre o total da amostra

(100%) e os contetidos de proteina, lipidio, umidade e cinzas.

4.7.  Perfil de aminoacidos do isolado proteico da améndoa de macatba

A composi¢do de aminodcidos do IPAM foi determinada de acordo com metodologia

oficial da AOAC 994.12/2000) e Liu et. al. (1995).

4.8. Caracterizacao fisico-quimica do isolado proteico da améndoa de macaiiba

4.8.1. Determinagdo do ponto isoelétrico médio (pHi) do IPAM

A determinacio do pHi foi feita conforme descrito por Omura et al. (2020) com algumas
modificagdes. Inicialmente, foi feita uma dispersdo do isolado proteico em dgua Milli-Q com
concentracio de 0,5 mg.mL"! e mantida sob agitacdo magnética (BS—2H, Lab Science, China)
a25,0£0,5 °C, durante 24 h. Em seguida, o pH foi medido (pH/conductometer 914, Metrohm,
Suica) e a dispersdo separada em duas partes. Em uma das partes, o pH foi aumentado de 5,0
para 11,0 (utilizando NaOH 1,0 mol.L"! ou 0,1 mol.L!). Na outra, o pH foi reduzido de 5,0 para
2,0 (utilizando HCI1 1,0 mol.L™! ou 0,1 mol.L!). Aliquotas da dispersdo, cujos valores de pH
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encontravam-se entre 2,0 e 11,0 (com incrementos de 1,0 unidade) foram submetidas a anélise
de potencial {, em equipamento sizer (sizer Nano-ZS, Malvern Instruments, Reino Unido) a
25,0 £ 0,1 °C. Para tal, as amostras foram colocadas em uma célula capilar (DTS1070; Malvern
Instruments, Reino Unido). Medicdes adicionais foram realizadas para cada incremento de pH

de 0,1 unidade para a faixa de pH entre 4,4 ¢ 5.,4.

4.8.2. Distribuicdo de massas molares (perfil SDS-PAGE)

O IPAM foi caracterizado no que diz respeito a distribuicdo peso molecular de suas
proteinas por metodologia SDS-PAGE em condi¢des redutoras de acordo com Laemmli (1970)
com adaptacOes. Inicialmente, foi preparado uma dispersao de proteinas 3,0% m/v e mantida
sob agitacdo magnética por 24 h. Em seguida, foi ajustado seu pH para 7,0 e entdo centrifugada
a 7000g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e o teor de proteinas foi determinado por
metodologia de Bradford (1976). A dispersao foi diluida até alcancar teor de proteinas de 3
mg.mL!. Foi utilizado um gel de separagio a 15,0% (m/v) e um gel de empilhamento de 4,0%
(m/v). 10 puL da amostra (3 mg.mL!) foram adicionados a 5 uL de tampdo amostra (tampio
Tris-HC1 0,187 mol.L! a pH 6,8; glicerol 50% (v/v), 6,0% (m/v) SDS, 1,0% (m/v) azul de
bromofenol, 15,0% (v/v) B-mercaptoetanol); depois, as amostras foram aquecidas a 90 °C
durante 5 min, resfriadas a 21-23 °C e inseridas nos espacos do gel de empilhamento. Utilizou-
se 5 uL do marcador (TrueColor High Range Protein Marker, Sinapse Inc, Brasil) de peso
molecular 10-245 kDa. A corrida da eletroforese foi realizada inicialmente a 80 V e, apds
atingido o gel de separacdo, teve sua voltagem aumentada para 120 V/220 min. Ao término da
corrida, o gel foi corado em uma solucdo contendo cromassie azul brilhante (0,1% (m/v), 10,0%

(m/v) 4cido acético e 40,0% (v/v) de metanol), mantido sob agitacdo suave, durante 2 h. Depois,
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o gel foi imerso em uma solucdo descolorante constituida por 10,0% de 4cido acético (v/v),

40,0% de metanol (v/v) e 50,0% de 4dgua a fim de remover o excesso de corante do gel.
4.8.3. Perfil de turbidez e dispersibilidade do IPAM em meio aquoso

Os perfis de turbidez e de dispersibilidade do isolado proteico foram avaliados conforme
metodologia de Omura, et al., (2020) entre 2,0 e 11,0, com andlises de 1,0 em 1,0 unidade.
Inicialmente foram preparadas dispersdes 0,5% (m/v) de isolado proteico em dgua Milli-Q e
mantidas sob agitacdo magnética durante 24 horas a 25 + 0,5 °C. Apds agitacio, a suspensao
que apresentava pH proximo a 5 foi dividida em duas partes. Na primeira dispersao, o pH foi
ajustado até atingir 11,0 (utilizando NaOH 1,0 mol.L! ou 0,1 mol. L'!), ao passo que a outra
teve seu pH ajustado até atingir 2,0 (utilizando HC1 1,0 mol. L' ou0,1 mol.L"). Para determinar
o perfil de turbidez, foram realizadas leituras das suspensdes em espectrofotometro UV-Vis a
600 nm (Abseoo) (Cary 50, Varian, Australia), a 25,0 + 1,0 oC. A seguir, os valores de

absorbancia foram expressos como turbidez usando a equagdo 1.

_ 2,303 Abs600 Eq.1
B l

Naequagdo 1, T € a turbidez e / corresponde ao caminho 6ptico da luz, que corresponde
a largura da cubeta.

O perfil de dispersibilidade foi avaliado de acordo com a metodologia de Ladjal-Ettoumi
et al. (2015) com modifica¢cdes. Os mesmos sistemas, com valores de pH ajustados, foram
centrifugadas a 7.000g durante 10 min e a concentracdo de proteinas no sobrenadante foi
medida pela metodologia de Bradford (1976). Uma curva analitica padrdo foi previamente
construida usando concentragdes de 0,00; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,50; 2,00 e 3,00 mg de
BSA .mL"!' (Mzhre et al., 2018).
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4.8.4. Superficie hidrofobica exposta (indice ho)

O indice de hidrofobicidade superficial das proteinas do IPAM foi avaliado utilizando
o marcador fluorescente 8-anilino-1-naftalenossulfénico (ANS), de acordo com o método de
Oliete et al. (2018b) com alteracdes. Foram preparadas dispersdes do IPAM com concentracdo
de 1,0% (m/v) em tampio fosfato (pH 7,0) ou benzoato (pH 3,5) (10 mmol.L™!), mantidas sob
agitacdoa 25,0+ 0,5 °C, durante 24 h. Em seguida, as dispersdes foram centrifugadas a 10.000g
durante 25 minutos. O sobrenadante foi coletado e o contetido de proteinas foi medido por
metodologia de Bradford (1976) e ajustado para 0,5 mg.mL! utilizando o mesmo tampdo. Foi
realizada dilui¢do seriada em uma placa de Elisa escura sobre a dispersdo até atingir 0,001%
(m/v). Em seguida, 6 uL solugdo de ANS (I mmol.L™") foi adicionada a 300 puL de cada
dispersdo e mantidas no escuro durante 15 min. A intensidade de fluorescéncia foi medida
utilizando um espectrofotdmetro de fluorescéncia (SpectraMax M5, dispositivos moleculares,
EUA) a 380 nm (excita¢ao) e 460 nm (emissao). A inclina¢do inicial do gréafico que relaciona
a intensidade de fluorescéncia em funcdo da concentra¢io de proteinas (mg.m.L™!) foi tomada

como o indice h,.

4.8.5. Grupos sulfidrila livres (SH)

O conteddo dos grupos sulfidrilas livres foi determinado pelo método do reagente
Ellman (5,5-dithiobis-(2-4cido nitrobenzoico), DTNB), segundo a metodologia descrita por
Oliveira et al. (2020) com modificacdes. Foram preparadas dispersoes de IPAM com
concentragdo de 1,0% (m/v) em agua Milli-Q. As dispersdes foram mantidas sob agitacao
magnética durante 24 horas a 25 + 0,5 °C. Apés a agitacdo, o pH das dispersdes foi ajustado
para 3,5 ou 7,0 (utilizando NaOH ou HCI 1,0 mol.L"! ou 0,1 mol.L™") e entiio centrifugada a
7100g durante 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e o valor de pH novamente ajustado,
em seguida, a concentracdo de proteinas no sobrenadante foi determinada utilizando a
metodologia de Bradford (1976). Amostras de 2,0 mL foram coletadas e 80 uLL DTNB foram
adicionadas e a mistura resultante foi agitada durante 15 minutos no escuro. Posteriormente, a
absorbancia foi determinada a 412 nm. O "branco" € composto por DTNB em dgua Milli-Q. O

conteudo de grupos sulfidrila (-SH) livres foi calculado de acordo como descrito por Oliete et
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al. (2018) e Chen et al. (2019), com um coeficiente de extin¢do de 13,425 M'.cm™ (Xiong et
al., 2016; Xiong et al., 2018).

4.9. Propriedades técnico funcionais das proteinas da améndoa da macadba
4.9.1. Capacidades de retencdo de dgua e oleo (CRO e CRA)

As capacidades de retencao de dgua e 6leo (CRO e CRA) foram determinadas de acordo
com Omura, et al. (2020) com modificacdes. Resumidamente, 0,1 g de isolado proteico (peso
inicial ou PI) foi pesado em um tubo de centrifuga de 1,5 mL e adicionado 1 g de dgua Milli-
Q ou dleo de soja. Em seguida, foram misturadas usando um agitador de vortice durante 10 s,
a cada 5 min durante um total de 30 min. Depois disso, foram centrifugadas a 10.000.g durante
15 min. Os sobrenadantes correspondentes (dgua ou 6leo) foram cuidadosamente descartados e
os tubos foram mantidos invertidos por 5 minutos, o material restante foi pesado em relacdo ao
peso da dgua ou do 6leo retido no isolado proteico (peso ganho = PG). A CRO e CRA foram

calculados de acordo com a equagdo 2:

PG Eq. 2
CRO ou CRA (%) = P 100%

Na equagdo 2, PG € a massa em gramas de dgua ou de 6leo retido pelo material e PI € o sua

massa inicial de IPAM em gramas.
4.9.2. Propriedades espumantes

Para verificar as propriedades espumantes das [IPAM, foram preparadas dispersdes com
concentragdo de 1,0% (m/v) e mantidas sob agitagdo magnética por 24 horas. Apds agitacao, o
pH foi ajustado para 3,5 e 7,0 (utilizando HCI 1,0 mol.L ! ou 0,1 mol.L!) e entdo, 7,5 mL foram
transferidos para um cilindro graduado (capacidade = 50 mL) e homogeneizadas (Ultra-Turrax
T25, IKA-Werke GMBH & CO., Alemanha) a 25.000 rpm durante 1 minuto para a preparagao
das espumas de acordo com o método descrito por Omura et al., (2020). A capacidade de

formacdo de espuma (FE) foi calculada utilizando a equacgdo 3:
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Vo Eq. 3
0 - 0
% FE 75 100%
Na Equacdo 3: Vo € volume de espuma em mL no tempo O (zero) e 7,5 foi o volume de

suspensao de IPAM utilizados no experimento.

4.9.3. Propriedades emulsificantes

4.9.3.1. Preparo das emulsoes

As dispersoes de [IPAM de foram preparadas em dgua Milli-Q e mantidas sob agitacao
magnética por 24 horas. Foi utilizado 0,0001 g.mL™! de azida sédica para que ndo ocorresse
desenvolvimento microbiano. Apds a agitacdo, o pH das dispersoes foi ajustado para 3,5 ¢ 7,0
(usando HCI ou NaOH a 0,1 ou 1,0 mol L'"). As emulsdes consistiram em 95% (p/p) de
dispersdao com concentracdes de 0,0025, 0,005 e 0,01 g.mL‘1 de IPAM (fase continua) e 5%
(p/p) de 6leo de soja (fase dispersa). O processo de emulsificacdo foi realizado em duas etapas,
como descrito por Soares et al (2019) com modificagdes. Resumidamente, foi realizada uma
pré-emulsificacdo utilizando Ultra-Turrax (Ultra-Turrax T25, IKA-Werke GMBH & CO.,
Alemanha) a 25.000 rpm durante 1 minuto. Apés isso, foram produzidas emulsdes utilizando
um homogeneizador ultrassonico (Viber Cell 750, Sonics, USA), operando a 20 kHz, com uma
poténcia de 500 W, durante 4 min. Durante os processos de emulsificacdo, os tubos foram

mantidos em banho de gelo para evitar o sobreaquecimento.
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4.9.3.2. Indice da atividade emulsificante (IAE)

As emulsdes preparadas foram avaliadas em termos de Indice de Atividade
Emulsificante de (IAE), de acordo com a metodologia descrita por Oliveira et al. (2020) com
modificagdes. Em resumo, 50 pl das emulsdes foram coletados, imediatamente apos a
producdo das emulsdes, a 2 cm da superficie e diluidos (1:200) em dodecilsulfato de sédio
(SDS) a 0,1%. Entao, a absorbancia das amostras foi medida a 500 nm em espectrofotometro
UV-vis usando cubeta de pléstico (comprimento do percurso 1 cm). O IAE foi calculado através

da equacio 4.

2 ) An
IAE (m_)=22.303A0DF Eq. 4
g C-9-10000

Na Equacdo 4, a é a absorbancia da emulsdo diluida imediatamente apds sua producao,
FD € o fator de dilui¢do, C € concentracio de proteina em fase aquosa (m/v) antes da formacao

da emulsao e ¢ ¢ fracao de 6leo da emulsao.

4.9.3.3. Microestrutura

A microestrutura das emulsdes foi estudada utilizando um microscépio 6ptico (CX40,
Olympus, EUA), similarmente ao descrito por Soares et.al (2019), com algumas
modificacdes. Aliquotas de emulsdo (5 pL) foram colhidas 0,5-1,0 cm abaixo da superficie e
vertidas em laminas de microscopio. As laminas de microscopio foram entdo cobertas com
laminulas de vidro e observadas a uma ampliacdo de 100x. Para cada emulsdo, pelo menos dez
imagens foram tiradas utilizando uma camera fotogréfica (8 megapixels). As fotomicrografias
de cada emulsdo foram tiradas imediatamente apds a preparacdo e em diferentes periodos de

armazenamento (0, 7, 14, 21 e 28 dias).

4.9.3.4. Estabilidade macroscépica das emulsoes

A estabilidade cinética macroscépica das emulsdes foi avaliada em termos de valores
de indice de cremeacdo (IC), conforme descrito por Oliveira et al. (2020) com modificacdes.
Em resumo, 10 mL de cada emulsao fresca foram transferidos para tubos falcon de 12 mL, que

foram armazenados verticalmente, a temperatura ambiente. A altura inferior do soro (Hs) e a
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altura total da emulsdo (Ht) foram registradas durante 28 dias. Logo apds o preparo e nos dias
7, 14, 21 e 28 ap6s a produgdo das emulsdes. O indice de cremeacgdo foi calculado de acordo

com a equagao 5.
IC (%) = 7 100% Eq. 5
4.9.4. Propriedades gelificantes

4.9.4.1. Concentracdo minima de gelificacdo

A menor concentragdo de gelificacdo (MCG) do isolado proteico foi avaliada de acordo
com metodologia descrita por Omura, et al. (2020) com modificacdes. Para isso, foram
preparadas 3 mL de dispersdes proteicas com concentragdes de 12,0; 13,0; 14,0; 15,0 e 16,0
(m/v) em tubos de vidro (capacidade = 8,0 mL) e mantidos sob agitacdo magnética por 24 horas.
Em seguida, o pH das dispersdes foi ajustado para 7,0 e levadas a banho termostatico a
temperatura de 95 °C durante 15 minutos e em seguida, os sistemas foram imediatamente
resfriados a 4 °C por 24 horas para induzir a gelificacdo. Depois disso, os frascos de vidro foram
invertidos a fim de determinar a concentragcdo minima em que as dispersdes formaram gel

autossustentdvel, que ndo escorresse pelo frasco.

4.9.4.1.Microscopia confocal de varredura a laser (CLSM)

A Microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) foi utilizada para estudar as
microestruturas do gel de acordo com o método descrito por Andoyo, Guyomarc'h, Cauty, &
Famelart (2014). A dispersao foi preparada na concentra¢do 14% (m/v), conforme mencionado
na secdo anterior, ¢ marcada usando 0,2 g/kg de isotiocianato de rodamina B (RITC). As
dispersoes foram agitadas durante 5 min a temperatura ambiente para assegurar a solubiliza¢ao
da RITC. Apés o processo térmico, a dispersdo foi colocada em placas de petri (MatTek
Corporation, Ashland, EUA). Apéds a formacgao do gel, as amostras foram estudadas utilizando
um laser Helion-Neon (excitagdo a 543 nm e emissdo a 625 nm) num microscopio Zeiss LSM

510 Meta Confocal.
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4.9. Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em 3 repeticdes. Os dados foram expressos como
média + desvio padrdo. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Minitab. Foi
utilizada a andlise de variancia unidirecional (ANOVA), o teste de Tukey (com um nivel de
probabilidade de 5%) e o teste t foram usados para avaliar diferencas estatisticas entre os

tratamento.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  Condicoes para a obtencao do isolado proteico de améndoa de macatiba

O gréfico da concentragdo de proteinas que permanecem no sobrenadante apds a
precipitacdo isoelétrica das proteinas da farinha desengordurada de améndoa de macatba na
faixa de pH de 2,0 a 9,0 estd indicado na figura 5. A pH igual a 5, observa-se solubilidade
minima do material, sugerindo que o pHi das proteinas nele contidas é préximo a esse valor de

pH.

* T
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Figura 5: Teor de proteinas nos sobrenadantes apds a precipitagdo isoelétrica em diferentes
valores de pH.

Os resultados foram apresentados como médias e as barras indicam o desvio padrdo (n=3).

Conhecendo-se o pH em que as proteinas da améndoa de macauba apresentam
solubilidade minima, foi realizada a precipitacao isoelétrica em valores de pH entre 4,6 € 5,5 e,
para cada precipitado, foi determinado o teor de proteinas do material obtido. Foram obtidos
materiais com concentragdes de proteina maiores que 82% em todas as condicdes testadas. Em
pH 4.9 foi obtido o material com maior concentracdo de proteinas (93,87%), o que permite
caracteriza-lo como um isolado proteico (Brasil, 2005). Por essa razdo, doravante o material
serd referido no texto como IPAM (isolado proteico de améndoas de macatuba).

Além da influéncia do pH no teor de proteinas, a retirada de particulas de maior
granulometria, possivelmente com alto contetido de carboidratos, presentes no sobrenadante

obtido da extracao alcalina, contribuiu na obten¢do de um produto com maior concentragio de
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proteinas. Além disso, ndo houve diferenca significativa na concentracdo de proteinas dos
materiais obtidos realizando a centrifugacdo a 5000g por 15 minutos (93,32 + 1,25%)
comparado com 1500g por 30 minutos (93,38 +1,10%).

Os resultados de medidas de potencial { sdo mostrados na figura 6. Observa-se que em
valor de pH 4,9, as proteinas apresentaram carga elétrica liquida préxima a zero, indicando que

o pHi das proteinas da améndoa de macatiba encontra-se neste valor de pH.
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Figura 6: Potencial dos isolados proteicos 4,9 e 4,7 P na faixa de pH entre 4,5 &4 5,3.
Os resultados foram expressos como média e as barras indicam o desvio padrio (n=3).

A determinac¢do do pHi das proteinas é de grande importancia para a sua purificacao, ja
que a obtencdo de isolados e concentrados proteicos € realizada por solubilizagdo em meio
alcalino para extracdo proteica, com posterior precipitacdo em meio dcido (Lima, et al., 2019).
Além da purificagdo das proteinas, conhecer o pHi € extremamente importante para definir
quais valores de pH essas proteinas expressam com maior intensidade suas propriedades
técnico-funcionais para a produgdo de alimentos (Damodaran 2005; Foegeding, et al., 2011).

Logo, a partir dos resultados encontrados no presente trabalho, pode-se sugerir que as
melhores condi¢cdes para obtencdo do IPAM sido: extracdo alcalina em pH 9,0 e precipitacio

isoelétrica em pH 4.9.

5.1.1. Obtengdo do IPAM

Para obtencdo do IPAM, foi preparada uma dispersao da FDAM com édgua Milli-Q na

propor¢do de 1:15 e mantida sob agitacdo magnética por 1 hora a 25,0 + 0,5 °C. Em seguida o
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pH da dispersdes foi ajustado para 9,0 (usando NaOH 1,0 mol.L™! ou 0,1 mol.L™") seguido de
centrifugacdo do material (5000g por 15 minutos a 25,0 + 0,5 °C). Apds a extragdo alcalina, o
sobrenadante foi coletado e seu pH ajustado para 4,9 (utilizando HCI 1,0 mol L'ou0,1 mol L
1) e em seguida foi realizada centrifugacdo do material (5000g por 15 minutos a 25,0 + 0,5 °C).
ApOs a precipitagdo isoelétrica o material obtido foi lavado por trés vezes com dgua Milli-Q e
em seguida liofilizado (Liotop-L101, Liobras, Brazil) e armazenado em potes plasticos opacos
sob refrigeracao (7,0 °C £ 1,0) até as andlises subsequentes. Com esse processo foi possivel

obter rendimento de 12,61 + 0,22% (m/m) de IPAM a partir da FDAM.

5.2. Composicao centesimal da FDAM e do IPAM

Verificou-se que a FDAM € composta principalmente por proteinas (37,3 + 0,8% m/m)
e fibras insoluveis (33,2 + 0,2% m/m), o que a torna um ingrediente estratégico para industria
de alimentos, tanto em termos nutricionais (Hiane et al., 2006a, Hiane et al., 2006b, Dessimoni-
Pinto, et al., 2010), quanto como matéria-prima para obtencdo de isolados e concentrados
proteicos (Grande e Crenn, 2016 ). O baixo teor de lipidios (1,6 + 0,1% m/m) encontrado na
FDAM demonstra a eficicia do procedimento de extracdo dos lipideos empregado neste estudo.
Resultados semelhantes quanto aos teores de proteinas e lipideos foram reportados nos
trabalhos de Hiane et al. (2006b), e Silva et al. (2021) que obtiveram farinhas desengorduradas
de améndoa de macaiba com 1,23% e 5,23% de lipideos e 37,95% e 36,23% de proteinas,
respectivamente. A FDAM apresentou teor de cinzas igual a 5,1 + 0,2% m/m. Os principais
minerais presentes na améndoa de macaidba sdo fésforo, potdssio e magnésio (Hiane et al.,
2006a). Além disso, a umidade, concentracdo de fibra solivel e carboidratos totais da FDAM
foram 9,7 + 0,1% m/m, 2,5 + 0,4% m/m e 46,3 + 0,7% m/m, respectivamente.

Ja em relacdo ao IPAM, destaca-se o elevado teor de proteinas (94,9 + 0,9% m/m). Este
resultado indica que utilizando somente a precipitacdo isoelétrica, que € um método para
concentracdo de proteinas simples e facilmente escalondvel na industria (Stone, et al., 2015b),
€ possivel obter um ingrediente de elevado valor comercial, em virtude de suas propriedades
técnico-funcionais (abordados adiante). Lima et al., 2019 obtiveram um produto final com
aproximadamente 86% de proteinas de améndoa de castanha-de-caju, utilizando precipitacdo
isoelétrica. Karki et al., 2009 obtiveram um produto final com 72,9% de proteinas utilizando
essa mesma técnica a partir da soja. Estes trabalhos confirmam a eficiéncia da aplicacdo da

técnica de precipitacdo isoelétrica para a concentragdo das proteinas da FDAM, ja que com a
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mesma técnica € possivel obter um produto com elevadissimo conteido proteico, o que nao
ocorreu facilmente nas outras matérias primas.

Assim como a FDAM, o teor de lipidios do IPAM foi baixo (1,9% + 0,1), bem como o
teor de cinzas (1,8% =+ 0,2) e umidade (4,6 £ 0,1). O baixo teor de cinzas indica que a lavagem
do material final foi eficiente para a remog¢ao do excesso de sal formado durante o processo de
precipitacao isoelétrica. Os baixos teores de lipideos encontrados tanto na FDAM, quanto no
IPAM, indicam que a combinacdo dos métodos de prensagem seguido por extracdo com

solvente foram altamente eficientes para a extracao dos lipidios.

5.3. Perfil de aminoacidos do IPAM

A composicao de aminodcidos das proteinas do IPAM ¢é apresentada na tabela 5.
Observa-se a incidéncia de elevados teores dos aminodcidos arginina (16,21 g.100g™!) e
glutamato (20,84 g.100g’!). A arginina e o glutamato também sdo os aminodcidos mais
abundantes da FDAM, podendo estar relacionados com a fun¢cdo de armazenamento das
proteinas da améndoa de macauba (Hiane et al., 2006b, Silva et al., 2021). A concentragdo de
triptofano e cisteina foi menor no IPAM que na FDAM, ja os outros aminoécidos apresentaram
concentracdo similar (Hiane et al., 2006a, Silva et al., 2021).

A qualidade nutricional da proteina depende geralmente da sua composicdo em
aminodcidos, em particular, dos aminoacidos essenciais (Menegotto et al., 2019). As proteinas
do IPAM sao ricas nos aminoacidos essenciais fenilalanina, histidina e valina. Além disso, é
capaz de fornecer os aminodcidos sulfurados (metionina e cisteina), que s@o aminodcidos
limitantes da soja e da ervilha, e lisina, que geralmente ¢ um aminoécido limitante em cereais
(Lam et al., 2016, Pires et al., 2006). O triptofano foi o unico aminoacido limitante das proteinas
do IPAM, de acordo com os padrdes recomendados pela FAO (2013) para criancas acima de 2
anos. A baixa concentracdo desse aminodcido pode ser contornada por meio da ingestao de
proteinas de outras fontes, como soja e arroz, que sao ricos em triptofano (Kalman, 2014).

O IPAM pode ser utilizado para complementar ou enriquecer dietas nos quais cereais
ou leguminosas sdo as principais fontes de proteinas, ja que é capaz de suprir as demandas de
aminodcidos limitantes desses alimentos (Silva et al., 2021 Millward, 1999). Além disso, Hiane
et al., (2006b) observaram que o valor bioldgico da proteina da améndoa de macaiba foi
semelhante ao da caseina. Portanto, o [IPAM ¢ fonte de proteinas nutricionalmente valiosas
devido ao alto conteido de aminodcidos essenciais e, portanto, possui grande potencial para

aplicacdo na formulacao de alimentos.
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Tabela 5: Composi¢do de aminodcidos do IPAM

Aminoéf:i(‘ios 2.100g! Aminoéci('io.s nio 2.100g!
essenciais essenciais
Histidina 2,89 +£0,13 Alanine 3,83 £0,17
Isoleucina 2,94 +0,18 Arginina 16,21 + 1,09
Leucina 6,29 + 0,28 Aspartato 8,85 +0,21
Lisina 4,89 +0,14 Cisteina 0,80 + 0,02
Metionina 1,93 + 0,08 Glutamato 20,84 + 0,82
Fenilalanina 5,59 + 0,24 Glicina 4,60 + 0,21
Treonina 2,76 +0,21 Prolina 3,70+ 0,14
Triptofano 0,46 + 0,01 Serina 4,91 +0,22
Valina 4,88 +0,19 Tirosina 2,51 +0,12
Total g.100g! 98,90

Os resultados foram expressos como média de gramas de aminodcidos por 100 gramas de IPAM =+ desvio padrao
(n=2).

Espera-se que a soma das concentragdes de aminoacidos coincida com a concentragdo
total de proteinas do material. Nota-se que a soma dos conteidos de aminodcidos individuais
do IPAM alcancou um valor préximo a 98,9 g.100g™! de proteinas. Esse resultado é satisfatério,
por ser muito proximo ao encontrado na quantificagdo de proteinas pelo método de Kjeldahl

(secdo 5.2.).
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5.4. Caracterizacao fisico-quimica do IPAM

5.4.1. Ponto isoelétrico médio (pHi) do IPAM

O pHi das proteinas presentes no IPAM € em pH 4,9 conforme mostrado na figura 7. O
pHi encontrado para proteinas do IPAM foi maior que o das proteinas da améndoa selvagem
(Amygdalus scoparia) (pHi em pH 3,8) (Amirshaghaghi, Rezaei & Habibi, 2017) e mais
préximo ao pHi do isolado proteico de castanha de caji (pH 5,0). Além disso, o pHi do [IPAM
foi maior que o pHi da soja (pH 4,6) e da ervilha (pH 4,3), principais isolados proteicos

comercializados (Omura et al., 2021).
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Figura 7: (a) potencial { médio (mV) do isolado proteico de améndoa de macaiba (IPAM)
disperso dentro da faixa de pH 2,0-11,0. Em (b), a figura mostrada (a) foi ampliada entre pH
4,4 e 5,4, a fim de indicar (seta vermelha) o valor de pH em que potencial { era ~0, ou seja, a

média do ponto isoelétrico do isolado proteico.

Os resultados foram expressos como média e as barras indicam o desvio padrdo (n=3).

O pHi € definido como o valor de pH em que a carga elétrica liquida das proteinas é
zero (pois o numero de grupamentos com carga elétrica negativa e positiva se equiparam). Por
sua vez, a carga elétrica das proteinas tem o mesmo sinal do potencial { e ¢ diretamente

proporcional ao seu valor; portanto, o pHi de uma proteina ¢ o pH em que seu potencial { ¢ zero
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(Bhattacharjee, 2016). Quando uma proteina é suspensa em solu¢do cujo pH € o seu pHi, suas
moléculas tém repulsdo eletrostitica minima entre si, de modo que essa proteina apresenta
minima solubilidade e com frequéncia sofre precipitagdo (Omura et al., 2021, Oliveira et
al.,2020). Portanto, a determinac¢d@o do pHi das proteinas € de grande relevancia para a obtencdo

de isolados e concentrados proteicos por precipitacao isoelétrica (Bhattacharjee, 2016).

5.4.2. Distribuicdo de massas molares (perfil SDS-PAGE)

A distribui¢do das massas molares das proteinas do IPAM foi estudada pela técnica
SDS-PAGE em condic¢des de reducdo. O perfil eletroforético (figura 8) mostra uma variedade
de pesos moleculares para as proteinas do IPAM, distribuidas em 6 bandas (<10-58 kDa) em
condig¢des redutoras. As globulinas sdo as principais proteinas da améndoa de macauba (53,5 a
58,5%) seguida da glutelina (22,4 a 40,0%) e com menores fracdes de albuminas (5,4 a 9,1%)
e prolaminas (1,1 a 9,7%) (Silva et al., 2020, Hiane et al., 2006).

Devido a heterogeneidade de subunidades das proteinas de armazenamento,
frequentemente, o perfil SDS-PAGE de proteinas de leguminosas e oleaginosas geralmente
mostra uma maior diversidade de bandas de peso molecular (Silva, et al., 2021). A baixa
diversidade de bandas de diferentes pesos moleculares pode estar relacionada a proteinas com
massa molecular semelhante (Silva et al., 2021). Que €, provavelmente, o caso da banda mais
intensa, com peso molecular de 45 a 58 KDa que é formada principalmente pela fracdo 7S das
globulinas, mas possivelmente representa também a fracao 11S (Silva et al., 2020, Hiane et al.,
2006Db).

Além disso, essa banda maior pode ser formada por polipeptidios ligados através de
uma ou mais ligagdes de dissulfeto (Silva et al., 2021). O tratamento de proteinas sob pH
alcalino, tal como aplicado durante a extracdo alcalina, pode resultar na ligacao cruzada intra e
intermolecular dos polipeptidios causando aumento da massa molecular aparente das proteinas
(Kwon, Park & Rhee, 1996, Silva et al., 2021). Foi observado que as proteinas do coco sdo
formadas principalmente por oligdmeros (Kwon, Park & Rhee, 1996).

As bandas de 28 e 10 KDa, provavelmente, também correspondem a familia 7S das
globulinas. Ja as bandas de 30 e de 17 KDa correspondem a familia 11S de cadeia polipeptidica
dcida e bdsica, respectivamente, das globulinas. E possivel observar mais outras duas bandas,
uma com 10 KDa, que provavelmente corresponde a familia 7S das globulinas e outra abaixo

de 10 KDa. Estas observagdes estavam em concordancia com diferentes trabalhos da literatura

(Silva et al., 2020, Hiane et al., 2006b).
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_ M IPAM

Figura 8: Padrao SDS-PAGE do isolado protéicé da améndoa de macatuba em condicdes de
reducdo.

5.4.3. Perfil de turbidez e dispersibilidade do IPAM em meio aquoso

Os dados do perfil de dispersibilidade e turbidez do IPAM sao mostrados nas figuras 9a
e 9b, respectivamente. Na faixa de pH entre 4,0-6,0, as proteinas apresentaram menor
dispersibilidade (0,76 mg.mL ™' eq. BSA em pH 4.,0; 0,09 mg.mL ' eq. BSA em pH 5,0 ¢ 0,39
mg.mL ! eq. BSA em pH 6,0). Em pH 7,0, as proteinas apresentam maior dispersibilidade (2,64
mg.mL! eq. BSA), sofre pequeno aumento até pH 9,0 (3,46 mg.mL ! eq. BSA) e a partir desse
valor de pH tende a permanecer constante. Em pH 3,0, a dispersibilidade das proteinas do IPAM
também ¢ maior (3,09 mg.mL™' eq. BSA). Esses resultados eram esperados, uma vez que
corroboram os resultados do potencial { determinado para as proteinas do IPAM (figura 7).

Ja a turbidez apresenta comportamento contrério a dispersibilidade, ou seja, em valores
de pH em que as proteinas sdo menos soltveis a turbidez é maior (préximo a 5,8 cm™! nos
valores de pH 4,0; 5,0 e 6,0) e a medida que o pH se afastou do pHi, a dispersibilidade das
proteinas aumenta e a turbidez diminui (figura 9c).

Na faixa de pH de menor dispersibilidade as interacdes proteina-proteina sao
predominantes sobre as interagdes proteina-solvente, favorecendo a formacgdo de agregados
proteicos, com consequente aumento da turbidez e diminuicdo da dispersibilidade (Oliveira et
al., 2020, Bhattacharjee, 2016). A baixa solubilidade e elevada turbidez na faixa de pH de 4,0

a 6,0 foi observada para as proteinas de ervilha e da soja (Oliveira et al., 2020; Omura et al.,
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2021). Ja para as proteinas da améndoa selvagem (Amygdalus scoparia) a menor solubilidade
estd na faixa de pH de 3 a 5 (Amirshaghaghi, Rezaei & Habibi Rezaei, 2017).

A solubilidade proteica ¢ um indice termodindmico do equilibrio entre a interacdo
proteina-proteina e proteina-solvente (Omura et al., 2021). Portanto, conhecer a faixa de pH em
que as proteinas sdo mais ou menos soltveis € essencial para a elaboracdo de produtos pois tem
grande influéncia nas propriedades sensoriais e técnico-funcionais dos alimentos e também para
a concentracdo dessas proteinas (Lam et al., 2016). Portanto, a solubilidade proteica é a
propriedade técnico-funcional chave para a expressao de eventuais propriedades interfaciais
(emulsificantes e espumantes) e de textura (espessantes e gelificantes) de materiais proteicos

(Sze-Tao et al., 2000, Du et al., 2017).
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Figura 9: (a) perfil de dispersibilidade do IPAM (mg.mL! equivalente BSA no sobrenadante
das dispersdes centrifugadas) na em pH de 2,0-11,0, em (b) o perfil de turbidez do IPAM em
meio aquoso em pH de 2,0 a 11,0 e em (c) aspecto visual das dispersdes do isolado proteico de

améndoa de macauba a 0,5% (m/v) (25 £ 0.5 »C) na faixa de pH de 2,0 até 11,0.

Os resultados foram expressos como médias e as barras indicam o desvio padrao (n=3).

Com base no pHi e no perfil de dispersibilidade do IPAM, foram selecionados dois
valores de pH para serem investigados no presente estudo: 3,5 e 7,0. Esta escolha foi
estabelecida para trabalhar dentro de uma gama de pH tecnologicamente 16gica, assegurar a

dispersibilidade do IPAM para proceder as etapas subsequentes do estudo. Com efeito, a valores
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de pH préximos ao pHi as proteinas alimentares sdo pouco soldveis, minimizando as forcas
eletrostéticas repulsivas, além de formarem emulsdes que se desestabilizam muito rapidamente

(Oliveira et al., 2020).

5.4.4. Superficie hidrofobica exposta (indice ho)

A hidrofobicidade das proteinas do [IPAM foi estatisticamente maior que em pH 3,5
(2263) do que em pH 7,0 (931) (Figura 10). Estes resultados sugerem que o pH 3.5
proporcionou maior exposicdo em maior magnitude as regides hidrofébicas das proteinas
presentes no IPAM. Em condi¢des fisioldgicas, os grupos hidrofébicos estdo majoritariamente
presentes no “core” da estrutura das proteinas, e suas interagdes nas partes mais internas das
moléculas proteicas € um dos fatores que impactam a estrutura tercidria das mesmas. Mantidas
as condi¢des, os aminodcidos com cadeias laterais polares tendem a estar mais distribuidos em
ambientes hidrofilicos, ou seja, na superficie da proteina (Jiang et al., 2014).

Quando alteragdes conformacionais ocorrem, alguns aminodcidos hidrofébicos também
podem se expor a superficie da proteina e afetar a hidrofobicidade de sua superficie. O indice
ho (adimensional) € proporcional a densidade de grupamentos hidrofébicos expostos na
superficie proteica, em uma dada condicao de temperatura, pH e forca idnica (Oliete et al.,
2018). Portanto o maior indice ho em pH 3,5 se correlaciona com mudangas conformacionais
que esse valor de pH parece engendrar nas proteinas do IPAM. A verificacdo dessa hipdtese
necessitaria de andlises estruturais, a exemplo de dicroismo circular.

Um maior indice ho pode ser associado a melhoria de algumas propriedades técnico-
funcionais dos isolados proteicos, tais como capacidade de formar emulsdes (Kato & Nakai
1980). O maior indice hp em pH 3,5 sugere que o IPAM € mais adequado para a aplicacdao em
alimentos acidos. Atualmente, existem diversos estudos, com a aplicagdo de tratamentos de
ultrassom e métodos de concentraciao de proteinas para aumentar a exposicao desses grupos a
fim de melhorar as técnico-funcionalidades dessas biomoléculas (Oliveira et al., 2020, Omura

et al., 2021, Boye et al., 2010).
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Figura 10: (a) superficie hidrofébica (fndice hy), (b) grupos sulfidrilas livres (SH) e (c¢)
tamanho hidrodindmico das proteinas do IPAM do isolado proteico de améndoa de macauba.

Os resultados do fndice h, e SH foram expressos como médias e as barras indicam o desvio padrio (n=3).

Os resultados de tamanho hidrodindmico e indice de polidispersibilidade foram expressos como médias + desvio
padrdo (n=3). O teste de T foi utilizado em todos os casos com um nivel de significincia de 5% (n=3). As letras

referem-se a comparagdes entre valores de pH das dispersoes.
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5.4.5.  Grupos sulfidrila livres (SH)

O contetdo de grupos sulfidrila livres (SH) do IPAM nos valores de pH esta indicado
na figura 10b. Foi observado maior quantidade de grupos SH em pH 7,0 do que em pH 3.5. Os
grupos SH indicam alteracdes nas pontes dissulfeto na estrutura proteica e estdo intimamente
relacionadas com mudancgas na estrutura proteica que podem causar maior exposi¢do desses
grupos SH na superficie proteica, assim como a formacdo de novos grupos através da ruptura
de ligacdes dissulfeto (Oliveira et al., 2020, Chen et al.,2019).

Portanto, os resultados sugerem que em pH 7,0, as conformacdes das proteinas do IPAM
em dispersdo aquosa tendem a apresentar significativamente mais grupamentos SH livres, do
que em pH 3,5. Os resultados estdo relacionados com mudancas mais intensas na estrutura das
proteinas do IPAM que proporcionaram maior exposi¢ao de grupos sulfidrilas antes enterrados
na estrutura proteica, além de possivel a formacao de novos grupos SH pela ruptura das pontes
dissulfeto (Xiong, et al., 2018, Chen et al., 2019, Omura et al., 2021). Oliveira et al., (2020)
encontraram resultados andlogos para o concentrado proteico de ervilha, onde essas proteinas

apresentaram maiores quantidades de grupos SH livres em pH 6,8 do que em pH 2,8.

5.4.6. Didmetro hidrodindmico médio

Os didmetros hidrodinamicos médios das proteinas dispersas (Dh) sdo representados
figura 10c. Apenas uma populagao foi identificada nos dois valores de pH 3,5 (247,8 nm) e 7,0
(223,2 nm), ou seja, em ambos os casos as distribui¢cdes de tamanho sdo monomodais. Estes
resultados mostram que o IPAM obtido se trata de um material monomodal. Em relacao ao
indice de polidispersidade, também ndo se observou diferenca significativa entre as médias nos
valores de pH analisados.

O Dh das particulas possuem efeito sobre as propriedades interfaciais, incluindo a
formacdo de espuma e emulsificagdo, uma vez que estd relacionado com o grau de agregacao
das particulas de proteinas, geralmente ligadas por pontes dissulfeto ou pontes de hidrogénio
(Chen et al., 2019). Além disso, particulas menores de proteinas conseguem se organizar mais
facilmente nas interfaces dgua-ar e O/A, com relacdo as suas regides hidrofébicas e hidrofilicas,
atuando de maneira mais eficaz na diminui¢do da tensdo superficial de emulsdes e espumas
(Xiong et al., 2018).

Os resultados indicam que o valor de pH em que as proteinas se encontravam dispersas,
entre os dois estudos, ndo afetou o tamanho de suas particulas em dispersdo. De acordo com os

resultados da se¢do 5.4.1, as proteinas do IPAM apresentam potencial { semelhante nos valores



52

de pH analisados, o que indica que as forgas atrativas e repulsivas relacionadas as cargas das
proteinas também tinham valores préximos afetando de maneira semelhante o comportamento

de agregacdo das estruturas proteicas (Xiong et al., 2018, Bhattacharjee, 2016).

5.5. Propriedades técnico funcionais das proteinas da améndoa da macaiiba

5.5.1. Capacidade de retencdo de dgua e de oleo (CRO e CRA)

De acordo com a figura 11, o IPAM tem capacidade de reter maior quantidade de dleo
(153,77%) do que de dgua (97,29%). A maior CRO em comparacdo com a CRA das proteinas
da améndoa de macaiba pode estar relacionada a presenca em grandes quantidades de grupos
apolares expostos na superficie das proteinas (Lam, et al., 2016). A maior exposi¢ao dos grupos
apolares na superficie das estruturas proteicas pode estar relacionada com a propor¢do de
aminoécidos apolares em relacdo aos apolares presentes nas proteinas do IPAM (Tabela 5) (Du,
etal., 2017).

A CRO das proteinas tem efeito positivo nas propriedades sensoriais de muitos
alimentos, ja4 que muitos compostos aromaticos sdo lipidios (Amirshaghaghi, Rezaei & Rezaei,
2017). Além disso tem grande relacdo com as propriedades emulsificantes pois geralmente esta
relacionada com maior exposicdo de grupos apolares na superficie proteica (Amirshaghaghi,
Rezaei & Rezaei, 2017, Pearce e Kinsella, 1978).

Proteinas com capacidade reduzida de reter d4gua torna desejivel a produgdo de pastas
menos espessas. Enquanto uma maior capacidade de ligacdo ao 6leo o torna mais vidvel em
alimentos que requerem retencdo de 6leo (Mesa-Stonestreet, Alavi, Bean, 2010). Além disso,
uma maior capacidade de interacdo com lipideos estd intimamente relacionada com maior
indice de atividade emulsificante (Lam et al., 2016).

A CRA e CRO sio propriedades importantes dos isolados proteicos para a producgdo de
alimentos, pois afeta os fendmenos benéficos que se desenvolvem quando a molécula de
proteina interage com moléculas de lipidios, como por exemplo as melhorias das caracteristicas
sensoriais (Menegotto et al., 2019). Os valores foram menores que os encontrados por
Amirshaghaghi et al. (2017) para o isolado proteico de améndoa selvagem, que foi capaz de
absorver 2,3 g de dgua e 3,5 g de 6leo para cada grama de isolado proteico. Ja Stone et al.
(2015a) analisou diferentes cultivares de ervilha e observou que cada grama de isolado foi capaz

de absorver entre 1,88 e 2.37 de dgua e 1,07 a 1,40 gramas de 6leo.
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Figura 11: Capacidade de reter 4gua (CRA) e 6leo (CRO) do isolado proteico de améndoa de
macauiba

O eixo Y do gréfico indica a massa de dgua absorvida por grama de IPAM. Os resultados foram expressos como
médias e as barras indicam o desvio padrao (n=3). O teste de T foi utilizado, com um nivel de significancia de 5%.
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5.5.2. Propriedades espumantes

Os resultados referentes a capacidade de formar espuma (FE) do IPAM nos valores de
pH 3,5 (71,5 = 3,52%) e 7,0 (65,9 = 3,39%) ndo diferiram significativamente (Figura 12),
portanto, o indice ho e a solubilidade ndo afetaram a FE. O tamanho médio das particulas
dispersas, assim como a FE, ndo diferiram, o que pode indicar que esse € o fator que influencia
essa propriedade técnico funcional do IPAM.

Quanto a estabilidade da espuma (EE) formada, nao foi possivel ser analisada, pois logo
apods a preparacdo, a espuma se desfez rapidamente, o que indica uma baixa estabilidade. As
espumas sao formadas por proteinas dispersas em meio aquoso que se difundem para a interface
ar/agua, abaixando a tensdo interfacial e formando uma pelicula fina e resistente, permitindo
assim que a fase dispersa (ar) seja incorporada (Damodaran, 2005). Portanto, a baixa
estabilidade da espuma pode estar relacionada com a estrutura de algumas das proteinas do
IPAM que sdo formadas por diferentes oligdmeros de aminodcidos. Além de existirem
agregados proteicos ligados por pontes dissulfeto ou pontes de hidrogénio como foi observado
nos resultados SDS-PAGE (sec¢do 5.4.2.). Essas estruturas compactadas limitam a capacidade
de adsorver e permanecer na interface ar-dgua formando um filme de proteinas com baixa
resisténcia e alta permeabilidade a gases (Xiong et al., 2018).

Portanto, proteinas compostas por particulas menores geralmente proporcionam melhor
FE e maior EE, uma vez que facilita a sua entrada e permanéncia por mais tempo na interface
ar/agua, geralmente, possuem maiores fracdes hidrofobicas em sua superficie resultam numa
reducdo da barreira energética para a adsorcdo na interface ar-dgua, aumentando assim a

cinética de adsorcdo (Xiong et al., 2018)
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Figura 12: Capacidade de formar espuma do IPAM
Os resultados foram expressos como médias e as barras indicam o desvio padrdao (n=3). O teste de T foi utilizado,
com um nivel de significancia de 5% (n=3).

5.5.3. Propriedades emulsificantes
5.5.3.1.Indice de Atividade Emulsificante (IAE)

As emulsdes preparadas em pH 3,5 com 1% de IPAM na fase continua apresentaram
maior IAE (242,5 mz.g'l) que as emulsdes com 0,25% (137,8 mz.g'l) (Figura 13). Em pH 7.0,
o IAE foi maior em emulsdes com 0,25% de IPAM na fase continua (324,7 mz.g'l) € menor
para emulsdes preparadas com 1,0% de IPAM (70,9 m?.g™"). O maior IAE obtido com a menor
concentracdo de proteina pode estar relacionado com o menor grau de interacdo das proteinas
entre si e tornando-as mais disponiveis para migrar para a interface 6leo/dgua e atuar como
emulsificante de forma mais eficaz. Portanto, esses resultados mostram que a menor
concentracdo de [IPAM pode cobrir uma maior drea (superficie da goticula de 6leo emulsionada)
nessas condicdes, o que corrobora os resultados do indice ho. Contudo, as emulsdes se
desestabilizaram mais rapidamente (Figura 14).

Foi observado também que o pH teve efeito significativo no TAE em emulsdes
preparadas a partir das suspensdes com diferentes concentracdes de proteinas. Em emulsdes
preparadas a partir de dispersdes com concentracdo de 1% e 0,5% de IPAM, o pH 3,5
proporcionou maior IAE que o pH 7,0, corroborando com os resultados do indice ho maiores
em pH 3,5. Ja as emulsdes preparadas a partir de dispersdes com concentracdao de 0,25% de
IPAM apresentaram maior IAE em pH 7,0 (324,7 m%.g™h).

O indice de atividade emulsificante é a quantidade de moléculas ativas de superficie
para cobrir uma dada drea da interface dgua/dleo, capaz de reduzir a tensao interfacial e permitir

que a emulsdo seja formada (Soares et al., 2019). A capacidade das proteinas de adsorver na
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interface de gotas em emulsdes pode estar associada a caracteristicas fisicas das proteinas, tais
como equilibrio lipofilico hidrofilico, carga elétrica liquida e didmetro hidrodindmico médio
(que afeta a difusibilidade de moléculas no meio) (Oliveira et al., 2020, Soares et al., 2019).
Portanto o maior indice h, observado em pH 3,5 corrobora com os maiores IAE observados
nesse pH do que em pH 7,0 das emulsdes preparadas com dispersdes com concentracdo de
IPAM de 1% e 0,5%. Além disso, apesar das proteinas do IPAM ndo apresentarem solubilidade

maxima nos valores de pH testados, foi possivel obter emulsdes com bons IAE e estabilidade.
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Figura 13: Indice da atividade emulsificante.

Os resultados foram expressos como médias e as barras indicam o desvio padrdo (n=3). As letras mindsculas
referem-se a comparacdo entre média dos tratamentos no mesmo valor de pH pelo teste de Tukey (5% de
probabilidade). As letras maidsculas referem-se a comparacao entre os tratamentos com mesma concentracio

proteica em diferentes valores de pH pelo teste T ndo pareado (5% de probabilidade).

5.5.3.2.Microestrutura

As microfotografias observadas com uma ampliacdo x100 revelaram comportamentos
das emulsdes O/A preparadas com as diferentes concentracdes de IPAM disperso na sua fase
continua em diferentes valores de pH. As microestruturas das emulsdes continuas sao mostradas
na figura 14. E possivel observar nas micrografias correspondentes ao dia 0 que nas emulsdes
em pH 3,5 e fase continua com concentragdo de IPAM de 1,0% e em pH 7,0 e fase continua
com concentra¢do de 0,25% de IPAM (indicadas com a seta vermelha) apresentaram goticulas
de lipidios menores que as demais no mesmo valor de pH. Essa observacido corrobora os
resultados do IAE ja que, geralmente, quanto menor o tamanho das goticulas, melhor a
capacidade emulsificante da proteina (Ladjal-ettoumi et al., 2015).

A figura 14 também mostra que o tamanho das goticulas de 6leo € maior a partir do 14°
dia de armazenamento em emulsdes preparadas a partir de dispersdes de IPAM a 0,25% (Setas
verdes). O aumento do didmetro das goticulas é resultado da coalescéncia, um processo
irreversivel que sucede a floculacao em, que ocorre a fusdo de duas ou mais goticulas de dleo
formando uma s6. A coalescéncia e a floculacio sdo fatores que juntos levaram a

desestabilizacdo da emulsdo (Soares at el., 2019, Oliveira et al., 2020).
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A floculag@o ocorreu principalmente porque as interagdes hidrofébicas possivelmente
eram maiores que as forcas repulsivas. As forcas repulsivas das proteinas em suspensdo podem
ser fortemente correlacionadas com potencial { (Soares at el., 2019, Bhattacharjee, 2016), e
como pode ser observado na figura 7, nos valores de pH em que as emulsdes foram preparadas

€ préximo a 25 mV, ndo sendo suficiente para evitar a cremeacao (figura 7).

0,25 o- -
0 !

pH 3,5

»

21 28

pH 7,0

Concentra¢ao de IPAM

14
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Figura 14: Microscopia Optica de emulsdes produzidas a valores de pH 3,5 e 7,0 a partir de

dispersdes de isolado proteico de améndoa de macaiba com diferentes concentracdes.

5.5.3.3. Estabilidade macroscopica das emulsoes

A extensdo da cremacdo das emulsdes O/A em diferentes valores de pH e contendo
diferentes concentra¢des de IPAM na fase continua foi avaliada através do indice de cremacdo
(IC %). A desestabilizacdo das emulsdes foi avaliada através do monitoramento visual do
desenvolvimento de uma fase superior durante vinte e oito dias de armazenamento a

temperatura ambiente (25 £ 1 °C).
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A aparéncia visual das emulsdes imediatamente apds sua formacdo e armazenada por
28 dias esta indicada na figura 15. Foi observado IC apenas nas emulsdes preparadas a partir
de dispersoes de 0,25% de IPAM em pH 7,0 (45 £ 5%). Além disso, apenas no dia 28 de
armazenamento foi possivel observar uma nitida separagao de fases. Apesar de nao ser possivel
identificar uma linha clara de cremeagdo nos outros sistemas, é possivel observar que houve
migracdo parcial das goticulas para a parte superior dos tubos nas emulsdes com 0,25% de
IPAM na fase continua em pH 3,5 a partir do dia 14 de armazenamento (figura 15), que se
intensificou até o fim do experimento.

A cremeacdo das emulsdes € resultado da migracdo das particulas de 6leo para a parte
superior do tubo devido a menor densidade do 6leo. A floculacdo e a coalescéncia podem
contribuir para a cremeagdo, uma vez que o tamanho das goticulas influencia diretamente na
sua migracdo para a parte superior dos recipientes (Soares et al., 2019). Além disso, a
propriedade espessante que as proteinas possuem possivelmente influenciou positivamente para
a estabilidade das emulsdes com maiores concentracdes de IPAM.

O aumento da viscosidade ocorre, pois, parte das proteinas permanecem dispersas na
fase continua apds o processo de emulsificacdo. Portanto, emulsdes com maiores concentracdes
de IPAM tendem a ter maiores concentragdes de proteinas na fase continua causaram o aumento
da viscosidade, o que ajudou a impedir a aproximagdo das goticulas e consequentemente a
coalescéncia e floculagdo (Damodaran, 2005, Sze-Tao & Sathe, 2000). Dessa maneira, €
aconselhdvel utilizar maiores concentragdes de IPAM formar emulsdes que serdo armazenadas
por mais de 21 dias. Esses resultados indicam que apesar de ser possivel formar emulsdes a
partir com baixas concentracdes de proteinas, maiores concentragdes de proteinas podem ser

utilizadas para manter a emulsao estdvel por mais tempo.
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Figura 15: Aparéncia visual das emulsdes nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de armazenamento.
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5.5.4. Propriedades do gel

Em concentra¢des maiores que 14% de IPAM foi possivel formar um gel de proteinas
firme a ponto de ndo escorrer do fundo dos recipientes (figura 16a). A menor concentracio é
frequentemente utilizada como uma indicacdo da capacidade de gelificacdo das proteinas
alimentares. A formacdo de gel em baixas concentragdes isolado indica uma melhor capacidade
de gelificacdo do isolado para formar géis (Boye et al., 2010).

A gelificacdo de proteinas induzida pelo calor € um processo de multiplos estidgios que
requer o desdobramento das moléculas nativas, desencadeado por temperaturas acima da
temperatura de desnaturagdo da proteina que expde locais de interacdo e assim formar novas
interacdes intermoleculares (ou seja, ligacdo de hidrogénio, interacdes eletrostiticas e
hidrofébicas) permitindo a formagdo de uma rede tridimensional (figura 16b) cujos intersticios
sdo preenchidos por solvente (geralmente dgua) (Ahmed, 2015).

Uma vez que o grau de ligagcdo intermolecular chega a um ponto onde se forma uma
rede tridimensional continua, a propriedade macroscépica de elasticidade é desenvolvida e o
sistema € considerado um gel (Foegeding e Davis, 2011). Na figura 16b é possivel observar
essa rede tridimensional, representada pelas partes mais escuras, enquanto os intersticios
vermelhos mais claros representam a dgua aprisionada nessa rede.

A quantidade minima de gelificacdo do IPAM foi a mesma a requerida pelo isolado
proteico de soja e o concentrado proteico de ervilha (Boye et al., 2010, Omura et al., 2021), o
que € uma caracteristica interessante, ja que essas sdo algumas das principais proteinas
utilizadas na industria de alimentos (Lam et al., 2016). Contudo, existem diversos outros
fatores, além da concentracdo de proteinas, que afetam a gelificacdo, como os fatores que
afetam as interagdes intermoleculares e interacdes com outros componentes (Foegeding &

Davis, 2011).
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Figura 16: (a) menor concentracdo gelificante (destacado em vermelho) do isolado proteico de
améndoa de macauba. (b) Microscopia cofocal do gel formado de 14% de IPAM.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel obter um isolado proteico de farinha de améndoa de macaiba
desengordurada com teor de proteinas de 94,9% utilizando somente a técnica de precipitacdo
isoelétrica. O rendimento do processo foi de 12,61 + 0,22% de IPAM a partir da FDAM. O
triptofano foi o inico aminodcido limitante do IPAM, mas pode ser facilmente suprido através
de uma alimentac¢ao diversificada. O IPAM apresentou maior capacidade de reter 4gua do que
6leo, o que pode ser positivo para suas propriedades técnico-funcionais. Além disso, o isolado
foi capaz de formar emulsOes e manté-las estdveis em valores de pH 3,5 e 7,0, sendo que em
pH 7,0 a concentragdo de 0,25% de IPAM proporcionou maior IAE e em pH 3,5 a concentragdo
de 1,0% de IPAM foi a melhor. Além disso, maiores concentracdes de proteinas proporcionam
maior estabilidade as emulsdes em todos os casos. O IPAM foi capaz de formar gel em
concentracdo minima de 14%. De forma geral, o IPAM demonstrou grande potencial para ser

usado na producdo de alimentos “plant based” como um ingrediente funcional.
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