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RESUMO

Foram lipofilizadas proteinas de farinha desengordurada de amendoim com Cloreto de acido
palmitico, em trés razdes de proteina:cloreto de acido palmitico p/p (1:0,5; 1:1 e 1:2) e
determinadas as propriedades funcionais da farinha e seus trés lipofilizados a pH 7. Foi
avaliada a influéncia do pH e da solubilidade protéica nas propriedades emulsificantes. O pHi
destas proteinas se encontra no pH de 4,0; sendo a regido isoelétrica entre os valores de pH de
3,0 e 5,0. Todas as propriedades de superficie diminuiram na regido isoelétrica, porém, as
correlacdes da solubilidade com as propriedades foram mais importantes para as propriedades
emulsificantes do que para as espumantes. O rendimento protéico da lipofilizagdo diminuiu
com o grau de incorporagao de acidos graxos, que ndo ocorreu unicamente na lisina, mas
também em outros aminoacidos com grupos reativos. As modificagdes das propriedades
funcionais dos lipofilizados foram: um aumento significativo nas capacidades de retencao de
agua e 6leo e nas estabilidades espumantes a 30 e 120 minutos dos lipofilizados de maior
razdo (1:1 e 1:2); houve uma diminuicao significativa na solubilidade das proteinas de todos
os lipofilizados aos valores de pH neutro e isoelétrico e nas propriedades emulsificantes dos
lipofilizados de maior razao (1:1 e 1:2). Ficou demonstrado que a lipofilizacdo da farinha

desengordurada de amendoim modifica a funcionalidade das proteinas.

Palavras-chave: lipofilizagdo, proteina, propriedades funcionais, amendoim.
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1 INTRODUCAO

Os esforgos em aumentar a disponibilidade protéica para alimentacdo humana levou ao
emprego de novas fontes vegetais ricas em proteinas. O desafio da tecnologia esta em
converter essas fontes vegetais em ingredientes protéicos aceitaveis e funcionais. As proteinas
de origem vegetal, devido a sua ampla oferta e baixo custo, t€m gerado um interesse
particular, como isolados e concentrados, ingredientes necessarios em muitos processos
alimenticios, onde apresentam fungdes especificas (KINSELLA, 1976).

As aplicagdes industriais das proteinas de origem vegetal estdo se expandido a uma variedade
de utilizagdes incluindo padaria, laticinios, salgadinhos e carnes moidas, entre outros. A
substitui¢do parcial da carne, por proteinas vegetais representa uma area de expansio,
principalmente devido aos beneficios de aumentar o rendimento do produto e diminuir os
custos. Estas proteinas sdo também usadas como agentes arejadores em coberturas batidas,
sobremesas congeladas, em doces, para substituir parcialmente as claras de ovo nas
formulagdes de bolos, e para transmitir certas caracteristicas desejaveis as crostas de bolos e
bolachas (KAY e McWATTERS, 1977; KINSELLA, 1976).

A torta de amendoim, produto resultante da extragdo do 6leo, ¢ considerada como uma fonte
potencial de proteinas, de alto valor bioldgico para a alimentagdo humana. Concentrados,
isolados protéicos e farinhas de amendoim estdo sendo utilizados para fortificar alimentos
(CAMPOS LASCA, 2001).

O melhoramento nas propriedades funcionais das proteinas alimenticias deve ser muito

enfatizado, pela importancia que elas t€ém para a industria de alimentos (KINSELLA, 1976).
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A producdo de proteinas modificadas estd centrada principalmente em fornecer novos
ingredientes a industria de alimentos, que permitam melhorar as caracteristicas organolépticas
e/ou as condi¢des de sua utilizagdo (ROUSSEL, 1998).

Diversas tecnologias t€ém sido desenvolvidas e aplicadas na producdo de proteinas ou
produtos modificados, dentre as quais destaca-se a modificagdo quimica, que gera produtos
novos compativeis com as necessidades industriais atuais. Uma das formas de modificar
quimicamente as proteinas ¢ a lipofilizacdo, que possibilita uma alteracdo das propriedades
funcionais relacionadas com as caracteristicas hidrofilicas/hidrofobicas das proteinas,
mediante a incorporacdo de grupamentos lipofilicos nas moléculas, gerando proteinas
modificadas com melhores propriedades e afinidade com compostos ou sistemas hidrofobicos
(ROUSSEL, 1998).

O termo lipofilizagdo tem sido usado por alguns autores num sentido amplo, para descrever o
aumento na hidrofobicidade das proteinas (AOKI et al., 1981). Todavia, foi usado num
sentido mais estrito por Haque e Kito (1983a) para descrever a ligacdo de acidos graxos na
caseina e por Akita e Nakai (1990a) para descrever a ligacdo de acidos graxos a [3-
lactoglobulina.

O objetivo da nossa pesquisa foi avaliar a funcionalidade das proteinas de farinha

desengordurada de amendoim e a modificagdo da mesma por lipofilizagdo com acidos graxos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Proteinas de origem vegetal

Desde o final do século XX ha uma crescente preocupagdo com a producdo mundial de
proteinas devido a existéncia de um desequilibrio no fornecimento de material protéico em
varios paises do mundo (WALKER et al., 1971; ALAIS e LINDEN, 1990). Portanto, mais
proteinas alimenticias serdo necessarias tanto de fontes convencionais como nao
convencionais, e particularmente destas ultimas (KINSELLA, 1976).

As sementes de leguminosas constituem a fonte protéica basica nas dietas de varios paises em
desenvolvimento. Nos paises desenvolvidos, sdo usadas principalmente como ragdes de
importante valor protéico na alimentacdo de animais, mas sdo também importantes substitutos
da carne ou agentes funcionais na industria de alimentos, especialmente os produtos de soja.
Outras leguminosas tém sido e estdo sendo estudadas como fonte de proteinas vegetais
(GUEGUEN, 1983), ¢ o caso do amendoim, por ser este uma das principais leguminosas e
oleaginosas cultivadas no mundo (PROSEA, 1997).

As proteinas de leguminosas e oleaginosas sdo uma alternativa importante para o problema da
suplementagdo de proteinas na dieta humana, o desafio ¢ converté-las em ingredientes
protéicos uteis (KINSELLA, 1976).

Com respeito as caracteristicas nutricionais, as proteinas de origem vegetal, especialmente as
proteinas de leguminosas e oleaginosas, sdo consideradas de alto valor biologico, contudo,
pobres em propriedades funcionais. O flavor e a presenga de carboidratos que produzem

flatuléncia sao problemas de algumas proteinas de origem vegetal, como € o caso da soja, que
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tem sido a proteina vegetal de maior potencial em termos de baixo custo, versatilidade e

funcionalidade (BIRD, 1975).

2.2 Amendoim (Arachis hypogaea Lineau)

2.2.1 Classificac¢ao, producio e consumo.

O amendoim ¢ classificado dentro da familia das leguminosas como subfamilia Papilionacea,
género Arachis. Sdo cerca de 12 espécies desta oleaginosa, a mais importante ¢ a Arachis
hypogaea Lineau, amendoim comum. E uma planta domesticada na América do Sul e
caracterizada pela produgdo subterranea de sementes que contém teores elevados de dleo e
proteinas (PEIXOTO, 1972).

A produ¢do mundial de amendoim estd aumentando; na safra 99/00, foi aproximadamente de
26,06 milhdes de toneladas e aumentou 7,3% na safra 01/02. China e India somam mais do
64% da produ¢do mundial, o Brasil participa quase com 1% do total (HUBNER, 2002).

O amendoim ¢ um produto mundialmente consumido tanto como alimento ou como 6leo. O
consumo mundial como alimento ¢ da ordem de 8 milhdes de toneladas. No Brasil, o
consumo de amendoim ¢ da ordem de 100 mil toneladas de graos, produzido no préprio pais,
sendo que, 90% da produgao brasileira se concentra em Sao Paulo (GODOY, 1999).

Sua producdo teve importancia no abastecimento interno de 6leos vegetais comestiveis na
década de 60, porém, com a queda da area cultivada ao longo dos anos, a maior parte da sua
produgdo esta sendo destinada as fabricas de doces e ao comércio de graos. Uma das causas
da queda da produgdo ¢ a contamina¢do com aflatoxina, ja que a presenga de elevados teores
destas toxinas em amendoim cru e em farelos de amendoim sempre representou um sério

problema para o Brasil (FONSECA, 1998). Os danos que a aflatoxina acarreta para a saude
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animal ¢ humana limitam a demanda do farelo de amendoim e depreciam seu valor como
fonte protéica, prejudicando a composi¢do do preco pago ao produtor. Assim, a produgdo de
6leo de amendoim no Brasil estd muito diminuida pelo escasso aproveitamento que pode
fazer-se da torta restante (CAMPOS LASCA, 2001).

A contaminagdo com aflatoxina, no Brasil, se deve as tradicionais praticas de colheita,
secagem e armazenamento utilizadas pelos produtores (FONSECA, 1998). E assim que,
devido ao prego elevado que restringe o consumo de amendoim, aliado a dificuldade de
cultivo e problemas de armazenamento, principalmente por causa da aflatoxina, o0 amendoim
perdeu espago para outras oleaginosas, primordialmente com o advento da soja. Contudo,
apesar da sua pequena participacdo no ambito mundial, a drea interna tende a crescer nos
proximos anos, ja que ha uma maior demanda de graos e 6leos, tanto para a alimentacdo
humana como para a industrializacdo de alimentos e cosméticos, e a procura tende a aumentar

(HUBNER, 2002).

2.2.2 Composicao Quimica

O fruto do amendoim ¢ constituido pelo pericarpo ou casca (28-30%); o perisperma ou
tegumento, que ¢ a fina pelicula que envolve o endosperma (1,45% a 3,22%); o embrido
(1,8% a 2,6%); ¢ a améndoa (67,70% a 71,88%) (PEIXOTO, 1972), sendo que em 100g de
amendoim comestivel hd em média 5,4 g de agua, 30,4 g de proteina, 47,7 g de gordura, 11,7
g de carboidratos, 2,5 g de fibra e 23 g de cinzas. O conteudo bruto de proteinas nas sementes
inteiras secas ¢ de 22 a 30% e varia com o tipo, cultivar, localidade, ano e maturidade
fisiologica da semente. Dentre os aminodcidos limitantes das proteinas de amendoim figuram
em diferentes pesquisas a cisteina, lisina, treonina, isoleucina e metionina. Porém, o

amendoim ¢ rico em arginina, fenilalanina e histidina e perto de 45% do total dos
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aminoacidos esta constituido pelo acido aspartico, acido glutdmico e a arginina. (NEUCERE
et al., 1972b; CONKERTON e ORY, 1976; PROSEA, 1997).

No amendoim, mais de 75% das proteinas sdo consideradas globulinas cuja fragdo principal é
a “araquinina”. Geralmente, na conformacao nativa de proteinas globulares os aminoacidos
polares estao expostos a fase aquosa, favorecendo a solubilidade protéica (NEUCERE, 1972a;

KINSELLA, 1976).

2.2.3 Oleo e torta de Amendoim

O contetdo de 6leo em sementes inteiras secas encontra-se entre 44 ¢ 56%, cuja média ¢ de
50%. E rico em 4cidos oléico e linoléico correspondendo juntos a 80% dos acidos graxos. A
torta da extracdo do 6leo ¢ um produto rico em proteinas que ¢ utilizada para a fabricagdo de
farinha de amendoim, usada principalmente adicionada a produtos alimenticios ou em ragao
(BELITZ ¢ GROSCH, 1997; PROSEA, 1997).

Quanto a sua composicao quimica, a torta de amendoim sem cuticula apresenta em média,
46,6% de proteina, cerca de 5,5% de fibras e fornece 84,5% de nutrientes digeriveis. Possui
mais nutrientes digeriveis que a torta de soja, sua proteina ¢ tdo boa quanto a da soja, embora
tenha um pouco menos de lisina. E um produto pobre em célcio e contém metade do fosforo
existente na torta de algoddo. Nao possui caroteno nem vitamina D, como outras tortas de
sementes oleaginosas. E um dos melhores suplementos para os animais, por ser uma proteina

de alto valor biologico (PEIXOTO, 1972).

2.2.4 Farinha de amendoim
A farinha de amendoim é um produto finamente triturado, processado a partir de torta de
amendoim, améndoas inteiras ou flocos desengordurados. S0 quatro os principais tipos de

farinhas, com niveis de oleo residual entre 1% e 45%. A farinha desengordurada de



16

amendoim ¢ produzida com flocos de amendoim desengordurados por extragdo com solvente
e pode conter até 60% de proteinas. Geralmente, a extracdo por solvente ¢ precedida de
prensado mecénico devido ao alto conteudo de 6leo do amendoim. Este tipo de farinha
contém menos de 1% de gorduras (NATARAJAN, 1980).

Uma das vantagens da farinha de amendoim, em comparagdo com outras leguminosas, ¢ que
contém somente 0,14% de rafinose e 0,71% de estaquiose, agucares considerados de dificil
digestibilidade. A farinha de soja de produgdo comercial contém quase sete vezes esses niveis.
Estes agucares sdo parcialmente responsaveis por flatuléncia em seres humanos, sendo este
um fator importante na prepara¢do de formulas infantis e bebidas dietéticas (AYRES et al.,
1974).

Outro problema apresentado pelas farinhas de algumas leguminosas se refere ao flavor que as
mesmas conferem aos alimentos, o mesmo ndo acontecendo com a farinha de amendoim
representando uma vantagem na fortificagdo de alimentos, apesar de conter menores niveis de
lisina e leucina que a farinha de soja. Assim, produtos do tipo de snacks extrusados e cereais
acucarados podem ser preparados facilmente usando farinha de amendoim na combinagao
com farinhas de milho e trigo aumentando o teor protéico dos mesmos, segundo as pesquisas
de Ayres et al. (1974).

Da mesma forma, McWatters (1978) observou que as massas preparadas com varios niveis de
farinha de amendoim resultavam muito similares as preparadas com 100% de farinha de trigo
quanto a consisténcia e as caracteristicas de manejo, ¢ que o contetido protéico de bolachas
pode ser influenciado significativamente pela adicdo de farinha de amendoim. Na qualidade
sensorial s6 a aparéncia e a cor foram influenciadas significativamente pelo aumento na
quantidade de farinha de amendoim; no caso da substitui¢do parcial com farinha de soja,
ainda que o conteudo protéico aumenta significativamente, os atributos de manejo da massa,

cozimento e qualidade sensorial sdo afetados negativamente.
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Conkerton e Ory (1976) determinaram que o conteudo protéico do pao pode ser aumentado
com a substituicdo parcial de farinha de trigo por farinha de amendoim. Assim, as proteinas
de amendoim sdo usadas na preparagdo de inimeros produtos alimenticios tais como: doces,
produtos de panifica¢do, preparados de leite, comidas infantis, sorvetes e outros produtos
especiais, sendo que em muitas destas formulagdes, altas propriedades emulsificantes sao

precisas (RAMANATHAM et al., 1978).

2.3 Propriedades Funcionais

A qualidade de um alimento ¢ definida pela sua composi¢ao, suas propriedades nutricionais e
suas propriedades funcionais. A composi¢ao ¢é caracterizada pelas quantidades ou proporgdes
de seus varios componentes; as propriedades nutricionais pela sua riqueza em nutrientes
essenciais, pela biodisponibilidade de tais nutrientes e pela auséncia de substancias toxicas
e/ou antinutricionais. As propriedades funcionais das proteinas sdo definidas como todas
aquelas propriedades ndo-nutricionais transferidas pelas proteinas aos alimentos (ROUSSEL—-
PHILIPPE et al., 2000) e referem-se as suas caracteristicas fisico-quimicas e as interagdes
entre a propria proteina e os outros componentes do alimento as quais influem notoriamente
no processamento, estocagem e aceitacdo do produto final. O conhecimento das propriedades
funcionais das matérias protéicas vegetais ¢ importante para definir como estas proteinas
podem ser adicionadas ao alimento e como elas podem substituir outras proteinas mais caras
utilizadas tradicionalmente (KINSELLA, 1982).

As propriedades funcionais das proteinas dependem de suas propriedades fisicas e quimicas e

sd0 muito importantes para o preparo de determinados tipos de alimentos e para a sua
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aceitacao pelo consumidor, pois permitem conferir caracteristicas desejadas a um alimento

(CHEFTEL et al., 1989; SGARBIERI, 1996).

As propriedades funcionais podem ser divididas em diferentes grupos (Tabela 1):

Tabela 1: Classificacdo das propriedades funcionais das proteinas.

Propriedades Sensoriais,

odor, cor, sabor, textura, flavor, sensacao,

Organolépticas. forma, aspecto, etc.

Propriedades Interacoes solubilidade, dispersibilidade, capacidade de

Hidrofilicas, proteinas-agua reten¢do de dgua, sinerese, viscosidade,

Superficiais, formac¢ao de massa, etc.

Interfasicas Interacoes Dispersibilidade, capacidade de absorc¢ao de
proteinas-oleo 6leo
Interagoes Emulsifica¢do, formacao de espuma, aeragao,
proteinas-agua-o6leo, | absorcdo de sabores, arenosidade,
proteinas-agua-ar cremosidade, etc.

Estruturais, Elasticidade, coesdo, adesao,

Intermoleculares mastigabilidade, etc.

Cinestéticas Interacoes Turbidez, maciez, arenosidade

Reologicas, proteinas-proteinas | Agregagio, geleificagdo, formagdo de filmes,

Viscoelasticas de massa, de fibras, extrudabilidade,

Texturas estabilidade, textura, etc.

Outras Compatibilidade com aditivos, enzimatica,

modificacdo de propriedades inertes.

Fonte: Kinsella, 1976
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A funcionalidade da proteina reflete as complexas interagdes entre a composicdo em
aminoacidos, a configuragao estrutural e propriedades da proteina (KINSELLA, 1976; 1987).
Os fatores mais importantes na explicacao da funcionalidade de proteinas sdo a solubilidade e
as interacdes hidrofobicas entre proteinas e a fase aquosa. Assim, a modificagdo na
hidrofobicidade das proteinas pode levar a uma melhoria nas propriedades superficiais

(AKITA e NAKALI 1990a; ROUSSEL, 1998).

2.3.1 Solubilidade

A solubilidade de uma proteina ¢ a manifestagdo termodindmica do equilibrio entre a
interagdo proteina-proteina e proteina-solvente e estd relacionada a seu balango de
hidrofilicidade/hidrofobicidade (DONADEL e PRUDENCIO-FERREIRA, 1999 apud
DAMODARAN, 1997).

A solubilidade de uma proteina depende de varios fatores como: peso molecular e
conformacgao das moléculas, densidade e distribuicao das cargas elétricas, que por sua vez sao
influenciados pelo pH, natureza e concentragdo de ions ou forca idnica e temperatura, sendo
que héd duas caracteristicas estruturais que sdo os fatores mais importantes no controle da
solubilidade protéica: a carga liquida e a hidrofobicidade. Nakai (1983) determinou que
quanto maior seja a carga e menor a hidrofobicidade, maior sera a solubilidade. Deve-se ter
em conta que o efeito da carga liquida é geralmente visto como um efeito do pH, isto ¢, a
solubilidade da proteina ¢ mostrada como uma funcdo do pH (HAYAKAWA e NAKAI,
1985).

Partes ndo protéicas como lipidios, carboidratos, fosfatos, também afetam a solubilidade das
proteinas. Em geral, a solubilidade de uma proteina ¢ influenciada pela maior ou menor

afinidade das moléculas de proteinas pelo solvente, que no caso ¢ a agua. Mudangas,
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particularmente na diminui¢do da solubilidade das proteinas, afetam de maneira desfavoravel
a sua funcionalidade (KINSELLA, 1976).

A solubilidade ¢ a propriedade funcional mais importante das proteinas para a sua utilizagao
em alimentos. Outras propriedades funcionais dependem da capacidade inicial de dispersao
das proteinas em solucdes aquosas, pois a sua solubiliza¢do é essencial para se avaliar outras
propriedades funcionais, tais como propriedades emulsificantes e espumantes (KINSELLA,

1976).

2.3.2 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade, ndao sendo considerada uma propriedade funcional, influencia
consideravelmente em muitas das propriedades. Pesquisas buscam definir a hidrofobicidade
das proteinas baseando-se na polaridade dos aminoacidos constituintes, isto parece nao
representar realmente a “hidrofobicidade efetiva” que depende da flexibilidade e da
conformac¢ao das moléculas de proteina. Isto € particularmente importante na correlagdo das
propriedades hidrofobicas com as propriedades funcionais das proteinas (KESHAVARZ ¢
NAKAI, 1979).

Quanto a "hidrofobicidade superficial" das proteinas, Kato ¢ Nakai (1980) observaram que
apesar de muitos residuos hidrofobicos estarem na parte interna da maioria das proteinas
nativas, alguns grupos hidrofébicos podem ficar expostos na superficie molecular ou em
fendas, especialmente nas proteinas com acidos graxos ligados produzidos por lipofilizagao.
Em adi¢@o, muitos grupos hidrofébicos poderiam ser expostos na superficie molecular por
processos de desnaturagdo protéica.

Hayakawa e Nakai (1985) classificaram a hidrofobicidade das proteinas em hidrofobicidade
alifatica, devido aos residuos de aminoacidos alifaticos, e hidrofobicidade aromatica, devida

aos residuos de aminoacidos aromaticos. Assim, os aminoacidos aromaticos expostos podem
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ter um papel importante na insolubilidade protéica, que pode relacionar-se parcialmente a alta

hidrofobicidade dos aminoacidos aromaticos.

2.3.3 Propriedades de Emulsificacao

As propriedades de emulsificacao estdo relacionadas com a solubilidade aquosa das proteinas.
Sdo requerimentos funcionais primarios em muitas proteinas alimenticias por estarem
relacionadas com a capacidade das proteinas de diminuir a tensdo interfacial entre os
componentes hidrofobicos e hidrofilicos em alimentos. Estas propriedades s3o de muita
importancia, por exemplo, para a sua utilizagdo em molhos para saladas e produtos carneos
(KINSELLA, 1976; CRENWELGE et al., 1974).

Existem trés formas de medir estas propriedades: a capacidade emulsificante, a atividade
emulsificante e a estabilidade emulsificante. A capacidade emulsificante ¢ definida como o
volume de 6leo que pode ser emulsificado por grama de proteina, antes que ocorra a inversao
ou colapso da emulsdo (KINSELLA, 1976). A atividade emulsificante indica quando uma
proteina tem habilidade emulsificante ¢ qual é o grau de emulsificagio dado para uma
determinada quantidade de proteinas (HAQUE et al., 1982). A estabilidade da emulsao se
refere a habilidade da proteina para formar uma emulsdo que permaneg¢a sem mudangas
durante um tempo de duracdo determinado, sob condigdes especificas de tempo ou
temperatura (KINSELLA, 1976).

Keshavarz e Nakai (1979) observaram que quanto mais hidrofobica fosse a proteina, maior
seria a depressdo na tensdo interfacial. Na emulsdo, isto pode ser esperado conforme as
proteinas hidrofobicas sdo capazes de interagir facilmente com moléculas de agua e de dleo
simultaneamente, resultando na desnaturagdo da proteina na superficie do 6leo e na
diminui¢do da energia de superficie. Entdo, quanto mais hidrofébica for a proteina, menor

sera a tensdo interfacial e maior a atividade emulsificante. Isto significa que as proteinas
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hidrofobicas orientam de melhor forma os grupos polares em dire¢do a fase aquosa e seus
grupos hidrofobicos em direcdo a fase ndo aquosa. Kato e Nakai (1980) confirmaram isto com
a observagdo de que as proteinas hidrofobicas interagem melhor com o 6leo sendo que a
hidrofobicidade efetiva das proteinas tem um papel importante na estabilizagdo das interagdes
proteina-lipidio.

Na formagdo da camada interfacial, Townsend e Nakai (1983) especificaram que para uma
concentragdo rapida e uma subsequente desnaturagdo da superficie protéica, a proteina deve
ser flexivel, estruturalmente pouco ordenada e sobre tudo, hidrofobica. As proteinas sofrem
mudangas conformacionais @ medida que o desdobramento expde mais regides hidrofobicas,
que facilitam a associa¢do dos polipeptidios, aumentando assim a viscosidade da camada na
interfase.

E sabido que durante a formagio de emulsdes e espumas ocorre o desdobramento de proteinas
globulares (KINSELLA, 1976). Uma mudanca na estrutura protéica ¢ geralmente associada
com mudancas nas propriedades fisicas, quimicas e funcionais (WU e INGLETT, 1974;
CHEFTEL et al., 1989).

A flexibilidade molecular, isto ¢, habilidade para mudar de conformacao sob certas condigdes,
¢ importante para a funcionalidade protéica, especialmente numa interface, como agente
emulsificante (KINSELLA, 1976; NAKAI, 1983). A flexibilidade encontra-se fortemente
relacionada com a estrutura das proteinas (NEUCERE et al., 1972a). Assim, ¢ provavel que as
proteinas flexiveis que podem despregar-se e estender-se quando estdo em contato com a
superficie lipidica, estabelecam rapidamente interagdes hidrofobicas com as gotas lipidicas,
produzindo peliculas adsorvidas com as propriedades viscoelésticas desejadas e estabilizem

eficazmente as emulsdes (CHEFTEL et al., 1989).
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2.3.4 Propriedades espumantes

A capacidade de uma proteina para formar espumas se refere a expansdo de volume da
dispersdo protéica com a incorporagdo de ar por batimento, agitagdo ou aera¢do. E uma
propriedade funcional de interfase que depende da natureza protéica, da solubilidade e do
estado de desnaturacdo da proteina, da presenca de sais e de outros aditivos utilizados no
processamento dos alimentos. E importante que as moléculas de proteina sejam flexiveis o
suficiente para estender-se na interface ar - dgua e estabilizar as novas células de ar,
prevenindo assim o colapso da espuma (TOWNSEND e NAKALI, 1983; SGARBIERI, 1996).
As duas formas mais utilizadas para medir estas propriedades sdo: a atividade espumante e a
estabilidade espumante. Atividade espumante indica quando uma proteina tem a capacidade
de formar espuma e em que medida acontece o aumento do volume sobre o volume da
solugdo (HAQUE e KITO, 1983b). A estabilidade de uma espuma se refere a habilidade que
uma espuma formada tem para reter o maximo do volume apds um tempo determinado de
repouso (KINSELLA, 1976).

Para a formagao de peliculas estaveis, t€m que associar-se entre si, na interfase, varias capas
de proteinas parcialmente desdobradas, mediante interagdes hidrofobicas que podem ser tanto
de hidrogénio quanto eletrostaticas. A proteina deve adsorver-se fortemente na interfase
ar/agua por intermédio de interagdes hidrofobicas, para evitar a perda de liquido (CHEFTEL
et al., 1989).

Pode ser esperada uma boa correlagdo entre a hidrofobicidade e a habilidade espumante das
proteinas (TOWNSEND e NAKALI, 1983). Quanto a correlagdo com a solubilidade, parece ser
que a solubilidade protéica tem uma influéncia maior no tipo de espuma que ¢ formado do

que no volume da espuma (McWATTERS e CHERRY, 1977).
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2.3.5 Capacidade de retencio de agua e d0leo

A habilidade dos ingredientes alimenticios para ligar 4gua ¢ uma importante caracteristica que
esta sendo cada vez mais explorada para a fabricagdo de novos produtos. A capacidade de
retengdo de agua ou 6leo ¢ definida como a quantidade de liquido que ¢ retido por uma
proteina apods a aplicacdo de uma forca de centrifugacgdo, pressdo ou filtragdo (KINSELLA,
1976).

A capacidade de ligar agua ¢ uma funcdo importante das proteinas em alimentos viscosos
(sopas, paezinhos de carne, queijos processados, massas, etc.). Assim, as proteinas que
substituam as proteinas convencionais devem, em adi¢do a outras propriedades requeridas, ter
uma apropriada capacidade de ligar agua (KINSELLA, 1976).

A capacidade de retengdo de 6leo € importante para as aplicagcdes em produtos a base de
carne, como substitutos ou extensores (NAKAI, 1983), e produtos de padaria onde a absor¢ao
de gordura ¢ desejada (IDOURAINE et al., 1991).

As proteinas mais lipofilicas absorvem mais 6leo. A presengca de um grande numero de
cadeias nao polares favorece a ligagdo das cadeias hidrocarbonadas do 6leo (IDOURAINE et

al., 1991).

2.3.6 Influéncia do pH nas propriedades funcionais das proteinas

O pH influi de diversas formas nas propriedades funcionais. Algumas proteinas, no seu ponto
isoelétrico, sdo pouco soluveis e isto diminui a sua caracteristica de favorecer a formagao de
emulsdes. No pHi, as proteinas adotam estruturas compactas. Isto pode impedir o
desdobramento e a adsor¢do na interfase. Algumas proteinas tém propriedades emulsificantes
otimas no seu pHi (gelatina, proteinas da clara do ovo) e outras tem melhor comportamento a
um pH distante o pHi (proteinas de amendoim, de soja, caseinas, proteinas do soro de leite,

albumina de soro bovina, proteinas miofibrilares) (CHEFTEL et al., 1989).
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Ramanatham et al. (1978) observaram que a capacidade emulsificante das proteinas de
amendoim ¢ afetada marcadamente pelo pH. O perfil da capacidade emulsificante versus o pH
se parece a tipica curva de solubilidade protéica, sugerindo que a propriedade emulsificante se
deve a proteina dissolvida. O perfil da capacidade emulsificante versus o pH da proteina de

amendoim se parece ao obtido com proteina de soja, girassol ou leite em p6 desengordurado.

2.4 Lipofilizacao de proteinas

O termo lipofilizagdo se refere ao fendmeno geral onde a hidrofobicidade da molécula de
proteina aumenta por modificag¢do quimica (AOKI et al., 1981), induzida por ligagdo de
compostos hidrofobicos com a finalidade de aumentar a afinidade das proteinas por moléculas
relativamente apolares ou anfifilicas (KITO, 1987).

Dentre os métodos ja avaliados para ligar grupos hidrofébicos ¢ mudar a hidrofobicidade das
proteinas estdo incluidos: ligacdo de acidos graxos, alquilagdo redutora, reagdes enzimaticas
ou quimicas para ligar aminodcidos hidrofobicos, tratamento com surfactantes, modificacao
alcoolica e desaminacdo do gluten. Todos eles produzem alguma melhoria nas propriedades
emulsificantes e/ou espumantes das proteinas (NAKAI, 1983; AKITA e NAKALI, 1990a).
Existem estudos que utilizam o termo de lipofilizagdo num sentido mais restrito para
descrever exclusivamente a ligacdo de acidos graxos, a caseina (HAQUE e KITO, 1983b) e a
B-lactoglobulina (AKITA e NAKAI, 1990a). Foi comprovado, que a ligagdo dos &cidos
graxos a proteina ocorre entre o grupo carboxila do 4cido graxo e os grupos amino da proteina
sendo os grupos g-amino dos residuos de lisina os que reagem predominantemente (HAQUE e
KITO, 1983b; KITO, 1987; AKITA ¢ NAKAI, 1990a), todavia, outros grupos livres como
hidroxilos, sulfidrilo e tiol de outros aminoacidos podem reagir também (BEUCHAT, 1977;

KITO, 1987; ROUSSEL-PHILIPPE et al., 2000).
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A reacdo, chamada de “reacao Schotten-Baumann” ¢ a seguinte:

P-NH,; + R-CO-Cl + NaOH
N2
P-NH-CO-R + NaCl + H,0

(ROUSSEL-PHILIPPE et al., 2000)

Viarias proteinas vegetais tem sido modificadas através destes agentes de lipofilizagdo com
objetivo de melhorar suas propriedades funcionais: isolado de proteinas de soja (AOKI et al.,
1981; HAQUE et al.,, 1982; ROUSSEL-PHILIPPE et al., 2000), de glaten de trigo
(ROUSSEL-PHILIPPE et al., 2000), de girassol (KABIRULLAH e WILLS, 1982), e de

proteinas de amendoim (BEUCHAT, 1977), entre outros.

2.4.1 Modificacao das Propriedades Funcionais

Um modo simples de aumentar a hidrofobicidade ¢ a modificacdo dos grupos aminos da
proteina com derivados de acidos graxos de cadeia longa (TORCHILIN et al.,1980).

Com a lipofilizagdo, Akita e Nakai (1990a), observaram que a hidrofobicidade superficial
alifatica diminuia enquanto havia um aumento na hidrofobicidade superficial aromatica.
Hayakawa e Nakai (1985) expressaram na sua pesquisa que, apesar de que os aminoacidos
aromaticos sejam naturalmente mais hidrofobicos, ndo sdo tdo comumente introduzidos na
molécula devido a sua estrutura volumosa; da mesma forma, os aminoacidos alifaticos menos
hidrofébicos acham seu caminho dentro das proteinas por serem de menor tamanho e de
elasticidade notavel. Entdo, as mudancas nas hidrofobicidades podem implicar que mais
aminoacidos aromaticos sejam expostos com a reorganizacdo enquanto os aminoacidos

alifaticos podem ser internalizados. Assim, a diminui¢do resultante na solubilidade poderia



27

explicar a diminuicao da hidrofobicidade alifatica observada na pesquisa de Akita e Nakai
(1990a); e a hidrofobicidade aromatica aumentada poderia ser em parte devida a presenga de
ligantes de acidos graxos hidrofobicos.

Um aumento na hidrofobicidade da molécula de proteina ¢ geralmente considerado como uma
das causas da diminui¢@o da solubilidade nas proteinas. Quando a diminui¢do na solubilidade
da proteina acontece principalmente pelo aumento da hidrofobicidade da molécula, ¢ esperado
que a diminuicdo da solubilidade se correlacione positivamente com as propriedades
emulsificantes da proteina (AOKI et al., 1981).

Aoki et al. (1981) lipofilizaram a glicinina de soja e foram obtidas proteinas de atividade
emulsificante significativamente maior que a da glicinina sem modificagdo e com
propriedades elevadas de estabilidade das emulsdes. Da mesma forma, Haque et al. (1982)
ligaram residuos palmitoil a glicinina acida hidrofilica de soja e reportaram uma melhoria na
atividade emulsificante, atividade espumante e estabilidade da espuma. Num estudo
subsequente, eles ligaram residuos palmitoil a proteina mais hidrofébica do leite, ag;-caseina,
e reportaram uma grande melhoria nas propriedades funcionais de superficie da mesma
(HAQUE e KITO, 1983b). A lipofilizacdo da ag;-caseina melhorou marcadamente a
habilidade para formar e estabilizar emulsdes. Eles viram que geralmente as proteinas menos
incorporadas com acidos graxos mostraram melhores atividades emulsificantes que as
proteinas altamente incorporadas com acidos graxos. Nestas pesquisas foi atribuido o
aumento da funcionalidade a anfifilidade melhorada das proteinas. Os resultados parecem
sugerir que inclusive para proteinas de relativa hidrofobicidade o balango anfifilico pode ser
melhorado por ligacdo de compostos hidrofobicos (AOKI et al. 1981; HAQUE et al. 1982;
HAQUE e KITO, 1983b).

No caso da proteina a,-caseina, Haque e Kito (1983b) reportaram que a natureza anfifilica

melhorava dramaticamente com a incorporacdo covalente de residuos palmitoil que era
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primeiramente devida s6 a incorporagdo de acidos graxos e ndo refletia uma mudancga drastica
conformacional. Mesmo assim, os autores manifestam que deve considerar-se a possibilidade
de que a incorporagdo causasse uma mudanga conformacional, expondo assim partes do
centro hidrofobico que podem agir como novos sitios de interacdo hidrofobica e isto poderia
contribuir para incrementar a anfifilidade da proteina além da ligacdo de acidos graxos.

Akita e Nakai (1990a, 1990b) ligaram residuos de 4cido estearico a B-lactoglobulina globular
relativamente hidrofobica e observaram uma melhoria na funcionalidade.

Tanto Haque e Kito (1983b) como Akita e Nakai (1990a), observaram que a lipofiliza¢ao
pode levar a um aumento da carga liquida negativa. Se a proteina for desdobrada, pode
esperar-se uma estrutura de carga diferente, considerando que a ligagdo dos 4cidos graxos
acontece principalmente nos grupos amino de lisina o aumento da carga liquida negativa seria
favorecido.

Na pesquisa de Akita e Nakai (1990a), o efeito da lipofilizacdo nas vérias propriedades da
proteina foi dependente do grau de incorporacao de acidos graxos. As propriedades funcionais
de superficie, propriedades emulsificantes e espumantes, foram geralmente melhoradas por
ligacdo de niveis baixos e médios de acidos graxos na proteina. Mas incorporacdes adicionais
reduziram estas propriedades. Houve uma melhoria na anfifilidade das proteinas sem perda de
solubilidade. A anfifilidade melhorada facilitou a incorporagdo da proteina na interface 6leo-

agua, aumentando a habilidade da proteina para formar emulsdes.
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Caracterizaciao da Funcionalidade das proteinas de farinha

desengordurada de amendoim (Arachis hypogaea Lineau)

Julieta Clarisa FERREYRA, Daniel BARRERA ARELLANO, Roseane FETT.

RESUMO

Foi avaliada a influéncia do pH e da solubilidade protéica nas propriedades emulsificantes e
espumantes das proteinas de farinha desengordurada de amendoim (Arachis hypogaea
Lineau). O pHi destas proteinas se encontra no pH de 4,0; sendo a regido isoelétrica entre os
valores de pH de 3,0 e 5,0. Todas as propriedades de superficie diminuiram na regiao
isoelétrica, sendo que a atividade emulsificante e a estabilidade emulsificante ao tempo de 30
e 120 minutos diminuiram fortemente no pHi; as estabilidades emulsificantes ao calor (80°C)
diminuiu em toda a regido isoelétrica estendendo-se até o pH de 6,0. A atividade espumante
diminuiu numa regido que supera a isoelétrica, nos valores de pH de 3,0 a 7,0, aumentando
consideravelmente ao pH de 2,0. As correlagdes da solubilidade protéica com as propriedades
de superficie foram mais importantes para as propriedades emulsificantes do que para as

espumantes.

Palavras-chave: amendoim, proteina, propriedades funcionais, solubilidade protéica.
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SUMMARY

Caracterization of Functionality of defatted peanut (Arachis hypogaea Lineau) flour
proteins. It was evaluated the influence of the pH and solubility on emulsifying and foaming
properties of totally defatted peanut (Arachis hypogaea Lineau) flour proteins. The pHi of
these proteins is on pH 4.0; the isoelectric region is between 3.0 and 5.0 valores de pH. All
the superficial properties decreased in the isoelectric region, where the emulsifying activity
and stabilities (30 and 120 minutes) decreased along the region until pH 6,0. Foaming activity
decreased along a larger reagion, between pH 3,0 and 7,0, increasing at pH 2,0. The
correlations between solubility and those properties were more important for emulsifying

properties than for foaming properties.

Keywords: peanut, protein, functional properties, protein solubility.

1- INTRODUCAO

As propriedades funcionais das proteinas sdo definidas como todas aquelas propriedades nao-
nutricionais transferidas pelas proteinas aos alimentos (1), referem-se as suas caracteristicas
fisico-quimicas e as interagdes entre a propria proteina e os outros componentes do alimento

(2), as quais influem notoriamente no processamento, estocagem e aceitagdo do produto final.

A solubilidade ¢ a propriedade funcional mais importante das proteinas para a sua utilizacao
em alimentos. Outras propriedades funcionais dependem da capacidade inicial de dispersao
das proteinas em solucdes aquosas, pois a sua solubiliza¢do é essencial para se avaliar outras

propriedades funcionais, tais como propriedades emulsificantes e espumantes (2).
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O amendoim ¢ uma oleaginosa importante cultivada como fonte de o6leo e proteinas. O
interesse no componente protéico como um ingrediente funcional e nutritivo dos alimentos
tem crescido desde que varios produtos comerciais de proteina de amendoim estdo

disponiveis para a industria (3).

O objetivo do nosso trabalho foi caracterizar as propriedades funcionais de superficie das
proteinas de farinha desengordurada de amendoim em diferentes valores de pH e suas

relacdes com a solubilidade protéica.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Matéria prima:

Farinha desengordurada de amendoim (FDA), doada por Nutrin Corporation (Nutritional

Ingredients); Cloreto de acidos graxos: palmitico (AKSO); Reagentes qualidade P.A.

2.2 - Composicao protéica e de aminoacidos da farinha desengordurada de amendoim:

O teor proteinas foi determinado de acordo com os métodos descritos pela AOAC (4).

A composi¢ao de aminoacidos foi determinada por LabTec, Campinas, através de analise de

aminoacidos via hidrolise de proteinas (4).

2.3. — Propriedades Funcionais das proteinas da farinha desengordurada de amendoim

na faixa de pH de 2,0 a2 9,0.

2.3.1. - Solubilidade protéica (S%):

A solubilidade foi determinada de acordo com o método de SAEED ¢ CHERYAN (5):
solugdes de 4% de proteinas foram ajustadas a diferentes valores de pH variando de 2,0 a 9,0

com solu¢des de NaOH e HCI, com agitagdo magnética durante 30 minutos e centrifugacao a
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2500 rpm durante meia hora. O teor protéico do sobrenadante foi determinado pelo método de

Kjeldahl (4). As porcentagens de proteinas soluveis foram calculadas da seguinte maneira:

S(%) = 100 * teor de proteina do sobrenadante (g) / teor de proteina da amostra inicial (g)

O perfil de solubilidade das proteinas foi dado pela equagao de S(%) em fung¢do do pH.

2.3.2. - Atividade Emulsificante (AEm):

A atividade emulsificante (AEm) foi determinada segundo o método de YASUMATSU et al.
(6) adaptado: solugdes de 7 g de amostra ¢ 100 mL de agua destilada foram ajustadas aos
valores de pH entre 2,0 € 9,0 com solugdes de HCI e NaOH de qualidade P.A., agitadas por 10
segundos utilizando um mixer manual Frattina (Eletro Power) a 15000 rpm, e emulsificadas
com 100 mL de o6leo de soja comercial durante 120 segundos. As emulsdes foram
centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos. A atividade emulsificante foi calculada como

segue:

AFEm = Volume final da emulsdo * 100 / Volume inicial da emulsio

2.3.3. - Estabilidade Emulsificante ao calor (EEmcalor):

A estabilidade emulsificante ao calor, foi determinada segundo método de YASUMATSU et
al. (6) adaptado: foram formadas as mesmas emulsdes feitas para determinar a atividade
emulsificante e antes da centrifugacdao, foram aquecidas a 80°C por 30 minutos, foram
resfriadas durante 15 minutos em agua a temperatura ambiente. Depois as emulsdes foram
centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos. A estabilidade emulsificante foi calculada como

segue:

EEmcalor = Volume final da emulsdo * 100 / volume inicial da emulsao
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2.3.4. - Estabilidade Emulsificante ao tempo de 30 e 120 minutos (EEm30’ e

EEm120°):

A mesma emulsao foi preparada para determinar a estabilidade emulsificante ao tempo, sendo
que as medi¢des foram feitas ap6s 30 e 120 minutos de repouso, para a EEm30’ ¢ EEm120°
respectivamente. Os calculos foram feitos segundo a férmula utilizada por HAQUE e KITO

(7), como segue:

EEm = 100 * volume da emulsdo apds 30 ou 120 minutos / volume da emulsio inicial

2.3.5. - Atividade Espumante (AEs)

A atividade espumante (AEs) foi determinada segundo o método descrito por PUSKI (8) e
KARIGULLAH e WILLS (9). Suspensdes de 1% de proteinas foram ajustadas aos valores de
pH entre 2,0 ¢ 9,0 com solugdes de NaOH 1IN e HCI 1N, agitadas com um mixer manual
Frattina (Eletro Power) a 10000 rpm durante 60 segundos em temperatura ambiente. Foi
determinada entdo a atividade espumante segundo a formula utilizada por HAQUE e KITO

(7) como segue:

AEs = (volume total ap6s agitagdo + volume da espuma / volume inicial —1) *100

2.3.6. - Estabilidade Espumante ao tempo de 30 e 120 minutos (EEs30° e

EEs120°):

Foi utilizado o método descrito por PUSKI (8) e KARIBULLAH e WILLS (9), seguindo o
mesmo procedimento feito para determinar a atividade espumante, sendo que as medigdes
foram feitas apos 30 e 120 minutos de repouso, para a EEs30’ e EEs120’ respectivamente. Os

calculos foram feitos segundo a formula utilizada por HAQUE e KITO (7) como segue:

EEs = 100 * volume da espuma ap6s 30 ¢ 120 minutos / volume inicial da espuma
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2.4. - Analise Estatistica:

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeti¢des, utilizando o programa "STATISTICA 6.0" (1998), por aplicacdo de analise de
variancia e teste de Tukey, aplicacdo de Analise de Regressdo Multipla, com nivel de

significancia 5% (p = 0,05).
3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. - Composiciio quimica da farinha desengordurada de amendoim:

Na composi¢ao de aminoacidos da FDA (Tabela 1) pode ser observado que os aminoacidos
acidos da FDA conformam a metade dos aminoécidos totais, sendo que o Acido Aspartico
(13,5906%), o Acido Glutamico (22,8768%) e a Asparagina (13,5906) somam mais do 50%

dos aminodacidos existentes na proteina de FDA.

TABELA 1. Composi¢ao de aminoacidos da farinha desengordurada de

amendoim
Proteinas * 48,3 %
% das
Aminoacido % da FDA Proteinas

Ala 2,2621 4,6834
Arg 7,0064 14,506
Asp 6,5643 13,5906
Gly 3,3913 7,0213
Ile 1,9366 4,0095
Leu 3,7093 7,6797
Gln 11,0495 22,8768
Lys 1,3355 2,765
Cys 0,6074 1,2575
Met 0,3263 0,6755
Phe 2,8433 5,8867
Tyr 1,6627 3,4424
Thr 1,49 3,0848
Try 0,5414 1,1209
Pro 2,4552 5,0832
Val 2,2119 4,5795
His 1,2334 2,5536
Ser 2,5556 5,291

* Fator de conversdo do nitrogénio das proteinas de amendoim = 5,46 (10; 11).
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3.2. - Solubilidade

O perfil da solubilidade das proteinas da FDA esta apresentado na Figura 1. A solubilidade
protéica ¢ menor para os valores de pH entre 3,0 e 5,0, representando a regido isoelétrica;
minima a pH 4,0 e maxima a pH 2,0. Diferentes autores obtiveram resultados muito similares
com proteinas de amendoim (10, 11, 12). McWATTERS et al. (11) também determinaram

que a regido isoelétrica se encontrava entre os valores de pH de 3,0 e 5,0.

Foi determinado em testes preliminares que o pHi das proteinas da FDA se encontrava no pH
4,0. Segundo RHEE et al. (10), o pHi, que seria o pH 6timo para a precipitacdo de proteinas
de amendoim, é de 4,0 £ 0,25. A existéncia de um teor elevado de aminoacidos acidos (Acido
aspartico, Acido glutdmico e Asparagina) (ver Tabela 1) teria influenciado no baixo pHi da

proteina de FDA.
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FIGURA 1. Perfil de solubilidade protéica da FDA aos valores de

pH entre 2,0 € 9,0.
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3.3 - Propriedades emulsificantes

As propriedades emulsificantes das proteinas da FDA foram fortemente afetadas pelo pH
(Figura 2). A atividade emulsificante diminuiu na regido isoelétrica. As estabilidades
emulsificantes ao tempo (30 ¢ 120 minutos) diminuiram no pHi (4,0); a estabilidade
emulsificante ao calor (80°C) diminui em toda a regido isoelétrica, estendendo-se até o pH 6,0
sem diferengas significativas. Foram encontrados resultados similares por McCWATTERS e
HOLMES (3), com propriedades emulsificantes pobres no pHi das proteinas de amendoim,
que melhoravam a medida que se afastava da regido isoelétrica devido a um aumento na carga

elétrica que aumenta a solubilidade protéica.
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FIGURA 2. Perfil das propriedades emulsificantes da FDA aos valores de pH de 2,0 a 9,0.

AEM (atividade emulsificante); EEMCAL (estabilidade emulsificante ao calor, 80°C),
EEM30M e EEMI20M (estabilidade emulsificantes ao tempo de 30 e 120 minutos
respectivamente). (n = 5).
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As proteinas da FDA possuem uma boa estabilidade emulsificante ao calor; pode ser
observado na Figura 2 que as curvas de atividade emulsificante e estabilidade emulsificante
ao calor sdo similares, s6 se afastando no pH 6,0, indicando que os valores da atividade

emulsificante ndo diminuem fortemente por causa da ag¢ao do calor (80°C).

As curvas de estabilidade emulsificante a 30 e 120 minutos mostram uma correlagdo entre o
tempo transcorrido e a diminui¢do da estabilidade da emulsdo. Todavia, se afastam mais no
pHi, onde a estabilidade ¢ minima, e sdo praticamente iguais ao pH de 9,0, apresentando neste

pH a maior estabilidade emulsificante.

As correlagdes entre as propriedades emulsificantes e a solubilidade protéica sdo positivas e
estatisticamente significativas, havendo também correlagdes positivas nas propriedades
emulsificantes entre si. A correlagdo com a solubilidade explica porque no pHi as
propriedades emulsificantes sdo minimas coincidindo com outros pesquisadores (3, 13). Mas
existem controvérsias frente a esta correlacdo, ja que alguns autores (7, 11) afirmam que nao
ha uma boa correlagdo entre a solubilidade protéica e as propriedades emulsificantes das

proteinas.

3.4. - Propriedades Espumantes

As propriedades espumantes diminuem na regido dos valores de pH entre 3,0 e 7,0 (Figura 3)
que ¢ maior a regido isoelétrica, ocorrendo um aumento ndo significativo a pH 5,0. A
atividade espumante ndo apresenta diferengas significativas nos valores de pH de 3,0 a 7,0;
aumenta consideravelmente nos extremos, sendo maxima ao pH acido de 2,0, onde supera em

mais de 475% os valores da regido isoelétrica. Este fenomeno pode ser explicado com o

aumento da viscosidade das espumas que ocorre a valores de pH acidos e alcalinos (14). As
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estabilidades espumantes (30 ¢ 120 minutos) apresentam variagdes menos pronunciadas na

curva dos valores de pH entre 2,0 ¢ 9,0.
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FIGURA 3. Perfil de propriedades espumantes das proteinas da FDA aos valores de pH entre
2,0¢9,0.

AES (atividade espumante) EES30M e EES120M (estabilidades espumantes ao tempo de 30 ¢
120 minutos respectivamente). n = 5.

A solubilidade protéica influi na atividade espumante da FDA, sendo menor quando menor ¢
a solubilidade, contudo, os valores encontrados no pHi e no pH neutro sdo semelhantes.
Observagdes similares foram feitas por McWATTERS et al. (11) e McWATTERS e
CHERRY (10). Houve uma boa correlagdo estatisticamente significativa entre a solubilidade
protéica e a atividade espumante, que foi menor para a estabilidade espumante a 120 minutos,
sendo ndo significativa para a estabilidade espumante a 30 minutos. As propriedades

espumantes entre si apresentam boas correlagdes, sendo todas estatisticamente significativas.
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4, — CONCLUSAO

O pHi de estas proteinas se encontra no pH de 4,0, a regido isoelétrica se encontra entre os
valores de pH de 3,0 e 5,0. O alto teor de aminoacidos acidos da FDA pode ter influenciado

no pHi desta proteina.

As propriedades emulsificantes diminuiram na regido isoelétrica, sendo que, a estabilidade
emulsificante ao tempo diminuiu em toda a regido isoelétrica, e a estabilidade emulsificante
ao calor (80°C) diminuiu no pHi. As correlagdes destas propriedades com a solubilidade

foram todas significativas.

A atividade espumante diminuiu numa regido maior a isoelétrica, com um aumento nao
significativo ao pH 5,0; aumentando aos extremos das curvas. A estabilidades espumantes (30
e 120 minutos) apresentam variagdes pouco pronunciadas nos diferentes valores de pH. A
solubilidade protéica apresentou uma boa correlagio com a atividade espumante, nao

acontecendo o mesmo com as estabilidades espumantes.

Ainda que foram observadas correlagdes significativas nas propriedades emulsificantes entre
si e espumantes entre si, ndo existe tal correlacdo entre propriedades emulsificantes e

espumantes.
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Lipofilizaciao de proteinas de farinha desengordurada de amendoim

(Arachis hypogaea Lineau) e seu efeito sobre as propriedades espumantes

Julieta Clarisa FERREYRA, Maria LAMUS UVAROVA, Daniel BARRERA ARELLANO,

Roseane FETT.

ABSTRACT
Lipofilization of peanut (Arachis hypogaea Lineau) defatted flour proteins and its efect
on foaming properties. Peanut (4rachis hypogaea Lineau) totally deffated flour protein was
lipophilized with palmitic acid chloride in three ratios of protein:chloride of palmitic acid
(1:0,5; 1:1; 1:2). The total yield of lipophilization was similar for all the ratios. The yield of
proteins decreased with the incorporation of fatty acids. The incorporation of fatty acids was
not only on free amino group of lysine residues, but other free groups of aminoacids also
reacted with fatty acids. The foaming estabilities (30 and 120 minutes) significantly increased
in more incorporated with fatty acids lipophylized flours (1:1 and 1:2), with a not significant
increased in less incorporated lipophylized flour (1:0,5). The foaming activity significantly
decreased in the three lipophilizated flours without significantly diferences among them for

this propertie.

Keywords: lipophilization, peanut, protein, fatty acid chloride, foaming properties.

RESUMO
Foram lipofilizadas proteinas de farinha desengordurada de amendoim com Cloreto de acido
palmitico, em trés razdes de proteina:cloreto de acido palmitico p/p (1:0,5; 1:1 e 1:2) e

avaliados o rendimento protéico e da matéria seca, assim como as propriedades espumantes
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das proteinas lipofilizadas e sem lipofilizar. O rendimento da matéria seca da lipofilizagao foi
similar para as trés razdes. O rendimento protéico diminuiu com o grau de incorporagdo de
acidos graxos. A incorporagdo dos acidos graxos ndo ocorreu unicamente na lisina, mas
também em outros aminoacidos com grupos reativos. As estabilidades espumantes (30 e 120
minutos) aumentaram significativamente nos lipofilizados mais incorporados com acidos
graxos (1:1 e 1:2), com um aumento ndo significativo no lipofilizado menos incorporado
(1:0,5). A atividade espumante diminuiu significativamente nos trés lipofilizados sem

apresentar diferencas significativas entre eles para esta propriedade.

Palavras-chave: lipofilizagdo, amendoim, proteina, cloreto de acido graxo, propriedades

espumantes.

1-INTRODUCAO

E possivel modificar quimica ou enzimaticamente as proteinas alimenticias para alterar a
carga liquida, a hidrofobicidade e a estrutura, modificando assim a funcionalidade das
proteinas (1); no caso da modifica¢do da hidrofobicidade, existem varios métodos, € o que se
denomina em forma geral como lipofilizacdo. O aumento da hidrofobicidade ¢ induzido por
ligagdo de compostos hidrofobicos, com a finalidade de aumentar a afinidade das proteinas
por moléculas relativamente apolares ou anfifilicas (2).

Dentre os métodos ja avaliados para ligar grupos hidrofébicos ¢ mudar a hidrofobicidade das
proteinas estdo incluidos: ligagcdo de acidos graxos, alquilagdo redutora, reagdes enzimaticas
ou quimicas para ligar aminodcidos hidrofobicos, tratamento com surfactantes, modificacao
alcoolica e desaminagdo do glaten (1; 3). Em este como em outros estudos (3; 4), acidos
graxos sdo utilizados como ligantes, cuja vantagem ¢ que estes existem naturalmente nos

alimentos e no corpo humano (3). A lipofilizacao ¢ um tipo de acilagcdo onde reagem cloretos
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de acidos graxos com os grupos amina livre em meio alcalino, resultando na inclusdo ou
enlagamento de acidos graxos na molécula protéica. A reagdo chamada de “rea¢do Schotten-
Baumann” ¢:

P-NH; + R-CO-Cl + NaOH

2
P-NH-CO-R + NaCl + H,0
(5).

Os grupos e-amino dos residuos de lisina sdo os que reagem predominantemente (2; 3; 4),
todavia, outros grupos livres como hidroxilos, tiol (2; 5) e sulfidrilo (6) de outros aminoacidos
podem reagir também.
O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a lipofilizagdo de proteinas de farinha desengordurada
de amendoim em trés razdes de proteinas:cloreto de acido palmitico e o seu efeito nas

propriedades espumantes destas proteinas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material
Farinha desengordurada de amendoim (FDA) (Arachis hypogaea Lineau), doada por Nutrin
Corporation (Nutritional Ingredients). Foi empregado um mesmo lote para todo o
experimento. Cloreto de acido palmitico: Nippon Fine Chemicals Co. Ltda, Osaka. Reagentes
qualidade P.A.
2.2- Métodos
2.2.1- Lipofilizacao
A Lipofiliza¢ao da FDA foi feita pela metodologia apresentada por ROUSSEL-PHILIPPE et
al. (5), da seguinte forma: foi preparada uma solu¢do aquosa com a FDA em uma relagdo

farinha: agua de 1:7,5, ajustado o pH a 9,0 com solugdo NaOH 6N e mantida sob agitagao
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durante 15 minutos. Foi adicionado o cloreto de acido palmitico gota a gota, mantendo o pH a
9,0 e sob agitacao constante. As razdes de proteina da FDA: cloreto de acido palmitico
utilizadas foram p/p 1:0,5 (L1:0,5); 1:1 (L1:1) e 1:2 (L1:2), independendo do teor de lisina e
outros grupos reativos da proteina. Foram feitas trés lavagens, para retirar os acidos graxos
livres ou em forma de sabdo e o NaCl formado na reagdo, com adi¢do de agua destilada
ajustada no pHi (4,0), agitacdo e posterior centrifugacdo a 10000 rpm por 25 minutos. Os
precipitados obtidos foram secados e posteriormente moidos com um triturador Knifec 1095

Sample Mill Foss Tecator (refrigerado com agua circulante).

2.2.2 Porcentagem de acidos graxos totais, covalentes e idnicos.

A quantidade de acidos graxos ligados de forma covalente a proteina foi calculada seguindo a
metodologia de ROUSSEL (7), pela diferenga entre a quantidade de 4acidos graxos totais e
aqueles acidos graxos ligados de forma ionica a proteina, determinados de acordo com os

métodos descritos pela AOAC (8).

Célculo da taxa de incorporacdo de acidos graxos covalentes: Ac.Graxos ligados

Covalentemente = Ac. Graxos Totais — Ac. Graxos i6nicos.

2.2.3 - Acidos graxos incorporados a Lisina

Foram calculados os micromoles de lisina ¢ os micromoles de acidos graxos ligados
covalentemente (AGC) por grama de proteina seguindo a metodologia de ROUSSEL (7).
umoles de AGC/gr de proteina = gr de AGC por gr de proteina / PM do cloreto de acido
palmitico * 1000000

umoles de Lys/gr de proteina = gr de Lys por gr de proteina / PM da Lys * 1000000
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2.2.4 - Rendimento da matéria seca (RMS)

O rendimento da matéria seca foi calculado para cada razdo de proteina da FDA : cloreto de
acido palmitico 1:0,5 (L1:0,5), 1:1 (L1:1) e 1:2 (L1:2) da seguinte forma seguindo a
metodologia de ROUSSEL (7):

RMS = (peso da Matéria seca do Lipofilizado obtido (g) * 100) / (quantidade utilizada de

Farinha (g) + quantidade utilizada dos Cloretos de 4cido palmitico (g))

2.2.5 - Rendimento protéico (RP)

O rendimento protéico foi calculado segundo a metodologia de ROUSSEL-PHILIPPE et al.
(5) para cada razao de proteina da FDA: cloreto de acido palmitico 1:0,5 (L.1:0,5), 1:1 (L1:1)
e 1:2 (L1:2) através da determinacdo do teor de proteinas (8).

RP = Teor de proteinas do lipofilizado final *100 / teor de proteinas da FDA

2.3 Avaliacao das propriedades espumantes a pH 7,0.

A atividade espumante (AEs) foi determinada segundo o método descrito por PUSKI (9) e
KARIBULLAH e WILLS (10). Suspensoes de 1% de proteinas foram ajustadas a pH 7 com
uma solu¢ao de NaOH 1IN e agitadas com um mixer manual Frattina (Eletro Power) a 10000
rpm durante 60 segundos em temperatura ambiente. Foi determinada entdo a Atividade
espumante segundo a formula utilizada por HAQUE e KITO (4) como segue:

AEs = (volume total ap6s agitagdo + volume da espuma / volume inicial —1) *100

Para a determinacdo das estabilidades espumantes ao tempo de 30 e 120 minutos (EEs30’ e
EEs120’) foi utilizado o método descrito por PUSKI (1975) e KARIBULLAH e WILLS (10),
seguindo o mesmo procedimento feito para determinar a atividade espumante, sendo que as

medigdes foram feitas apds 30 e 120 minutos de repouso, para a EEs30’ e EEs120’
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respectivamente. Os calculos foram feitos segundo a formula utilizada por HAQUE e KITO
(4) como segue:

EEs = 100 * volume da espuma ap6s 30 ¢ 120 minutos / volume inicial da espuma

2.4 Analise estatistica dos resultados
O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeti¢des, utilizando o programa "STATISTICA 6.0" (1998), por aplicacdo de analise de

variancia e teste de Tukey, com nivel de significancia 5% (p = 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Incorporacio de acidos graxos a proteina.

Os resultados apresentados na Tabela 1 representam o teor de acidos graxos totais, i0nicos e
covalentes. Com o aumento da relacdo proteina:cloreto de 4cido palmitico, os 4acidos graxos
ligados covalente e iOnicamente aumentaram quase duplicando do L1:0,5 para o L1:1, porém,
do L1:1 para o L1:2 o aumento ndo foi da mesma magnitude devido a menor quantidade de

grupos livres de aminoéacidos disponiveis para a reagao.

TABELA 1. Porcentagem de acidos graxos totais (AGT), idnicos (AGI) e covalentes (AGC)
dos lipofilizados da FDA

Amostra AGT% AGI% AGC%
L1:0,5 15,7 11,23 4,47
L1:1 30,98 22,35 8,63
L1:2 33,78 24,05 9,73

Os micromoles de acidos graxos covalentes das razdes L1:1 e L1:2 excederam, em 1,66 ¢
1,87 vezes respectivamente, os micromoles de lisina presentes nas proteinas da FDA (Tabela
2), portanto, a lisina ndo ¢ o Unico aminoacido que pode ligar acidos graxos no seu grupo

amino, outros grupos livres devem ter reagido, como hidroxilos, tioester e sulfidrilo. Dados
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similares foram encontrados por outros pesquisadores; HAQUE e KITO (4) observaram que
os grupos g-amino da lisina sdo os que reagem predominantemente, mas que a ligacao
também ocorre com a tirosina e possivelmente com a treonina; ROUSSEL-PHILIPPE et al.
(5) também deduziram que outros aminoacidos reagem além da lisina, sendo que o niimero de
micromoles de acidos graxos covalentes foi de 2 a 3 vezes maior que o nimero de
micromoles de lisina de proteinas de isolado protéico de soja e de glitem de trigo. Eles
observaram que s6 de 70 a 95% dos grupos amino de lisina reagiam segundo o grau de

incorporacao de acidos graxos.

TABELA 2. Acidos graxos incorporados covalentemente a proteina.

AGC*/ AGC (umol) pmoles de

grde / grde Lys/ grde

Amostra proteina  proteina**  proteina®**
L1:0,5 0,0447 162,62 189,137
L1:1 0,0863 313,96 189,137
L1:2 0,0973 353,98 189,137

* Acidos graxos covalentes
** Peso molecular do Cloreto de acido palmitico = 274,87.
**% Lys: 2,765 gr/100 gr de FDA. Peso molecular da Lys = 146,19.

3.2 Rendimento da Lipofilizacao

3.2.1 Rendimento da matéria seca

O rendimento da matéria seca em relagdo a massa total utilizada na lipofilizagdo da FDA
(Tabela 3) foi muito similar para os trés lipofilizados, sendo maior para o L1:1 (80,46%).
Resultados similares foram encontrados por HAQUE et al. (11), quando a glicinina de soja de
menor grau de incorporacdo de acidos graxos apresentou um rendimento de 77%, porém, a

glicinina com maior grau de incorporagdo s6 rendeu em 54%.
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TABELA 3. Rendimento da matéria seca em relagdo a massa total da lipofilizagao de FDA.

Matéria
Amostra Massa Total* Seca** Rendimento %
L1:0,5 165 127 76,97
L1:1 215 173 80,46
L1:2 270 210 77,77

* Soma das gramas de FDA e cloreto de acido palmitico utilizado para cada razio de

lipofilizagdo

** Gramas de matéria seca obtidas apoés a lipofilizagao
3.2.3 Rendimento protéico da lipofilizacao
O rendimento protéico diminuiu assim que aumentou o grau de incorporagao de acidos graxos
(Tabela 4). Na pesquisa feita por ROUSSEL-PHILIPPE et al. (5), o rendimento protéico foi
de 93 a 97%. No caso da FDA, o maior rendimento foi para o L.1:0,5 (92,44%). Sendo que as
lavagens foram feitas no pHi durante a lipofilizagdo, a perda real de proteinas ¢ minima, mas

no produto final lipofilizado a porcentagem de proteinas ¢ menor dado o aumento do teor de

acidos graxos.

TABELA 4. Rendimento protéico da lipofilizacdo de FDA.

Rendimento
Amostra Proteinas (%)*  protéico %
FDA 48,3 -
L1:0,5 44,65 92,44
L1:1 34,36 71,13
L1:2 28,07 58,11

* Fator de conversdo do nitrogénio das proteinas de amendoim = 5,46 (12; 13).

3.3 Propriedades Espumantes a pH7

A pesar de que as atividades espumantes dos trés lipofilizados foram significativamente
menores que a da FDA (Figura 1), as estabilidades espumantes a 30 e 120 minutos dos
lipofilizados L1:1 e L1:2 mostraram um aumento muito significativo em comparacdo com a
FDA, sendo que no lipofilizado L1:0,5 também aumentaram. Resultados similares foram

encontrados por HAQUE e KITO (4) quando a estabilidade espumante a 30 minutos foi
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excelente para a agj-caseina mais incorporada com acidos graxos. No caso das proteinas de
FDA, a estabilidade espumante ndo chega a 40%, superando os 90% no L1:1 e chegando a
100% no caso do L1:2.

E provavel que a incorporagdo de 4cidos graxos tenha sido excessiva para aumentar a
atividade espumante, efeito que foi observado por AKITA e NAKAI (3), quando um pequeno
aumento na capacidade espumante ocorreu nas proteinas modificadas com uma incorporagao
baixa e média de 4cidos graxos, sendo que a proteina de incorporacdo alta deu uma
capacidade espumante muito pobre.

O aumento ocorrido nas estabilidades espumantes dos lipofilizados pode ter ocorrido pela
conjuncdo de dois fatores que favorecem o aumento desta propriedade: a desnaturagdo
protéica e o aumento da hidrofobicidade. A desnaturacdo protéica d4 uma maior estabilidade a
espuma por formar uma estrutura mais coesiva no redor das células de ar, acentuando também
as interagdes proteina-proteina, sendo este um fator ndo sé necessario para a estabilidade
protéica (14), sendo o que mais contribui para aumenta-la (15). Por outro lado, ao aumentar a
hidrofobicidade, diminui a tensdo interfacial das espumas, favorecendo a estabilidade das
mesmas, devido a que a regido hidrofobica das proteinas aumenta a resisténcia a migracao

para a fase aquosa (1; 4; 16).
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FIGURA 1. Propriedades espumantes da FDA e seus lipofilizados L1:0,5, L1:1 e L1:2,a
pH7.

AES (atividade espumante) EES30- ¢ EES120- (estabilidades espumantes ao tempo de 30 e
120 minutos respectivamente). Colunas da mesma propriedade acompanhadas pela mesma
letra, nao apresentam diferengas significativas (n = 5; p = 0,05).

4. CONCLUSAO

Foi comprovado que pode ser feita a lipofilizagao de proteinas de farinha desengordurada de
amendoim. A ligacdo de 4cidos graxos ndo ocorre somente nos grupos amino de lisina, mas
também em outros grupos livres dos aminodcidos desta proteina. O rendimento da matéria
seca da lipofilizagdo foi similar para os trés lipofilizados (L1:0,5, L1:1 e L1:2). O rendimento
protéico diminuiu com o aumento do grau de incorporacdo de acidos graxos. A ligacdo de
acidos graxos covalentes no L1:1 dobrou ao L1:0,5, ndo acontecendo o mesmo do L1:2 para o

L1:1, devido a saturagdo dos grupos livres para ligagao de acidos graxos.
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A atividade espumante diminuiu significativamente nos trés lipofilizados de FDA, sem
diferengas significativas entre eles. As estabilidades espumantes (30 ¢ 120 minutos)
aumentaram significativamente nos lipofilizados mais incorporados com acidos graxos (1:1 e
1:2), no lipofilizado menos incorporado com acidos gracos (1:0,5) este aumento nao foi

estatisticamente significativo.
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3.3 ARTIGON®3
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Efeito da lipofilizacido de proteinas de farinha desengordurada de
amendoim (Arachis hypogaea Lineau) sobre as propriedades emulsificantes

e capacidades de retencio de agua e 6leo

Julieta Clarisa FERREYRA, Maria LAMUS UVAROVA, Daniel BARRERA ARELLANO,

Roseane FETT.

ABSTRACT
Efect of Lipophilization of peanut (Arachis hypogaea Lineau) defatted flour proteins on
its emulsifying properties and water and oil binding capacities. Peanut (4rachis hypogaea
Lineau) totally deffated flour protein was lipophilized with palmitic acid chloride in three
ratios of protein:chloride of palmitic acid (1:0,5; 1:1; 1:2). Emulsifying properties and oil and
water binding capacities of the flour with and withou lipophilization were evaluated at pH 7.
The properties’s modifications in lipophilizated flours were: a significantly increased in water
binding capacity on the three lipophilizated flours, a significantly increased in oil binding
capacity on the lipophilizated flour of more ratio (1:1 and 1:2) with a not significant increased
for the smollest ratio (1:0,5). Emulsifying capacities of all lipophilizated flours and
emulsifying stabilities of lipophlilizated of more ratio (1:1 and 1:2) significantly decreased.
Protein solubility significantly decreased at pH of 4,0 and 7,0, what could have desnaturated
proteins fo lipophilizated flour with more ratio, influying other evaluated properties. It was

demostrated tha lipophilization of defatted peanut flour changes protein’s functionality.

Keywords: emulsifying properties, fatty acid chloride, lipophilization, oil binding capacity,

peanut, water binding capacity.
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RESUMO
Foram lipofilizadas proteinas de farinha desengordurada de amendoim (Arachis hypogaea
Lineau) com cloreto de acido palmitico, em trés razdes de proteina:cloreto de acido palmitico
(1:0,5; 1:1 e 1:2). Foram determinadas as propriedades emulsificantes e capacidade de
retencdo de agua e oleo da farinha e seus trés lipofilizados a pH 7. As modificagdes nestas
propriedades funcionais dos lipofilizados foram: um aumento significativo nas capacidades de
retencdo de dgua para os trés lipofilizados, um aumento da capacidade de retengdo de 6leo dos
lipofilizados de maior razdo (1:1 e 1:2) com um aumento nao estatisticamente significativo na
menor razdo (1:0,5). Houve uma diminuicdo na capacidade emulsificante de todos os
lipofilizados e na estabilidade emulsificante ao tempo (30 e 120 minutos) nos lipofilizados de
maior razao (1:1 e 1:2). A solubilidade das proteinas diminuiu significativamente em todos os
lipofilizados aos valores de pH neutro e isoelétrico, o que pode ter desnaturado as proteinas
dos lipofilizados com maior incorporacdo de acidos graxos, influenciando no resto das
propriedades avaliadas. Ficou demonstrado que a lipofilizacdo da farinha desengordurada de

amendoim modifica a funcionalidade das proteinas.

Palavras-chave: amendoim, capacidade de retengdo de dgua, capacidade de retengdo de oleo,

cloreto de acido graxo, lipofilizagao, propriedades emulsificantes.

1. INTRODUCAO

A producdo de proteinas modificadas esta centrada principalmente em fornecer novos
ingredientes a industria de alimentos, que permitam melhorar as caracteristicas organolépticas

e/ou as condicdes de sua utilizacdo (Roussel-Philippe et al., 2000).

A maior propor¢do do amendoim produzido ¢ destinada a extragdo do 6leo. A torta de

amendoim, produto resultante da extragdo do 6leo, ¢ considerada como uma fonte potencial
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de proteinas, de alto valor bioldgico para a alimentagdo humana. Concentrados, isolados
protéicos e farinhas de amendoim estdo sendo utilizados para fortificar alimentos (Campos

Lasca, 2001).

As propriedades funcionais podem ser modificadas através da lipofilizagdo, como foi
comprovado em varios estudos com diversas matérias primas, onde as propriedades
emulsificantes e/ou espumantes foram aumentadas: com proteinas de soja, Aoki et al. (1981);
com proteinas glicininas de soja, Haque et al. (1982); com asl-caseina do leite, Haque e Kito
(1983a, 1983b e 1984); com B-lactoglobulina do leite, Akita e Nakai (1990a); com proteinas
de soja e de glutem de trigo (Roussel-Philippe et al.; 2000); entre outros.

O termo lipofilizagdo se refere ao fendmeno geral onde a hidrofobicidade da molécula de
proteina aumenta por modificagdo quimica (Aoki et al., 1981), induzida por ligacdo de
compostos hidréfobos com a finalidade de aumentar a afinidade das proteinas por moléculas

relativamente apolares ou anfifilicas (Kito, 1987).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar as mudangas causadas por lipofilizacio com acidos
graxos nas propriedades emulsificantes e de retencdo de dgua e dleo das proteinas de farinha

desengordurada de amendoim.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Farinha desengordurada de amendoim (FDA) (Arachis hypogaea Lineau), doada por Nutrin
Corporation (Nutritional Ingredients). Foi empregado um mesmo lote para todo o
experimento. Cloreto de acido palmitico: Nippon Fine Chemicals Co. Ltda, Osaka. Reagentes

qualidade P.A.
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2.2 Lipofilizacao

A lipofilizacdo da FDA foi realizada utilizando-se a metodologia apresentada por Roussel-
Philippe et al. (2000), da seguinte forma: foi preparada uma solucdo aquosa com a FDA em
uma relacdo farinha: 4gua de 1: 7,5, ajustado o pH a 9,0 com solugdo NaOH 6N e mantida sob
agitacdo durante 15 minutos. Foi adicionado o cloreto de &acido palmitico gota a gota,
mantendo o pH a 9,0 e sob agitagdo constante. As razdes de proteina da FDA: cloreto de acido
palmitico utilizadas foram p/p 1:0,5; 1:1 e 1:2, independendo do teor de lisina e outros grupos
reativos da proteina. Foram feitas trés lavagens, para retirar os acidos graxos livres ou em
forma de sabdo ¢ o NaCl formado na reagdo, com adi¢do de adgua destilada ajustada no pHi
(4,0), agitagdo e posterior centrifugacdao a 10000 rpm por 25 minutos. Os precipitados obtidos
foram entdo secados e posteriormente moidos com um triturador Knifec 1095 Sample Mill

Foss Tecator (refrigerado com agua circulante).

2.3 Avaliacao de propiedades funcionais

2.3.1 Solubilidade protéica (S%) a pH 4,0 e 7,0

A solubilidade foi determinada de acordo com o método de Saeed e Cheryan (1988): solugdes
de 4% de proteina foram ajustadas aos valores de pH de 4,0 ¢ 7,0 com solu¢des de NaOH ou
de HCI, agitadas durante 30 minutos e centrifugadas a 2500 rpm durante meia hora. O
nitrogénio do sobrenadante foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995). A
porcentagem de proteina soluvel foi dada pela equagao:

S (%) = 100 * teor de proteina do sobrenadante (g) / teor de proteina da amostra inicial (g)

A analise foi feita em triplicata para cada amostra em cada pH.
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2.3.2 Capacidade Emulsificante (CE) a pH 7,0

A capacidade emulsificante foi medida segundo o método de Beuchat (1977) modificado.
Solugdes de 1% de proteinas, ajustadas a pH 7,0 com uma solugdo NaOH IN, foram agitadas
com um agitador Ultraturrax (IKA-WERK) a 15000 rpm. Apo6s 10 segundos de agitacao,
adicionou-se, a velocidade constante, 6leo de soja comercial. O ponto de inversao de fase foi
registrado através de um aumento na resisténcia elétrica da emulsdo, utilizando-se um
amperimetro Goldstar DM 6335, considerando que quando a resisténcia chega ao infinito
ocorre a inversdo de uma emulsdo de 6leo em agua para uma emulsdo de agua em o6leo
(Idouraine et al., 1991). A capacidade emulsificante foi calculada como a quantidade de 6leo

emulsificada por grama de proteina.

2.3.3 Atividade Emulsificante (AEm) a pH 7,0

Foi utilizado o método de Yasumatsu et al. (1972) adaptado: solugdes de 7 g de amostra e 100
mL de 4dgua destilada foram ajustadas a pH 7,0 com uma solugdo de NaOH IN e agitadas por
10 segundos utilizando um mixer manual Frattina (Eletro Power) a 15000 rpm. Foram
emulsificadas com 100 mL de 6leo de soja comercial durante 120 segundos. As emulsdes
foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos. A atividade emulsificante foi calculada como
segue:

AFEm = Volume final da emulsdo * 100 / Volume inicial da emulsio

2.3.4 Estabilidade Emulsificante ao calor (EEmcalor) a pH 7,0

A estabilidade emulsificante ao calor, foi determinada segundo método de Yasumatsu et al.
(1972) adaptado: foram formadas as mesmas emulsdes feitas para determinar a atividade
emulsificante. Antes da centrifugacdo foram aquecidas a 80°C por 30 minutos, foram entio

resfriadas em agua, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Depois as emulsdes foram
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centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos. A estabilidade emulsificante foi calculada como
segue:

EEmcalor = Volume final da emulsdo * 100 / volume inicial da emulsao

2.3.5 Estabilidade Emulsificante ao tempo de 30 ¢ 120 minutos (EEm30’ ¢ EEm120°) a
pH 7,0

A mesma emulsdo foi preparada para determinar a estabilidade emulsificante ao tempo, sendo
que as medi¢des foram feitas ap6s 30 e 120 minutos de repouso, para a EEm30’ ¢ EEm120°
respectivamente. Os calculos foram feitos segundo a formula utilizada por Haque e Kito

(1983b), como segue:

EEm = 100 * volume da emulsdo apds 30 ou 120 minutos / volume da emulsio inicial

2.3.8 Capacidade de retencio de agua (CRA) e é6leo (CRO) a pH 7,0

Foi utilizado o método de Karibullah e Wills, (1982) adaptado como segue: quantidades de
agua ou 6leo de soja comercial (40 mL) com a amostra de proteinas (4 g), foram agitadas
durante 1 minuto, a 10000 rpm com um mixer manual Frattina (Eletro Power), deixando-as
em repouso durante meia hora, centrifugado-as a 2000 rpm durante 30 minutos. A diminui¢do
do volume do liquido livre indica a quantidade do liquido retido pela proteina, que é expressa

como mL de liquido retido por grama de proteina.

2.4 Anailise estatistica dos resultados
O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeti¢des, utilizando o programa "STATISTICA 6.0" (1998), por aplicagdo de andlise de

variancia e teste de Tukey, com nivel de significancia 5% (p = 0,05).
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3.2 Capacidade Emulsificante a pH 7

Houve uma diminui¢do significativa na capacidade emulsificante (Figura 2) das proteinas de
todos os lipofilizados, porém, quanto maior a lipofilizacgdo maior foi a capacidade
emulsificante, sendo que a diminui¢do para os L1:0,5 e L1:1 foi significativamente maior que
a do lipofilizado L1:2.

Em uma pesquisa feita por Beuchat (1977) com proteinas de amendoim succiniladas, sendo
este outro tipo de modificagdo de proteinas que consiste na acilagdo das proteinas com um
anidrido succinico, ocorreu uma diminuicdo da capacidade emulsificante, sendo explicada
como um efeito da presenca de cargas iOnicas € compostos ndo protéicos, que podem
influenciar negativamente as propriedades emulsificantes.

Keshavarz e Nakai (1979) observaram que quanto mais hidrofobica fosse a proteina, maior
seria a depressdo na tensdo interfacial; isto explicaria porque no LI1:2 a capacidade
emulsificante ¢ maior em compara¢do com os outros dois lipofilizados, pois a hidrofobicidade

¢ maior também, dado o maior nimero de acidos graxos ligados.






66

L1:1 e L1:2 estas diminuigdes acontecem conjuntamente a uma diminui¢do no teor de

proteinas (Tabela I).

TABELA 1. Teor protéico da FDA e seus lipofilizados

Amostra Proteinas (%)*
FDA 48,3
L1:0,5 44,65
L1:1 34,36
L1:2 28,07

* Determinacao por método de Kjeldahl (AOAC, 1995), fator de conversao do nitrogénio das proteinas de
amendoim = 5,46 (Rhee et al, 1973 apud Jones, 1931; McWatters et al., 1976).

No lipofilizados L1:1 sé diminuiu estatisticamente a estabilidade emulsificante a 120 minutos.
O aumento na atividade emulsificante, mesmo sendo nao significativo, foi o maior dos trés
lipofilizados. Haque et al. (1982) também observaram um leve aumento das atividades
emulsificantes em glicinina de soja lipofilizada.

Quanto a estabilidade emulsificante a 120 minutos dos L1:1 e L1:2, houve uma diminui¢ao
significativa quando comparados com a FDA e o L1:0,5, sendo que em estes dois
lipofilizados, a estabilidade emulsificante ao calor mostrou uma diminui¢do nao
estatisticamente significativa. Observagdes similares foram feitas por Akita ¢ Nakai (1990a)
com B-lactoglobulina do leite, quando a estabilidade emulsificante diminuiu nas proteinas
mais incorporadas com acidos graxos.

Considerando a extrema diminui¢do na solubilidade das proteinas ¢ provavel que tenha
acontecido uma desnaturagdo protéica no L1:2, onde houve uma diminui¢do significativa
tanto da estabilidade emulsificante a 30 minutos quanto a 120 minutos; sendo assim
confirmada a explicacdo dada por Aoki et al. (1981) de que uma desnaturacdo excessiva das

proteinas pode resultar numa diminuig@o da estabilidade emulsificante.
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FIGURA 3. Atividade e estabilidades emulsificantes da FDA e seus lipofilizados L1:0,5,
L1:1eLl1:2,apH7.

AEM (atividade emulsificante); EEM30- e EEM120- (estabilidade emulsificantes ao tempo
de 30 e 120 minutos respectivamente); EEMCAL (estabilidade emulsificante ao calor).
Colunas da mesma propriedade, acompanhadas pela mesma letra, ndo apresentam diferengas
significativas (n = 5; p = 0,05).

3.5 Capacidades de Retencéo de Agua e Oleo (pH7)

A capacidade de retencao de 4gua aumentou significativamente nos trés lipofilizados de FDA
(Figura 5), havendo correlacdo entre o aumento da capacidade de retengdo de agua e o
aumento da incorporagdo de acidos graxos a proteina, com diferencas estatisticamente
significativas em todas as amostras. O aumento na capacidade de retengdo de 6leo também
aconteceu nas amostras L1:1 e L1:2, ndo sendo estatisticamente significativo para a amostra
L1:0,5.

Observacoes similares foram feitas por Beuchat (1977) com proteinas de amendoim
succiniladas. Ele observou que assim que aumentava o nivel de succinilagdio aumentava a

capacidade de retencdo de 4agua, e explicou este fendmeno como conseqiiéncia das

modificagdes fisicas e quimicas ocorridas nas proteinas succiniladas, onde o desdobramento
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4, CONCLUSAO

A lipofilizagdo provocou mudancas na funcionalidade das proteinas de farinha
desengordurada de amendoim. A solubilidade diminuiu com a incorporagdo dos acidos graxos
aos valores de pH neutro (7,0) e isoelétrico (4,0), diminuindo mais quanto maior a
incorporagdo de acidos graxos. A diminuicdo na solubilidade se deve ao aumento das
interagdes hidrofobicas que provocou uma desnaturacdo protéica nos lipofilizados mais
incorporados com acidos graxos. Houve modificacdes nas propriedades funcionais avaliadas:
a capacidade emulsificante diminuiu significativamente nos trés lipofilizados de FDA (1:0,5;
1:1 e 1:2); a estabilidade emulsificante ao tempo (30 e 120 minutos) diminuiu
significativamente nos lipofilizados de maior razdo (1:1 e 1:2); a atividade emulsificante e
estabilidade emulsificante ao calor (80°C) ndo apresentaram mudancas significativas; a
capacidade de retengdo de 4gua aumentou significativamente nos trés lipofilizados, com
maior aumento quanto maior a razdo de lipofilizacdo; a capacidade de retencdo de oleo
aumentou signficativamente nos lipofilizados de maior razdo (1:1 e 1:2), com diferencas

significativas entre eles.
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4, CONCLUSOES E SUGESTOES

Conclusoes:

e O pHi das proteinas da FDA se encontra no pH de 4,0, sendo a regido isoelétrica entre

os valores de pH de 3,0 e 5,0.

e O alto teor de aminoacidos 4cidos da FDA pode influenciar no pHi desta proteina.

Propriedades Emulsificantes das proteinas da FDA:

e A atividade emulsificante diminui na regido isoelétrica.

e A estabilidade emulsificante ao tempo diminui em toda a regido isoelétrica.

e A estabilidade emulsificante ao calor (80°C) diminui no pHi.

e As correlagdes destas propriedades com a solubilidade sdo significativas.

Propriedades Espumantes das proteinas da FDA:

A atividade espumante diminui numa regido maior a isoelétrica, com um aumento ndo

significativo ao pH 5,0; aumentando aos extremos das curvas.

e A estabilidades espumantes (30 e 120 minutos) apresentam variacdes pouco

pronunciadas nos diferentes valores de pH.

e A solubilidade protéica apresenta uma boa correlagdo com a atividade espumante, nao

acontecendo o mesmo com as estabilidades espumantes.

e Foram observadas correlacdes significativas nas propriedades emulsificantes entre si e
espumantes entre si, mas nao existe tal correlagdo entre propriedades emulsificantes e

espumantes.

Lipofilizacao da FDA:
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Fica comprovado que pode ser feita a lipofilizacao de proteinas de farinha

desengordurada de amendoim.

A ligacdo de acidos graxos ndo ocorre somente nos grupos amino de lisina, mas

também em outros grupos livres dos aminoacidos desta proteina.

O rendimento da matéria seca da lipofilizagao € similar para os trés lipofilizados

(L1:0,5,L1:1 e L1:2).

O rendimento protéico diminuiu com o aumento do grau de incorporagdo de acidos

graxos.

A ligagao de acidos graxos covalentes no L1:1 dobra ao L1:0,5, ndo acontecendo o
mesmo do L1:2 para o L1:1, devido a saturacao dos grupos livres para ligagao de

acidos graxos.

Efeito da Lipofilizagdo sobre a solubilidade protéica:

A solubilidade diminui com a incorpora¢do dos acidos graxos aos valores de pH
neutro (7,0) e isoelétrico (4,0), diminuindo mais quanto maior a incorporagdo de

acidos graxos.

A diminui¢ao na solubilidade se deve ao aumento das interagdes hidrofobicas que
provoca uma desnaturagdo protéica nos lipofilizados mais incorporados com acidos

graxos.

Efeito da Lipofilizagdo sobre as propriedades espumantes:

A atividade espumante diminui significativamente nos trés lipofilizados de FDA, sem

diferencas significativas entre eles.

As estabilidades espumantes (30 e 120 minutos) aumentam significativamente nos

lipofilizados mais incorporados com acidos graxos (1:1 e 1:2), no lipofilizado menos
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incorporado com acidos graxos (1:0,5) este aumento nao ¢ estatisticamente

significativo.
Efeito da Lipofilizagdo sobre as proprieades emulsificantes:

e A capacidade emulsificante diminui significativamente nos trés lipofilizados de FDA
(1:0,5; 1:1 e 1:2).

e A estabilidade emulsificante ao tempo (30 e 120 minutos) diminui significativamente
nos lipofilizados de maior razao (1:1 e 1:2).

e A atividade emulsificante e estabilidade emulsificante ao calor (80°C) ndo apresentam
mudangcas significativas.

Efeito da Lipofiizacdo sobre as capacidades de retencdo de agua e 6leo:

e A capacidade de retencdo de 4gua aumenta significativamente nos trés lipofilizados,
com maior aumento quanto maior a razao de lipofilizagao.

e A capacidade de retencdo de 6leo aumenta significativamente nos lipofilizados de

maior razdo (1:1 e 1:2), com diferencas significativas entre eles.

Sugestoes:

Avaliar a incorporagdo de um lipofilizado em um produto e seu efeito nas propriedades do

mesmo.
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