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RESUMO

O grdo de amaranto, espécie pertencente a classe das Dicotiledéneas,
familia das Amaranthaceae, possui caracteristicas morfologicas e nutricionais
comuns aos cereais e leguminosas, sendo considerado como “pseudo-cereal”.
A planta é oriunda das regides andinas, e é utilizada em outros paises da
América, como o México e os Estados Unidos. No Brasil, esta cultura estd
sendo introduzida apds processo de adaptacdo em solo e clima do Cerrado
brasileiro pela EMBRAPA (Unidade Cerrados - DF). A fim de estudar as suas
caracteristicas composicionais e possiveis alteracbes com o processamento,
esta pesquisa pretendeu investigar o comportamento fisico-quimico das
proteinas do grdo (Amaranthus cruentus variedade Japdnica) durante o
processo de extragdo das mesmas, visando a sua maxima extratabilidade.
Foram produzidas trés farinhas, as quais foram denominadas: farinha-base
(FB), farinha desengordurada (FD) e farinha hidrolisada com a-amilase (FH).
As farinhas serviram como matéria-prima para a extracdo da fracdo protéica
em meio aquoso (solubilizagdao em pH8 e precipitagdao em pH4,25). A partir de
cada uma das farinhas, foi gerado um concentrado protéico (CP): concentrado
protéico da farinha-base (CPFB), e os correspondentes CPFD e CPFH. As
farinhas e concentrados foram submetidos a analise de composicdo centesimal,
cor e perfil de solubilidade protéica em agua e solugdo de 0,1M NaCl, de acidos
graxos, aminoacidos e eletroforese. Os resultados mostraram que a hidrdlise
amilacea resultou numa farinha com o maior teor protéico (~30%) porém, com
alteracdo negativa da coloragdo. Dentre os concentrados, o CPFD foi 0 que se
apresentou com maior teor protéico (~80%) e também maior recuperagdo
protéica (~47%), porém, foram a FB e seu respectivo concentrado os que
apresentaram maior solubilidade protéica, independente dos pHs e solventes
utilizados. Em relagdo ao perfil de acidos graxos, todas as farinhas e
concentrados foram semelhantes, com o predominio (~60%) de acido oléico e
linoléico. Quanto ao perfil aminoacidico, todas as farinhas e concentrados
demonstraram possuir alto teor de sulfurados, enquanto a leucina foi o 1°
aminoacido limitante em FB, FD, CPFB, CPFD e CPFH, e lisina em FH. De
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acordo com o perfil eletroforético das proteinas, as FD e FH apresentaram
maior numero de bandas identificdveis. Dos resultados obtidos, pode-se
concluir que, independente do processo utilizado, desengorduramento ou
hidrélise dos amidos, n&@o € possivel se produzir isolados protéicos (proteina >
90%) por precipitagdo isoelétrica simples da farinha do grdo de amaranto. Isto
sugere que embora exista uma interagdo proteina-gordura, a interacdo
proteina-amido parece ser mais forte que a primeira. Contudo, o concentrado
extraido da farinha desengordurada possui excelente composicdo nutricional,
como alto teor protéico e bom perfil aminoacidico, além de alta solubilidade
protéica e auséncia do atributo negativo na cor. Posteriores pesquisas poderdo
apontar aplicagbes para o concentrado poderiam ser apontadas para a

formulagao de alimentos para uso geral e/ou para fins especiais.

Palavras chaves: amaranto, concentrado protéico, perfil de solubilidade,

perfil eletroforético



ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARCTERIZATION OF GRAIN AMARANTH (Amaranthus
cruentus) FLOURS AND PROTEIN CONCENTRATES

Grain amaranth is a minute dicotyledonous seed from a plant that belongs to
the Amaranthaceae family and is considered a ‘pseudo-cereal’ because it bears
morphological and nutritional characteristics shared by both cereal and
leguminous seeds. The grain it is said to have been first described in the high
Andes, although it is known in Mexico and the United States. Following an
agronomic adaptation program, Embrapa-Cerrados has been responsible for
the introduction of this crop in Brazil. The objectives of this work were to study
some compositional and physicochemical characteristics of the proteins of
Brazilian amaranth (Amaranthus cruentus variedade Japdnica) and their
possible alteration due to the protein isolation. Three flours were obtained and
denominated as basic flour (FB), defatted basic flour (FD) and FB from which
the starch was removed with a-amylase (FH). The corresponding protein
concentrates (CPFB, CPFD, CPFH) were also obtained by dissolution of the
protein in aqueous pH8 and precipitation at pH4.25. Both flours and
concentrates had their solubility profiles determined in both water and 0.1M
NaCl solution and were characterized in terms of proximal, amino acid and
fatty acid composition. The color parameters were also determined. Among the
concentrates, the CPFD exhibited the highest protein content (~80%) and
protein yield (~47%). Nevertheless, the highest amounts of soluble protein
were observed from FB and CPFB, regardless of the solvent. With regard to the
fatty acids, both flours and concentrates had similar compositions, showing the
predominance of oleic and linoleic acids (~60%), independent of fat removal.
In terms of amino acids, all of the products showed to contain high levels of
both methionine and cysteine, while leucine was the first limiting in all, except
for FH, which was limiting in lysine. The protein elecrophoretic profiles of FB
and FH revealed a greater number of identifiable bands. From these results it

can be concluded that regardless of whether the basic flour is defatted or



starch-hydrolyzed, the protein content of the isolate cannot reach 90% by
simple isoelectric precipitation. This suggests that although the protein of grain
amaranth can be interacting with both lipids and carbohydrates, the interaction
with the latter seems to be a stronger one. The concentrate obtained from the
defatted flour apparently carries a good protein and amino acid content, high
solubility and no negative color attributes. Further studies will determine if

applications of this product are feasible in foods for special purposes.

Keyswords: amaranth, protein concentrate, solubility profile, elecrophoretic
profile.



1 - INTRODUCAO

O amaranto (Amaranthus) € um género boténico inserido na classe das
Dicotiledoneas e na familia das Amaranthaceae. Esta planta, apesar de ter
caracteristicas de cereal, ndo pode ser classificada como tal, por possuir
aspectos botanicos (presenca da inflorescéncia tipo panicula) e caracteristicas
nutricionais (alto teor de proteina, aminoacidos sulfurados e lisina) sendo
considerado como “pseudo-cereal”. As partes comestiveis do amaranto
envolvem as folhas e os graos, sendo este (ltimo o mais explorado
economicamicamente e cientificamente (Irving et al., 1981; Saunders &
Becker, 1984; Singhal & Kulkarni, 1988).

Em meados da década de 70, a NAS (National Academy of Sciences),
considerou-o como uma das 23 plantas tropicais promissoras e recomendadas
para estudos com o objetivo de melhorar a nutricdo e a qualidade de vida da

w

populagdo em seus paises de origem, estando a maioria destes “em
desenvolvimento”. Devido a este fato, muitos paises que ainda ndo eram
produtores, iniciaram seu cultivo. O Brasil seguiu este exemplo e a EMBRAPA
(Unidade Cerrados - Planaltina/DF) tem plantado em regime experimental na
regido centro-oeste do pais, espécies de regioes andinas no sentido de adaptar
espécies.

Existe consideravel volume de pesquisas a respeito da composicao
centesimal, valor nutricional, fatores anti-nutricionais, desenvolvimento de
produtos, caracteristicas e estrutura das proteinas. No entanto, sabe-se pouco
sobre a funcionalidade tecnoldgica de suas proteinas, e para tanto, faz-se

necessario sua extragdo com certo grau de pureza.

A concentracdo protéica do amaranto € necessaria, uma vez que tal
processo podera elucidar as duvidas relacionadas ao comportamento desta
proteina dentro de sistema utilitério, isto é, tal proteina inserida em algum
alimento, para uso geral da populagdo ou para fins especiais (atletas, idosos,
pacientes celiacos, fenilcetonlricos e/ou autistas), visto sua excelente

qualidade nutricional decorrente do perfil protéico e aminoacidico.



Desta maneira, o presente estudo teve como objetivo geral o
melhoramento na extracdo da proteina do grao de amaranto (Amaranthus
cruentus variedade Japdnica), produzindo e caracterizando concentrados

protéicos e os objetivos especificos foram:

a) obter farinhas de amaranto especiais, com teores reduzidos de lipides
e de amilose;

b) caracterizar as farinhas obtidas de acordo com a composicao
aproximada, cor e perfis de acidos graxos, aminoacidico e eletroforético;

c) determinar o pH de menor solubilidade protéica das farinhas de
amaranto;

d) produzir concentrados protéicos a partir da farinha-base e com teores
reduzidos de gordura e amilose;

e) caracterizar os concentrados protéicos quanto a composicdo
aproximada, cor e perfis de acidos graxos, aminoacidico, eletroforético e de

solubilidade protéica.



2 - REFERENCIAL TEORICO

2. 1 - Aspectos historicos do amaranto

Poucas plantas tém origem histérica e cultural t3o interessante e curiosa
quanto a do “pseudo-cereal” amaranto (Amaranthus spp). Registros
arqueoldgicos e antropoldgicos evidenciam sua presenca na América (México e
Peru) entre 8.000 e 4.000 anos a.C., fazendo deste alimento, oriundo de
colheita, o mais antigo de que se tem registro. Na Europa, este grdo surgiu
mais tarde, por volta do século XVI, quando ocorreu a conquista e colonizacdo
da América (Saunders & Becker, 1984; Teutonico & Knorr, 1985; Singhal &
Kulkarni, 1988; Lehmann, 1996).

O amaranto alcangou o seu apogeu de importdncia na época das
civilizagoes Astecas e Maias, quando era oferecido as divindades, misturado ao
sangue humano. Quando os espanhdis conquistaram a América, no final do
século XV, iniciou-se a proibigdo destas préticas religiosas e as plantacdes de
amaranto foram queimadas, restando poucos exemplares distribuidos por todo
o continente americano (Saunders & Becker, 1984; Teutonico & Knorr, 1985;
Yanez et al., 1994). Portanto, pode-se dizer que o amaranto é um dos poucos

alimentos extintos pelas leis humanas e nao pelas condi¢gdes ambientais.

Somente em 1975, o amaranto ressurge mundialmente, devido ao fato
da NAS (National Academy of Sciences) considera-lo como uma das 23 plantas
tropicais promissoras e recomendadas para estudos, por possuir valores
econdmicos bastante apreciaveis e aspectos nutricionais sui generis, capazes
de melhorar a nutrigdo e a qualidade de vida da populagdo em seus paises de
origem (Saunders & Becker, 1984; Teutonico & Knorr, 1985; Singhal &
Kulkarni, 1988). Por conta deste fato, ocorreu deste entdo, o aumento

significativo em pesquisas agricolas e alimentares.

As espécies mais cultivadas e que foram recomendadas para estudos
sdo Amaranthus cruentus e Amaranthus hypochondriacus, oriundos do México
e Guatemala e o Amaranthus caudatus, nativo do Peru e paises andinos.

Porém, atualmente tém dreas de cultivo distribuidas pelos Estados Unidos,



Asia, Africa, Américas do Sul e Central (Saunders & Becker, 1984; Breene,
1991).

Em decorréncia do fato da NAS recomenda-lo para estudo, muitos
pesquisadores em todas as partes do mundo tém estudado melhorias na
qualidade nutricional do grdo para a alimentagdo humana, bem como
rendimento agricola e adaptagdes climéticas em paises que ainda ndo sdo
produtores. No Brasil, existem areas plantadas na regido do Estado de Goias,
pela EMBRAPA (Unidade Cerrados - Planaltina - DF), produzindo em regime
experimental Amaranthus cruentus e Amaranthus hypochondriacus, entre

outras variedades.

2. 2 - Aspectos botanicos do grao de amaranto

O amaranto é um género botanico (Amaranthus), que estd inserido na
classe das Dicotiledoneas, na familia das Amaranthaceae e possuem mais de
60 espécies (Saunders & Becker, 1984; Singhal & Kullkarni, 1988).

Por fazer parte da classe das Dicotiledoneas, ndo € considerado um
cereal (classe Monodicotiledéneas, familia Graminea), mas como um “pseudo-
cereal”. Além disto outros aspectos botanicos, como presenca da inflorescéncia
tipo panicula e as caracteristicas nutricionais, como o alto teor de proteina e a
presenca dos aminoacidos sulfurados e da lisina, fazem com que o amaranto
seja assim classificado (Saunders & Becker, 1984; Teutonico & Knorr, 1985;
Singhal & Kulkari, 1988).

O amaranto realiza fotossintese pela via C-4, da mesma forma que o
sorgo, milho e cana de aguUcar, caracterizando seu crescimento rapido e sua
elevada capacidade de producdo podendo atingir cerca de trés toneladas de
graos por hectare (regidoes potencialmente produtoras), quantidade bastante
similar ao rendimento de outros cereais (Uzo & Okarie, 1983; Saunders &
Becker, 1984; Teutonico & Knorr, 1985; Singhal & Kulkari, 1988).

As plantas do género Amaranthus em geral se caracterizam por serem
robustas, ramificadas e apresentarem uma inflorescéncia tipo panicula em seu
cume (Saunders & Becker, 1984; Teutonico & Knorr, 1985).



O cultivo do amaranto ocorre em solos aridos, com temperatura elevada
(35°C), com Iluminosidade intensa e elevadas altitudes, caracteristicas
ambientais onde alguns cereais nao conseguem ser cultivados, como por

exemplo, o arroz e a aveia (Saunders & Becker, 1984).

Suas folhas sdo elipticas e pode haver variacdo de cor entre o verde
escuro e a cor magenta. E bastante utilizada diretamente como alimento, em
forma de saladas, ou através da extragdo de um pigmento utilizado para colorir

bebidas e alimentos em geral (Saunders & Becker, 1984).

Os graos sao de cores claras e com aspectos morfoldgicos semelhantes
aos cereais, porém com diferenca no tamanho, significativamente reduzido
(cerca de 1 mm de diametro) assim como pelo baixo peso (0,6 - 1,2 mg).
Cada planta produz em torno de 20 gramas de graos. Devido ao seu baixo
peso, boa parte da produgdo de amaranto é perdida através do vento ou da
agua da chuva (Irving et al., 1981; Saunders & Becker, 1984; Singhal &
Kulkarni, 1988).

2.3 - Aspectos morfologicos do grao de amaranto

Através de andlises de microscopia eletrénica de transmissdo (Figura
1), Koniski et al. (1995) observaram que as células dos cotilédones dos graos
de amaranto (Amaranthus cruentus) possuem tamanhos variados e forma
retangular e as células da radicula tém tamanho maiores e forma poligonais.
Estes pesquisadores também demonstraram que ambas as células apresentam
iniumeros globulos de lipides e amilosplastos em torno dos corpos protéicos. O
mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que o conteddo dos corpos
protéico era formado por albuminas e globulinas (Koniski et al., 1991).

O fato do contelido de reserva de amido e de lipides circundarem os
contelido protéico parece ser fator importante na extragdo protéica, assim, na
hipotese da retirada destes componentes, pode-se ocasionar o aumento do
conteldo protéico nos concentrados protéicos desta plantas.

Outra caracteristica no citoplasma das células do amaranto é a presenga
de reticulo endoplasmatico (responsavel pela sintese protéica), comum apenas

em plantas como as leguminosas. Tal aspecto demonstra que as proteinas de



reserva (globulinas e albuminas) do amaranto podem ser sintetizadas pelo
reticulo endoplasmético, transportadas via Complexo de Golgi e transformadas
em corpos protéicos para servir como armazenamento (Koniski et al.,1995;
Forato et al., 2000).

Figura 1 - Microscopia eletrénica de transmissdo (MET) de um cotilédono da
semente de Amaranthus cruentus (PB corpo protéico; LB corpo lipidico; AM
amiloplastos; CW parede celular; N nucleo; PL plastidio; PG glébulo de fitina)
Fonte: Koniski et al., 1995.

2.4 - Composicao centesimal do grao de amaranto

Estima-se que as plantas estdao presentes direta ou indiretamente em
95% da alimentacao mundial e os cereais fornecem cerca de 25% dos
requerimentos de proteina e energia, bem como fibras, para os humanos,

sendo a principal fonte caldérica nos paises em desenvolvimento. Porém,



atualmente, outros gréos, como as leguminosas tém ganhado notoriedade. O
aumento no consumo de grdos “ndo-cereais” ndo se deve apenas ao fato deste
possuir de duas a quatro vezes mais proteinas, mas por ter alto valor
nutricional (Matuz et al., 2000,).

Desta maneira, o grao de amaranto parece ser uma boa alternativa
alimentar para criancas e idosos, considerando o excelente contelido protéico e
perfil aminoacidico, além do alto conteido amildceo (Teutonico & Knorr, 1985:
Sanches-Marroquin et al., 1986; Imeri et al., 1987,; Breene, 1991; Del Valle et
al., 1992; Leon et al., 1997).

A Tabela 1 apresenta a composicdo média das trés espécies mais
cultivadas e estudadas.

Tabela 1 - Composicao média das trés espécies de amaranto

ESPECIES PROTEINA (%) LIPIDES (%) FIBRA (%) CINZAS (%)

A. cruentus 17,8 7,9 4,4 3.3
A. hypochondriacus 15,6 6,1 3.3 3,3
A. caudatus 14,9 6,9 4,2 3.2

Fonte: Saunders e Becker, 1984

Aléem das qualidades destacadas acerca dos aspectos nutricionais, o
amaranto também possui, do ponto de vista econémico, a vantagem de ser um
alimento de custo reduzido nas regides produtoras potenciais (México, Peru,
Guatemala, Bolivia e india), quando comparada ao milho (Sanchez-Marroquin,
& Maya, 1985; Saunders & Becker, 1984).

2.4.1 - Conteudo protéico do amaranto

Um dos aspectos nutricionais mais relevantes do grao de amaranto, em
relacdo a composicdo centesimal, € o seu conteldo protéico. Na Tabela 2, sdo
apresentadas as variacdes do conteldo protéico do grdo das trés espécies de

amaranto mais produzidas e estudadas.



Estas pequenas variagbes para o teor de proteina entre espécies
ocorrem devido a varios fatores, como os diferentes cultivares, condigOes
ambientais, regido geogréfica, estacdo do ano, tratamento com fertilizantes, e
principalmente, o fator de conversdo de nitrogénio empregado (Saunders e
Becker, 1984).

Tabela 2 - Variagdo do teor protéico do grdo de amaranto contido nas trés
espécies mais cultivadas e estudadas.

ESPECIE VARIA(;ZI-'O DO TEOR PROTEICO
Amaranthus cruentus 13,2 - 18,2 %
Amaranthus hypochondriacus 17,6 - 18,4 %
Amaranthus caudatus 17,9%

Fonte: Gorinstein et al., 1998.

Os valores a serem usados para a conversd@o do nitrogénio variam de
5,7 (Marcone & Kakuda, 1999), 5,85 (Irving et al., 1981; Becker et al., 1981:
Paredes-Lopez et al., 1988; Barba de la Rosa & Paredes-Lopez, 1989; Soriano-
Santos et al., 1992; Yanez et al., 1994; Guzman-Maldonado & Paredes-Lopez,
1994; Soriano-Santos & Cordoba-Salgado, 1995) e 6,25 (Correa et al., 1986,;
Bressani & Garcia-Vela, 1990; Gupta & Sehgal, 1991; Koniski et al., 1991;
Gupta & Sehgal, 1992; Luquez et al., 1996; Luquez et al., 1997; Bejosano &
Corke, 1998; Fidantsi e Doxastakis, 2001).

Quando se compara o conteudo protéico do grdo de amaranto aos
outros cereais (Tabela 3), observa-se ampla vantagem em relacdo ao trigo,
milho, arroz, sorgo, cevada e centeio, embora seja comparavel muitas vezes

com a aveia, o cereal de maior contetdo protéico (Saunders & Becker, 1984).

Tabela 3 - Conteludo protéico médio dos grdos de cereais e de amaranto.

Grdos Amaranto Arroz Milho Sorgo Cevada Centeio Trigo Aveia

Proteina (%) 14,5 Fi 89 11,0 11,6 12,1 12,3 16,2

Fonte: Saunders & Becker, 1984,



a) Conteudo de aminoacidos

A composicao da proteina ou perfil de aminodcidos também é varidvel
entre as diversas espécies de amaranto, assim como entre os diversos autores
consultados. Apesar disso, o alto teor de lisina e aminodcidos sulfurados, assim
como os baixos conteudos de treonina, leucina, valina e isoleucina,
predominam em todas as espécies, quando comparados ao padrdo da

Organizagao Mundial de Saude (FAO, 1985), como se observa na Tabela 4.

Tabela 4 - Conteudo de aminoacidos essenciais (mg/100 mg de proteina) em
farinhas de diferentes espécies de amaranto’, em comparacdo com o perfil

padrdo?.

AMINOACIDOS  A. caudatus A. hypochondriacus A. cruentus FAO/85

Leu 5,3 5,7 5,1 6,6
Lys 5.3 = 3,5 ' 51 58
Thr 3,5 3,6 3,4 3,4
Phe + Tyr 6,2 7.3 7,7 6,3
Val 4,1 4,5 4,2 3,5
His 2;8 2,5 2,4 1,9
Ile 3,6 3,9 3,6 2,8
Met + Cys 4,7 4,7 4,4 2,5
Trp = o s 1.1

'Fonte : Saunders & Becker, 1984 2FAQO, 1985

Esta comparacao entre o perfil de aminoacidos essenciais de uma
proteina teste e de uma proteina referéncia (FAO, 1995) é usada para
determinar o Escore Quimico (Chemical Score). Tal comparacdo identifica a
presenca do(s) aminoacido(s) deficiente(s), denominado(s) aminoacido(s)
limitante(s).

Em alimentos vegetais, a presenca de aminoacidos limitantes é mais
comum do que em alimentos de origem animal. A maioria dos cereais possui

como aminodcido limitante a lisina ou a treonina, enquanto que as



leguminosas possuem como limitantes os aminodcidos sulfurados. Por isto,

combinagdes de cereais e leguminosas sdo de interesse consideravel em
termos nutricionais (Sgarbieri, 1996).

Para muitos autores, o aminoacido limitante do grdo de amaranto é a
leucina (Irving et al., 1981; Betschart et al., 1981; Saunders & Becker, 1984;
Teutonico & Knorr, 1985; Correa et al., 1986,; Bejosano & Corke, 1998).
Entretanto, estudo desenvolvido por Bressani et al. (1989), mostrou evidéncias

da treonina ser o aminoacido limitante.

Delaye & Portillo (1990) desenvolveram farinhas contendo milho e
amaranto em diversas proporgdes com o objetivo de obter um produto com
boa qualidade nutricional, uma vez que a lisina € o aminoacido limitante do
milho e o amaranto poderia suprir tal deficiéncia. Os pesquisadores
demonstraram que a proporgao de 30:70 (milho/amaranto) apresenta bons

resultados nutricionais.

Outro parametro para avaliar a qualidade nutricional da proteina é o
PDCAAS (Protein Digestibility-Corrected Amino Acid Score), indice baseado no
perfil aminoacidico e na analise da digestibilidade da proteina. Bejosano &
Corke (1998) avaliaram a farinha integral de amaranto e relataram PDCAAS de
0,64, valor maior que os PDCAAS do trigo (0,40), aveia (0,57), ervilha (0,52)
entre outros vegetais.

Os mesmos autores (Bejosano & Corke, 1998) apresentaram o perfil de
aminoacidos de concentrados protéicos de amarantos e demonstraram que o
aminoacido limitante era a lisina com Escore de 0,88 e com PDCAAS de 0,71.

b) Fracoes protéicas

As proteinas encontradas nas sementes, em geral, podem ser
classificadas de acordo com a fungao exercida. Desta maneira existem trés
tipos de proteinas, sendo aquelas com fungdes estruturais, outras com elevada
atividade metabdlica e as de estocagem. Esta Ultima encontrada em
abundancia e responsavel pelas propriedades nutricionais e tecnoldgicas das

sementes (Marcone et al., 1998,).
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As proteinas de estocagem s3o agrupadas de acordo com a sua
solubilidade em solventes e subdivididas em fracSes protéicas. Assim as
proteinas podem ser albuminas (sollveis em &gua), globulinas (soltveis em
solugdo salina fraca), prolaminas (soliveis em solugdo alcodlica forte) e
glutelinas (soluveis em solugdo alcalina ou &cida fraca). As proporgdes dessas
fracdes de proteinas diferem muito entre os cereais e sdo estas diferencas que
conferem as propriedades fisicas, quimicas, funcionais e nutricionais das

proteinas para cada cereal (Sgarbieri, 1996).

A fracdo protéica encontrada em maior quantidade entre as plantas
pertencentes a classe das monodicotiledéneas (trigo, centeio, sorgo, cevada e
milho), sdo as prolaminas seguidas pelas gluteninas e somente na aveia e no
arroz a glutenina apresenta em maior quantidade, seguida da globulina. ]Ja nas
dicotiledoneas a principal fragdo é a globulina, perfazendo 90% na soja, 73%
no amendoim, 60 a 80% na ervilha e 60% no amaranto (Marcone et al., 1998,
Marcone et al., 1998,).

Existem controvérsias a respeito das fragbes protéicas do amaranto.
Pesquisadores como Bressani et al. (1990), Segura-Nieto et al. (1992) e
Gorinstein et al. (1998) mostram quantidades bastante discordantes. Na
Tabela 5 estdo os teores e as fragdes protéicas do amaranto, segundo tais

autores.

Tabela 5 - VariacOes das fragdes protéicas do grdo de amaranto de acordo

com a literatura

Fracdo protéica Bressani’ Segura-Nieto? Gorinstein’®
Albumina 20,7 51,0 61,3%
Globulina 19,2 15,9
Glutelina 44,4 3151 24,1
Prolamina 2,2 2:0 1,4

1Bressani et al., 1990; *Segura-Nieto et al., 1992; >Gorinstein et al., 1998
*Autores relatam os teores de albumina e globulina conjuntamente.
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A comparacdo entre os valores das fracdes protéicas demonstra
resultados diferentes entre si, provavelmente devido ao uso de metodologias
ndo uniformes. Porém, ha concordancia entre os autores quanto os altos teores

de albuminas e globulinas e baixo contetdo de prolaminas.

Pouco se conhece a respeito da albumina do amaranto. Em estudo
pioneiro realizado por Koniski et al. (1991) foi demonstrado que existem duas
fragbes albumindide: albumina-1 (extraida com solugdo de NaCl a 0,5M) e a
albumina-2 (extraida com agua apos exaustiva extracdo da albumina-1). Mais
tarde, Marcone et al. (1994) apresentaram caracteristicas desta fracdo, como
peso molecular (PM) 133.400Da, presenca de sub-unidades unidas por ligactes
de hidrogénio e hidrofébicas com elevado nivel de B-sheet.

Por outro lado as globulinas do amaranto sdo bastante conhecidas. A
primeira a ser estudada foi a 11S denominada como amarantin (amaranthin)
encontrada em abundancia, cerca de 90% do teor total de globulina possuindo
PM de 389.000Da e bandas eletroforéticas entre 14.800 e 37.400Da (Romero-
Zepeda & Paredes-Lopez, 1996; Chen & Paredes-Lopez, 1997).

Por outro lado, a existéncia da globulina 7S do amaranto foi confirmada
recentemente por Marcone (1999,), sendo denominada como conamarantin
(conamaranthin), presente em menor quantidade (~10%), apresentando
menor PM (186.000Da) e com intervalo maior nos PM das bandas (15.200 a
90.000Da).

Quanto ao perfil aminoacidico dos aminodacidos das fracbes 7 e 11S,
percebe-se alta quantidade de acido glutédmico, glutamina, acido aspartico,
asparagina e arginina em ambas fragoes, indicando funcdo de estocagem
(usado no periodo de germinagcao como fonte nitrogenada), porém a fragao
11S tem valor nutricional superior devido a presenca elevada de varios
aminodcidos essenciais (triptofano, metionina, lisina, histidina fenilalanina,
valina e isolecucina) (Marcone, 1999,)

Em relacdo a andlise da estrutura secundaria das globulinas de
amaranto, verifica-se alto nivel de B-sheet, baixo de a-hélice e quantidades

semelhantes de B-turn e coil-random na fragcdo 11S quando comparada com a
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7S (Marcone & Yada, 1991; Marcone, 1999;). Sabe-se que as estruturas
peptidicas na forma de a-hélice e B-sheet tém a tendéncia de estarem
localizadas no interior da cadeia polipeptidica promovendo a estabilidade da
mesma, de acordo com os autores Hopp & Woods (citado por Marcone, 19992).

A presencga da estrutura B-sheet confere mais estavel térmica que o-
hélice, possuindo assim altas temperaturas de desnaturacdo (Damodaran,
1996). Fato confirmado através da analise térmica (calorimentria diferencial de
varredura), onde se atribuiu temperaturas de transicdo endotérmica (Tp) para
a fracao 7S de 80,2°C e para 11S de 94,3°C, sendo esta ultima rica em B-

sheet e portanto mais estavel termicamente (Marcone, 1999.).

Ao comparar-se a amarantin (11S do amaranto) com a glicina (11S da
soja - Glycine max), percebe-se a semelhanca na elevada quantidade de B-
sheet, sugerindo que a proteina do amaranto poderia ser incluida em sistemas
alimenticios da mesma forma com que a proteina da soja vem sendo utilizada
atualmente (Marcone, 1999,).

A pesquisa envolvendo caracterizagdo e quantificacdo das fragdes
protéicas nas sementes possui varios objetivos, dentre eles a correlagdo com o
conteldo de glaten (prolamina, sub-fracdo gliadina) e as propriedades

funcionais tecnoldgicas (albuminas e globulinas).

Se por um lado a presenca de gliten traz importancia tecnoldgica para o
grao, a auséncia do mesmo € aspecto muito relevante para pessoas que sao
intolerante, como os pacientes celiacos, que tem a reversdo do quadro de
atrofia das vilosidades intestinais com tratamento dietoterdapico baseado na
retirada de gluten da dieta (Collares & Woiski, 1994).

Estudo realizado por Matuz et al. (2000,), com grao de Amaranthus
molerosa, demonstraram que tanto as técnicas de eletroforese, como de
imunoensaios com anticorpos, ndo detectaram a presenca de gliadinas nesta
espécie. Marcilio (2001) trabalhou com Amaranthus cruentus e também
verificou a auséncia de gliadina nas farinhas e biscoitos fabricados com a

mesma.
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De acordo com o exposto acima e, apesar das controvérsias (quantidade
de fragcdo de prolamina, toxicidade da sub-unidade gliadina), o amaranto pode
servir de alternativa alimentar de alto valor nutritivo para os celiacos (Yanez et
al., 1994; Tosi et al., 1996; Matuz et al., 2000,; Marcilio, 2001).

2.4.2 - Conteudo amildceo do amaranto

O principal componente do amaranto é o amido, perfazendo 48 a 69%
do peso total do grdo. Seus granulos sdo relativamente pequenos (0,75 a 1,5
um de diametro), com formato poligonal e propriedades funcionais que
envolvem a aplicacdo em alimentos (substitutos de gordura) ou produtos n3o-
alimentares (papel, sabao ou plastico). Este biopolimero pode ser considerado
um excelente ingrediente para modificar a textura e a consisténcia de
alimentos (Jane et al., 1992; Hoover et al., 1998).

Recentemente, novas fontes de amido tém atraido atencdo de muitos
pesquisadores de todas as partes do mundo e o amido do amaranto tem
recebido enorme atengdo devido a caracteristicas sui generis como seu

tamanho e formato.

O isolamento do amido de amaranto é dificultado devido o alto contelido
de proteina intrinseco e para isto, os principais métodos, aplicam solugoes
alcalinas para remover inicialmente as proteinas. No entanto tal tratamento
acarreta prejuizo no contetdo de amido, alterando sua funcionalidade, além de

ser um processo bastante caro (Perez et al., 1993).

Em decorréncia deste fato, existe a necessidade de desenvolver novos
métodos para utilizagdo em escala industrial, a fim de obter-se um amido puro.
Radosavljvec et al (1998), utilizando trés enzimas (protease, amilase e
glicoamilase) além do processo de alcalinizagdo, conseguiram obter amido puro
de amaranto (baixo conteldo de proteina), quando comparado ao amido
tratado somente com solugao alcalina.

Na maioria dos processos de isolamento de amido de amaranto,
inicialmente o grao € tratado com o objetivo de retirar a fragdo protéica. Assim

0 isolamento do amido poderia ser de suma importdncia no processo de
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concentragdo da proteina. No entanto o tratamento alcalino deve ser brando,
uma vez que tais solugdes podem prejudicar e provocar alteragées irreversiveis
na estrutura das proteinas (Friedmann, 1984).

Os primeiros autores a trabalhar com a hidrélise enzimatica na producéo
de uma farinha de amaranto com teor reduzido de amido e alto teor de
proteina foram Barba de la Rosa & Paredes-L6pez, em 1989. Foi empregada a
a-amilase na fase inicial da extracdo, nas temperaturas de 70 e 90°C, obtendo
farinhas com teores de proteina de 29,6 e 39,3%, mas com rendimentos de 40

e 32%, respectivamente.

Mais tarde Paredes-Lépez et al. (1990) modificaram o processo
enzimatico (glicoamilase) com o mesmo intuito e obtiveram uma farinha com
menor conteddo protéico (~27%) e rendimento equivalente (39%) quando
comparado ao trabalho anterior. Em 1994, outra metodologia foi proposta por
Guzman-Maldonado & Paredes-Lépez, utilizando menor temperatura de
hidrolise (70°C) e a quantidade de enzima e assim obtiveram maior
rendimento (em torno de 48%), porém o conteldo protéico ainda foi bastante

similar ao dos outros estudos (cerca de 31%).

Neste estudo argumenta-se que as modificagdes utilizadas para obter a
farinha com alto teor de proteina poderdo ser conduzidas em escala industrial,
com o intuito de maximizar o rendimento de produgdo, minimizando a
quantidade de enzimas (menor custo dos insumos), além de usar temperaturas
mais brandas, fatores que influenciariam tanto no custo do produto, com na

conservagao da cor e solubilidade da proteina.

2.4.3 - Conteudo lipidico do amaranto

Os lipides perfazem 6 a 8% do peso total do grdo de amaranto, sendo
que 90% sao apolares (triglicérides e esterodis) e 76% dos acidos graxos sao
insaturados (&cido oléico e acido linoléico) (Saunders & Becker, 1984).

De acordo com a analise de microscopia eletrénica de transmissdo
(Figura 1), os glébulos de lipides estdo localizados amplamente no perisperma

em torno dos corpos protéicos (Koniski et al., 1995) em elevada quantidade.
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Considerando que o processo de moagem dos graos se constitui do
rompimento do germe, ocorre a exposicdo do conteldo lipidico do interior dos
glébulos de gordura, com os demais componentes (amido e proteina), além do
oxigénio, pode poderdo ocasionar oxidagdo e formacdo de peréxidos de
hidrogénio altamente téxicos.

2.5 - Concentrados protéicos do grdo de amaranto

Existe consideravel volume de literatura a respeito do valor bioldgico
classico das proteinas do grdo de amaranto (Del Valle et al., 1992; Del Valle et
al., 1993; Bressani et al., 1993), da utilizagdo alimentar (Gupta & Sehgal,
1991; Gupta & Sehgal, 1992; Tossi et al., 1994; Akingbala et al., 1994; Yanez
et al., 1994; Tossi et al., 1996; Rayas-Duarte et al., 1996; Leon et al., 1997;
Hozova et al., 1997; Escobar et al., 1998; Marcilio, 2001), dos fatores
antinutricionais (Lorenz & Wright, 1984; Correa et al., 1986,) e do efeito do
processamento na qualidade nutricional (Imeri et al., 1987,; Mendoza &
Bressani, 1987; Bressani et al., 1987; Tovar et al., 1989).

Pouco se sabe sobre as propriedades funcionais das proteinas do
amaranto. Para que se possa analisa-las é necessario o isolamento das
proteinas, possibilitando a realizagdo de provas funcionais e a verificacdo de

sua funcionalidade tecnoldgica (Paredes-Lépez et al., 1988; Sgarbieri, 1996).

O isolamento das proteinas do amaranto tem grande importéncia para a
tecnologia de alimentos, visto que este pseudo-cereal possui excelente
qualidade nutricional e seu potencial como alimento n3o se encontra
totalmente desenvolvido. Existem varias citagbes na literatura a respeito das
farinhas “hiperprotéicas” de amaranto (FHPA) e poucas sobre os concentrados

protéicos de amaranto (CPA).

Em vista das caracteristicas protéicas do amaranto, os pesquisadores
buscam produzir uma farinha “hiperprotéica” de amaranto que possa ser
utilizada como alimento e/ou ingrediente. A producdo desta farinha visa o
possivel desenvolvimento de alimentos de maior qualidade nutricional para a

populagao carente dos paises em desenvolvimento, levando em conta o fato de
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que a maior producdo do grdo esta concentrada nesses paises (Paredes-Lépez
et al., 1988).

Outro objetivo preconizado pela comunidade cientifica ao produzir a
FHPA seria a sua utilizagdo como passo inicial para a obtencdo de concentrados
de proteinas do grdo de amaranto, visto que existem certas dificuldades para
obté-los (Soriano-Santos & Cérdoba-Salgado, 1995). Existem dois métodos
para elevar o conteudo de proteina na farinha de amaranto: um através da
classificacdo pneumatica (air classification) e outro através da hidrélise do

amido.

Sanchez-Marroquin et al. (1986), através da classificacdo pneumatica,
conseguiram obter duas fragdes de farinha, denominadas 1-R (fragdo protéica)
e 2-R (fragdo amildcea). A fracdo 1-R com 29% de proteina foi considerada
farinha “hiperprotéica” e utilizada posteriormente em vaérios experimentos,
envolvendo valor biolégico, aplicagdo em alimentos infantis e em concentrados
protéicos (Del Valle et al., 1992; Del Valle et al., 1993 Soriano-Santos &
Cordoba-Salgado, 1995).

Através do processo enzimatico, Guzman-Maldonado & Paredes-Lépez
(1994) demonstraram que o uso de a-amilase a temperatura de 70°C propicia
a obtengdo de uma farinha com conteldo protéico de aproximadamente 31% e

rendimento de 48%, o melhor resultado ja obtido com o uso de enzimas.

Em relagdo ao teor de proteina dos concentrados de amaranto, sdo
encontrados alguns trabalhos na literatura. As metodologias empregadas para
a obtencdo dos concentrados sdo semelhantes, porém com algumas variantes
interessantes. Os teores de proteina recuperados alcancam o limite superior de
90% (Martinez & Aflon, 1996), mas acima deste valor, até o momento atual,

nao se encontram relatos.

Os menores teores protéicos foram encontrados por pesquisadores
argentinos, que solubilizaram a farinha de amaranto (Amaranthus
mantegazzianus) em meio alcalino (pH 11) e precipitaram em pH 5 e
obtiveram concentrados com 57,5% de proteina (Luquez et al., 1997) e com
outra espécie (Amaranthus cruentus) obtiveram 52,6% de proteina (Luquez et

al., 1996), ambos em base seca.

17



Porém pesquisadores gregos, utilizando pH de solubilidade de 10 e
afirmando que o pl seria 4,6, encontraram concentrado com 32% de proteina
antes do processo de didlise com membrana com cut off de 12.000 a 14000Da
e 67% de proteina apds a didlise, sendo o Unico trabalho que descreveu a
utilizacdo do processo de desengorduramento e didlise (Fidantsi & Doxastakis,
2001).

Empregando a metodologia classica (extracdo pH alcalino e precipitacéo
acida), pesquisadores mexicanos encontraram os melhores resultados no pH
11 e precipitadas entre o pH 4,5 e 5,5, resultando em concentrados com teores
entre 71 e 74% (Paredes-Lopez et al., 1988). Porém os maiores teores
protéicos, 80 a 90%, foram encontrados por Martinez & Afion (1996),
utilizando pHs de solubilizag@o entre 8 e 11 e de precipitacdo entre 3 e 7.

Deve-se esclarecer, que o uso de meios alcalinos com pHs superiores a
9,5 sdo contraproducentes, devido a irreversibilidade da deterioracdo e da

perda do valor nutritivo da molécula de proteina (Friedman et al., 1984).

Analisando todos os estudos desenvolvidos, pode-se observar que foram
utilizados varios pHs deteriorantes (acima de 9,5) e inimeros pHs de
precipitacdo (intervalo de 3 a 5), onde somente um estudo afirmava o que o
ponto isoelétrico seria 4,6 (Fidantsi & Doxastakis, 2001).

Utilizando amostras de farinha “hiperprotéica” obtidas por classificagao
pneumatica, Soriano-Santos & Cdérdoba-Salgado (1995), avaliaram diferentes
métodos de solubilizagdo da proteina de amaranto com a finalidade de obter os
concentrados. As metodologias empregadas para a solubilizacdo foram: a)
solucdo aquosa, b) solugdo salina com diferentes forcas i6nicas, ¢) solugdo
alcalina em diferentes pHs e d) succinilagdo em graus variados. O método de
precipitacdo foi o mesmo para todas as amostras (acido tricloro acético 10%).
Os autores verificaram que o maior rendimento de concentrado foi obtido com
succinilagdo a 50% (36,2%), enquanto que o menor foi com solugdo aquosa
(4,5%), porém com maior teor protéico (~58%).

Diferindo das propostas anteriores e realizando primeiramente a
eliminacdo do amido através do procedimento proposto de Perez et al. (1993),

Bejosano & Corke (1998) obtiveram concentrados com teores de proteina
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entre 67,4 e 75,3%. Este método é interessante, devido 3 etapa inicial de
isolamento do amido. Outro aspecto relevante foi o alto contetido de proteina
do produto, um dos maiores encontrados na literatura até o presente
momento.

E justamente o baixo conteddo de proteina dos concentrados protéicos
obtidos até o momento, que estimula a realizacdo de novos estudos sobre os

processos de obtengao dos concentrados protéicos de amaranto.

2.6 - Propriedades funcionais da proteina do amaranto

A qualidade dos alimentos € determinada por trés caracteristicas
basicas: composicdo quimica, propriedades nutricionais e propriedades
funcionais. Esta Ultima foi definida como as caracteristicas fisico-quimicas de
um alimento ou ingrediente, que afetam sua utilizagdo e aceitacdo, excluindo

as caracteristicas nutricionais (Kinsella & Soucie, 1989).

As propriedades funcionais das proteinas sdo dependentes e interligadas
a uma série de propriedades fisico-quimicas que a molécula apresenta. Dentre
elas, estdo a interagdo com a dgua (propriedade de hidracdo ou hidrofilica), a
interag@o entre as moléculas (propriedade intermolecular) e a interacdo entre
as fases (propriedade interfacial). O comportamento destas propriedades
resulta em propriedades funcionais como a solubilidade, a retencdo de agua, a
gelatinizacao, a formagdo de espuma e emulsGes, adsor¢do de gordura,

flavours ou pigmentos, entre outras (Sgarbieri, 1998).

A caracteristica que as moléculas de proteinas possuem de interagir com
a agua é a mais importante propriedade fisico-quimica. Sua auséncia pode
implicar no comportamento de todas as demais propriedades funcionais
(Sgarbieri, 1996). Esta propriedade manifesta a solubilidade da proteina em
solventes polares e depende da seqliéncia dos aminoacidos, distribuicdo de
cargas, do tamanho e da estrutura da molécula, além de fatores extrinsecos,
como o pH, a temperatura, a concentracdo de proteina e forga idnica. (Kinsella
& Soucie, 1989; Morr, 1985; Sgarbieri, 1998).
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A propriedade intermolecular estd relacionada com a capacidade da
molécula de proteina de interagir com outras moléculas de proteina
manifestando o poder de gelatinizagdo ou a interagdo com outras moléculas

como gorduras, pigmentos ou flavours (Sgarbieri, 1998).

A capacidade que as moléculas de proteinas possuem de se unirem para
formar uma pelicula entre duas fases imisciveis (caracteristica interfésica),
origina as propriedades de formagé@o de espuma e de emulsdo, influenciadas
pela seqléncia de aminodcidos hidrofilicos e hidrofébicos presentes na
molécula (Kinsella e Soucie, 1989; Sgarbieri, 1998).

Para verificar a funcionalidade protéica do grdo de amaranto é
necessario realizar os testes funcionais na forma concentrada ou isolada.
Quando tais testes sdo realizados em ingredientes (como a farinha de
amaranto), pode haver omissao da propriedade funcional da proteina em
relacdo a outros componentes (amido e fibra) e desta maneira ndo expressaria

realmente a propriedade funcional da proteina (Sgarbieri, 1996).

As proteinas mais estudadas em relacdo as propriedades funcionais sdo
as do soro de leite bovinos, dos concentrados e isolados de soja, da clara de
ovo e do soro sanguineo bovino (Morr et al., 1985; Sgarbieri, 1998; Takeiti,
2002; Prata, 2002).

Em relacdo ao amaranto, existe apenas uma citacdo a respeito das
propriedades funcionais protéicas em concentrado. Muitos dos estudos
desenvolvidos envolvendo a funcionalidade sdao realizados com farinhas
integrais ou “hiperprotéicas”, e, portanto, a presenca de amido e/ou fibras

pode modificar o real comportamento da proteina.

O Gnico estudo realizado com CPA em relagdo a funcionalidade
tecnolégica das proteinas foi desenvolvido por Luquez et al. (1996). Estes
autores utilizaram concentrado protéico com teor de 52,6% de proteina e
obtiveram resultados quanto a solubilidade (94,3% em pH 11), atividade de
emulsdo (47,9%), capacidade de absorgdo de agua (2ml/g de proteina),

capacidade de absorgao de 6leo (0,7ml/g de proteina).

A pesquisa que ora se finda mostra a producdo de trés farinhas com
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caracteristicas singulares e a partir destas a obtencdo de trés concentrados
protéicos. O intuito de produzir concentrados com elevado contetdo protéico e
adequado perfil aminoacidico é a futura aplicacdo em formulacBes alimentares

para fins especiais.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Material

Os grdos de amaranto (Amaranthus cruentus variedade “Japdnica”)
utilizados na pesquisa foram produzidos pela EMBRAPA (Unidade Cerrados,
localizada em Planaltina - DF) e encaminhados pelo pesquisador Carlos R.
Spehar. O material (10 quilos de grdos inteiros com 8,95% de umidade) foi
recebido em maio de 2000 através de transporte terrestre e mantido
acondicionado em saco plastico e caixa de papeldo na temperatura do

laboratorio.

A enzima utilizada na hidrolise da amilose foi a a-amilase Termamyl
120L type L, proveniente de Bacilus liquefaciens, designada 1,4 o-D-glucan
glucanohydroxilase (E.C.3.2.11), doada pela empresa Novo Nordisk

(Bagsvaerd, Dinamarca).

Os reagentes empregados nos ensaios manuais foram de grau analitico,
marca Merck (Darmstadt, Alemanha) ou equivalente. Os reagentes para as
andlises de determinacdo de aminoacidos foram da marca Pierce (Mountain
View, EUA) e os reagentes empregados na determinacao dos pesos

moleculares das proteinas foram da Phamacia Biotech (Uppsala, Suécia).

3.2 - Métodos
3.2.1 - Obtencgao das farinhas base, desengordurada e hidrolisada

Para o desenvolvimento deste estudo foram produzidas trés farinhas
especiais, denominadas farinha-base (FB), desengordurada (FD) e hidrolisada
com «-amilase (FH). Posteriormente estas farinhas foram utilizadas como
matéria-prima para a extragao da proteina, resultando em trés concentrados
protéicos designados: concentrado protéico da farinha-base (CPFB),

concentrado protéico da farinha desengordurada (CPFD) e concentrado
protéico da farinha hidrolisada com a-amilase (CPFH).
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a) Refino do grao para obtencdo da farinha-base.

Os graos de amaranto foram moidos em moinho de rolos marca
Bradender (Duisburg, Alemanha) em umidade natural e duas etapas (quebra e
reducdo do grao). A farinha resultante foi classificada através do tamanho das

particulas (sistema de peneiras acoplado ao moinho), resultando em trés
fragbes: particulas maiores que 599 um (40 mesh), entre 599 pm (40 mesh) e
250 pm (60 mesh) e menores que 250 um (60 mesh).

Foi considerada como farinha-base (FB) aquela com particulas abaixo de
250um (60 mesh) obtidas no processo de quebra e reducdo do grdo. A FB foi
armazenada sob refrigeracdo (Eletrolux, Joinville, SC, Brasil) acondicionada em

sacos plasticos, hermeticamente fechados, contendo 200 gramas cada.

Aproximadamente um quilo da farinha-base foi destinado ao processo de
desengorduramento, cinco quilos sofreram hidrélise enzimatica da amilose e os

quatro quilos restantes foram descartados como residuo no refino do grao.

b) Desengorduramento da farinha-base

Para se obter a farinha desengordurada (FD), a farinha-base foi
desengordurada em extrator de soxhlet (Labsynth Ltda, Diadema, SP, Brasil)
por 6 horas com éter de petréleo (Merck, Darmstadt, Alemanha), sendo que o
mesmo foi retirado por evaporagao (12 horas) em capela de exaustdo, a
temperatura ambiente. O éter de petrdleo foi selecionado por ser o solvente de
menor custo e ter menor temperatura de volatilizagdo (37°C) quando

comparado ao hexano (56°C).

c) Hidrolise enzimatica da amilose na farinha base.
A obtengdo da farinha hidrolisada com o-amilase (FH) foi realizada a

partir da metodologia proposta por Guzman-Maldonado & Paredes-Ldpez, et al.
(1994), com modificagdes. A Figura 2 mostra em detalhes o processo de
obtencdo da farinha hidrolisada com a-amilase.
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Farinha-base
Dissolver a FB em agua desionizada 20%

(p/v), ajustar pH 6,5 e agitar por 10min
em temperatura ambiente; Colocar em
banho-maria por 10min; Adicionar a «-
amilase 0,1% (v/p) e transferir para o
banho-maria com agitagdo 90°C/30min;
Colocar em banho de gelo por 10 min;
Centrifugar a 6.000g/4°C/20 min.

v v

SOBRENADANTE PRECIPITADO
(amilose) Ressuspender em agua

desioni-zada 10% (p/v);
Dializar por 48 hs/10°C;
Liofilizar e estocar a 10°C.

Farinha hidrolisada com ac-amilase - FH

Figura 2 - Esquema da obtengdo da farinha hidrolisada com «-amilase de

amaranto (Amaranthus cruentus variedade Japdnica)
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A hidrélise foi realizada em solugdo da FB a 20% (p/v) em 4&gua
desionizada (Permution, Curitiba, PR, Brasil), pH 6,5 e agitagao por 10 minutos
em temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada a digestdo térmica
(50°C/10min) em banho-maria (Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil) e a hidrolise
enzimatica utilizado a «-amilase na propor¢do de 0,1% (enzima/substrato-
v/p). A solugdo foi transferida para o banho-maria com agitagdo (Marconi, Sao
Paulo) por 30 minutos a 90°C.

A enzima foi inativada em banho de gelo por 10min e a solucdo foi
centrifugada (Sorval RC 5C, EUA) a 6.000g/30min/4°C, obtendo duas fragOes:
o sobrenadante foi descartado (amilose) e o precipitado, denominada farinha
hidrolisada com «-amilase (FH), foi ressuspensa em &gua desionizada a 10%
(p/v), dializado por 48 horas sob refrigeracdo (10°C), liofilizado (Virtis,
Wilmington, EUA) e armazenado sob refrigeragdo (10°C) em sacos plasticos,

hermeticamente fechados, contendo 100 gramas cada.

3.2.2 - Produgao dos concentrados protéicos a partir da farinha-base,

desengordurada e hidrolisada com c-amilase

A proteina das farinhas foi concentrada através da precipitagdo
isoelétrica (pI 4,25), obtendo-se trés diferentes concentrados, como observado
no esquema da Figura 3. A metodologia empregada neste experimento foi
baseada em vdrios trabalhos (Martinez & Afion, 1996; Luquez et al., 1996;
Luquez et al., 1997; Fidantsi & Doxatakis, 2001).

Foram realizadas adaptagdes para a melhoria da recuperacdo protéica e
rendimento final do produto, como o processo de desengorduramento com éter
de petréleo de uma farinha (FD), uso de pH alcalino brando (pH 8,0), agitacdo
por um tempo prolongado (1,5h), utilizacgdo do menor ponto de solubilidade
protéica das farinhas (pH ~4,25), realizagdo da tripla lavagem do precipitado
protéico, uso de membrana de didlise com baixo cut off (6000Da) e o processo

de secagem (liofilizacdo).
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FARINHA
Dissolver em agua desionizada 1/10 (farinha/dgua); Ajustar
pH 8 com NaOH 2N; Agitar por 1,5 h em temperatura
ambiente; Centrifugar a 9.000 g/4°C/20 min

I

RESIDUO SOBRENADANTE 1
Filtrar em funil com algoddo; Ajustar o pH
4,25 com HCl 2N; Centrifugar a 9.000
g/4°C/20min

SOBRENADANl‘E 2 PRECIPITADO
"Ressuspender agua desionizada
(3x); Centrifugar a 9.000
g/4°C/20min (3x); Neutralizar com
NaOH; Didlise por 48hs/10°C;
Liofilizar

v

CONCENTRADO PROTEICO

Figura 3 - Esquema de obtengdo dos concentrados protéicos do amaranto
(Amaranthus cruentus variedade JapGnica)
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A quantia de concentrado necessaria para o desenvolvimento deste
trabalho (composicdo centesimal, andlise de acidos graxos e aminodacidos,
perfis de solubilidade protéica e pesos moleculares) foi estipulada em torno de
90 gramas para cada concentrado.

A recuperagao ou rendimento protéico refere-se a quantidade de
proteina presente no concentrado, em relacgdo a quantidade de proteina
existente na farinha utilizada para produzir o concentrado. Para determinar a

porcentagem de recuperagao proteica foi utilizada a Equacao 1.

% recuperacao protéica = T x 100 (1)

X

onde: A {(massa de farinha em g);
B (concentracdo protéica da farinha em %);
C (massa de concentrado em g);
D (concentracgdo protéica do concentrado em %)

E para avaliar a eficiéncia da recuperagdo protéica nos concentrados
produzidos, foram determinados (apenas um processo para cada concentrado),
os teores de proteina em quatro etapas: a) farinhas; b) residuo; c)
sobrenadante 2 e d) concentrado. A andlise do conteldo nitrogenado na
farinha e concentrado foi direta (sem tratamento), no sobrenadante 2 foi
realizada através de aliquotas de 5 mL e no residuo através da ressuspensdo
em agua desionizada a 10% (p/v) e liofilizagao.

3.2.3 - Composicao aproximada das farinhas e dos concentrados

A composicao aproximada (cinzas, umidade, proteina total, lipides e
amido) foi determinada para as farinhas base, desengordurada e hidrolisada,
bem como para os concentrados protéicos. Todas as analises foram realizadas

em triplicata e os resultados expressos em média e desvio padrao.
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a) Cinzas

Foi determinada através da incineracdo a 550°C de acordo com AQOAC
(1990).

b) Umidade

Foi calculada através da diferenca de massa da amostra seca em estufa
a 105°C por 8 horas (Fanem, S&o Paulo) e a massa original da amostra (~5g),
ambas pesadas em balanga analitica (AOAC, 1990).

c) Proteina total

Foi determinado pelo método semi micro-Kjeldahl, utilizando como
catalisador o sulfato de potassio e de zinco, o indicador contendo vermelho de
metila e azul de metileno e o fator de conversdo foi 6,25. Este valor é
tradicionalmente utilizado por autores que pesquisam o grao de amaranto
(Correa et al., 1986,; Bressani & Garcia-Vela, 1990; Gupta e Sehgal, 1991;
Koniski et al., 1991; Luquez et al., 1996; Bejosano & Corke, 1998; Fidantsi &
Doxastakis 2001).

d) Lipides totais
Foi determinado pelo método de Bligh-Dyer (Bligh-Dyer, 1959), pelo

qual uma massa conhecida (~3,5g) foi submetida a extragdo com solventes
(metanol e cloroféormio) e apds agitagao e centrifugacdo, a porgao contendo
gordura foi separada, desumidificada com sulfato de sddio e filtrada. Uma
aliqguota do filtrado (5mL) foi retirada, o solvente residual evaporado em

banho-maria e a gordura resultante seca em estufa a 100°C e pesada.

e) Amido
Foi determinado através do meétodo de Fehling. Inicialmente ocorre

digestdo térmica da amostra por 30 minutos em solucdo de HCI (10%) e apods
o resfriamento, a neutralizagdgo com NaOH e a adicdo de ferrocianeto de
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potdssio e acetato de zinco, ocorrendo desta maneira a precipitacdo da por¢io
protéica e a solubilizagdo do amido. Logo em seguida a solucdo é filtrada e o
sobrenadante (porgao amido) é titulada com sulfato de cobre pentahidratado
(solugdo de Fehling A) e tartarato duplo de sddio e potdssio (solucdo de

Fehling B), usando com indicador o azul de metileno (Lane & Eynon, 1923).

3.2.4 - Perfil de acidos graxos dos lipides totais das farinhas e dos

concentrados

A determinacao do perfil de acidos graxos do 6leo de amaranto seguiu a
metodologia proposta por Hartman & Lago (Hartman & Lago, 1973), sendo que
a amostra (~100mg), em duplicata foi submetida inicialmente a esterificacao
com hidréxido de potdssio em metanol @ 100°C por 5 minutos. Nesta etapa, as
moléculas de triacilgliceréis em meio alcalino foram quebradas e formaram a
molécula de glicerol e acidos graxos livres (AGL). Posteriomente, os AGL foram
metilados com BF; em metanol a 100°C, saponificados com solugdo saturada
de cloreto de sddio e solubilizados em éter de petréleo como ésteres metilicos

de acidos graxos.

Os ésteres metilicos de &acidos graxos foram analisados por
cromatografia gasosa, em cromatoégrafo Varian 3600 (Sugar Land, EUA)
dotado de detector de ionizacao de chama nas seguintes condigoes:
temperatura do detector de 250°C, temperatura do injetor de 250°C,
temperatura da coluna entre 170°9C e 210°C com taxa de incremento de
19C/min, vazdo de arraste de 1mL/min, gas de arraste (hidrogénio) e volume
da amostra 1uL por injegao.

Nesta analise, ndo foi realizada a quantificagdo dos acidos graxos (mg
de acido graxo/100mg de dleo), apenas foram identificados os acidos graxos
das amostras em comparacdao com os padroes de ésteres metilicos (acido
palmitico, oléico, linoléico, linolénico) da marca Sigma (Saint Louis, EUA). Os
dcidos graxos foram quantificados através do percentual da area relativa

levando em consideragdao aqueles acidos graxos que foram identificados e
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obtiveram valores superiores a 1,0%, utilizando o software Varian Star 4.5
(Sugar Land, EUA).

3.2.5 - Perfil de aminoacidos das farinhas e dos concentrados

A determinagdo de aminodcidos totais, com excecdo do triptofano, foi
realizada pelo método Spackman (Spackman et al., 1958), através da
hidrélise acida com &cido cloridrico (6N) a 110°C por 22 horas, de uma massa
conhecida de proteina. Nessa andlise a massa estimada de proteina foi de

aproximadamente 25mg por amostra e realizada em duplicata.

O acido cloridrico foi evaporado com nitrogénio e filtrado em membrana
Millipore (Bedford, EUA). O filtrado foi diluido em tamp&o de citrato de sddio
pH 2,2 e injetado em cromatdégrafo Thermo-Separation modelo PCX 1300
(Riviera Beach, EUA) com coluna de troca i6nica de resina poliestirénica
sulfonada e detecgdo pds-coluna com ninidrina. Foi utilizado padrdo de

aminodcidos da marca Pierce (Saint Louis, EUA) como padrdo externo.

O perfil de aminoacidos foi expresso através da média e desvio médio
(mg/ /100mg de proteina) e comparado ao padrdo (FAO, 1985). A
determinacdo do aminoacido limitante foi realizada através do Escore quimico

com auxilio da Equacao 2.

amin dcido teste (mg /100mg de proteina)

(2)

Escore quimico = ——— = -
amin odcido referéncia(mg / 100mg de proteina)

3.2.6 - Perfil de peso molecular das proteinas das farinhas e dos
concentrados

A determinacd@o dos pesos moleculares seguiu o procedimento descrito
por Laemmli com modificagdes. O método requer que 4mg de proteina sejam
dissolvidas em 1mL de tampdao redutor contendo 0,5 M Tris HCI (pH 6,8), 10%
SDS; 10% glicerol, 5% pB-mercaptoetanol e 0,1% azul de bromofenol e

aquecidas a 90°C por 3 minutos (Laemmli, 1970).



Foi aplicado o volume de 4uL de cada amostra no gel com SDS e
gradiente de 8-25%, sendo que as condigbes do equipamento Phast System
para corrida foram: 100 V, 5 mA, 0,5 W e temperatura da cAmara 20°C.

Para a identificagdo do perfil eletroforético utilizou-se o padrao de baixo
peso molecular: 14.400Da - a-lactoalbumina; 20.100Da - inibidor de tripsina;
30.000Da - anidrase; 43.000Da - ovoalbumina; 67.000Da - albumina e
94.000Da - fosforilase b (Sigma, Sant Louis, EUA).

Cada gel foi mantido por 12 horas em solugdo aquosa a 0,2% (p/v) de
Coomasie Blue R-250 em metanol e descorada com d&gua
destilada/metanol/acido acético. A determinacdo dos pesos moleculares das
proteinas foi realizada através do software Image Master 1D Prime (Pharmacia

Biotech Uppsala, Suécia).

3.2.7 - Perfil de solubilidade protéica das farinhas e concentrados

Os perfis de solubilidade protéica das farinhas e concentrados foram
determinados de acordo com o método proposto por Morr com modificagbes
(Morr et al.,1985), baseado na quantidade de proteina presente no
sobrenadante apés tratamento com NaCl 0,1 M e &agua desionizada em

diferentes pHs.

O perfil de solubilidade das farinhas foi determinado em 6 amostras e 16
pHs (2,0} 2,5; 3,0; 3;5; 4,0; 4,25;4,5; 4,75; 5;0; 5.5; 6.0: 7,0; '8,0; 5.0:
10,0 e 11,0) e nos concentrados foram utilizados 4 amostras e 4 pHs (3,0;
5,0; 7,0 e 9,0).

O método propunha que as amostras de farinha e concentrado (500mg)
fossem dissolvidas em cloreto de sédio ou agua desionizada e centrifugadas a
20.000g/4°C/30min. Desta maneira resultaram duas fragdes (residuo e
sobrenadante). O teor de proteina total foi determinado na amostra (em mg) e
o teor de proteina sollvel através de um volume conhecido (em mL), ambos
através do método de semi micro-Kjeldahl, com fator de conversdo de
nitrogénio de 6,25. Para calcular a porcentagem de solubilidade protéica de

cada amostra foi utilizada a Equacao 3.



x 50

% solubilidade protéica = =
W x —

100

x 100 (3)

onde: A (concentragdo de proteina no sobrenadante em mg/ml);
W (massa da amostra em mg);
S (concentracdo protéica da amostra em %).

3.2.8 - Cor das farinhas e dos concentrados protéicos

A coloracao foi determinada no equipamento Color Quest (Hunter Lab,
Reston, EUA), sendo utilizado o padrao descrito por Paredes-Lopez et al.
(1990).

A farinha-base e a desengordurada foram comparadas a farinha integral
padrdo (FIP) com os seguintes valores: parametro “"L” (tonalidade de branco a
preto) 81,9, parametro “a” (variacdo de cor entre o vermelho e verde) 0,3 e
parametro “b” (azul ao amarelo) 11,8. A farinha hidrolisada foi comparada a
farinha hiperprotéica padrao (FHP) com os seguintes valores: parametro “L”

72,3, parametro “a” 0,5 e o parametro “b” 15,7 (Paredes-Lopez et al. 1990).

3.3 - Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de estatistica. As
médias foram comparadas com o uso do teste de Tukey e consideradas
diferentes estatisticamente com p<0,05. Para tal analise, utilizou-se o software

Statistics versao 5.0.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Obtencao da farinha-base, desengordurada e hidrolisada

O processo de obtengdo da farinha-base foi rapido e simples devido ao
uso do moinho de rolos com sistema acoplado de peneiras. Apesar do
rendimento ter sido alto (~91%), este processo provocou perdas
consideraveis, gerando um grande volume de residuo (~9%). A Tabela 6
mostra o fracionamento e rendimento do processo de obtencdo da farinha-

base.

Tabela 6 - Fracionamento e rendimento da farinha do grdo de amaranto

(Amaranthus cruentus variedade Japonica) de acordo com a granulometria da

fracdo.
Rendimento do fracionamento (%)
Diametro (um) Diametro (um) Diametro (um) Perdas
> 599 250 a 599 150 a 240
17,2 12,2 61,9 8,7

Quando sao comparados estes resultados com aqueles encontrados por
Marcilio (2001), verifica-se que aqui houve maior rendimento. A razdo para tal

fato pode ter sido pelo uso do sistema de peneiras acoplado ao moinho e a
unido das fragdes de particulas com granulometria inferior a 250 pm.

O desengorduramento da farinha-base foi lento e dispendioso, devido ao
tamanho do aparelho de soxhlet, ndo permitindo o manejo de lotes maiores
que 70 gramas e ao longo tempo de extragao (6 horas). Foi necessario repetir

a operagao 15 vezes para totalizar um quilograma de farinha desengordurada.

O processo para a obtencdao da farinha hidrolisada também foi lento
devido o baixo rendimento final (cerca de 25%). Cada processo exigia 200

gramas de farinha-base inicial, sendo que o rendimento final era inferior a 50



gramas de farinha hidrolisada. Desta forma, foram realizados 20 processos de

hidrolise amildcea para totalizar 1 kg de farinha hidrolisada.

4.2 - Composicao aproximada das farinhas

A Tabela 7 apresenta a composicao centesimal da farinha-base (FB),
desengordurada (FD) e hidrolisada com a-amilase (FH).

Tabela 7 - Composi¢do aproximada® das farinhas do amaranto (Amaranthus

cruentus variedade Japonica) em base seca.

Amostras de farinhas

Componentes FB* FD! FH!
Proteina’ 14,64° 16,48° 30,36°
(0,19) (0,15) (1,79)
Umidade 7,64°2 11,42% 9,30
(0,33) (0,43) (0,51)
Cinzas 3,67° 3,27° 3,60°
(0,07) (0,08) (0,23)
Amido 66,40 ° 65,82 33,43°
(0,98) (0,99) (0,97)
Lipides 6,65° 0,77° 15,20°¢
(0,07) (0,03) (0,77)

lyalores médios de 3 determinagbes (DP) com letras diferentes na mesma linha possuem
diferenca estatistica (P<0,05) pelo teste Tukey; ’N x 6,25. Exclui-se o teor de fibras nesta
composigao.

FB: Farinha-base; FD: Farinha desengordurada; FH: Farinha hidrolisada com «-amilase.

Os teores aqui relatados coincidentes aos encontrados na literatura em
relacdo a farinha-base (Becker et al., 1981; Teutonico & Knorr, 1984) e ao
produto hidrolisado (Paredes-Lopez et al., 1990; Guzman-Maldonado &
Paredes-Lopez, 1994).

Verifica-se através destes resultados o processo de desengorduramento
removeu quase 90% dos lipides da FB e provocou aumento significativo
(p<0,05), porém ndo substancial (~12%) no teor de proteina. Os demais

componentes tiveram aumento relativo nas concentracdes, mas sem
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diferengas significativas (p>0,05), ocorrendo desta maneira distribuicdo nao

uniforme entre eles.

Por outro lado, a hidrolise dos amidos foi capaz de alterar a
significativamente (p<0,05) a concentragdo de amido, proteina e lipides. O
processo de hidrdlise da amilose provocou reducdo de 50% no conteldo
amilaceo da farinha e, por consequéncia, aumentos de aproximadamente

100% nos teores de proteina e gordura.

4.3 - Composicao aproximada dos concentrados protéicos do amaranto

A Tabela 8 apresenta a composicao aproximada dos concentrados
protéicos de amaranto provindo da farinha-base (CPFB), desengordurada
(CPFD) e hidrolisada (CPFH).

Tabela 8 - Composicdo aproximada' dos concentrados protéicos de amaranto

(Amaranthus cruentus variedade Japdnica), em base seca.

Amostras dos concentrados

Componentes CPFB CPFD? CPFH*
Proteina’ 56,74 ° 80,47° 74,84 ¢
(1,45) (1,23) (3,75)
Umidade 4,06° 3,63°% 3,572
(0,13) (0,26) (0,13)
Cinzas 3 55" 3,65 3,752
(0,12) (0,12) (0,12)
Amido 14,69° 3,75° 1,57°¢
(0,07) (0,12) (0,19)
Lipides 7,14°" 0,65° 8,12°
(0,65) (0,17) (0,52)

lvalores médios de 3 determinagbes (DP) com letras diferentes na mesma linha possuem
diferenga estatistica (P<0,05) pelo teste de Tukey; 2N x 6,25; Exclui-se o teor de fibras nesta
composicdo

CPFB: Concentrado protéico da farinha base; CPFD: Concentrado protéico da farinha
desengordurada; CPFH: Concentrado protéico da farinha hidrolisada.

Os teores de proteina, lipides e amido dos concentrados mostram



diferencas estatisticas (p<0,05) entre si, porém as concentragoes de umidade

e cinzas nao mostraram alteracdo.

Assim, pode se entender que as variacdes encontradas nos valores de
proteina, lipides e amido devem-se as caracteristicas de composicdo
centesimal das farinhas e estado fisico-quimico dos componentes. E razoavel
pensar que a presenca das gorduras na farinha, por exemplo, modifique o
micro-ambiente das proteinas, diminuindo a sua extratabilidade e a pouca
variagao nos teores de umidade e cinzas pode ser atribuida & uniformidade dos
processos, incluindo a neutralizagdo, dialise e liofilizagdo, aos quais as

matérias-primas foram submetidas.

O teor de proteina do concentrado protéico da farinha-base foi superior
aos encontrados por Luquez et al. (1996 e 1997), Bejosano & Corke (1998) e
Fidantsi & Doxastakis (2001), todos com teores equivalentes de cinzas e
lipides. Provavelmente o maior teor de proteina extraido em nossos
concentrados tenha sido causada pela operagdo de dialise e o menor grau de

umidade pelo processo de liofilizagao.

Ainda considerando-se que a remogao das fragdes lipidica e amilacea da
farinha-base obviamente possibilitaria a obten¢do de concentrados com maior
teores de proteina, ndo existem na literatura relatos de concentrados protéicos

obtidos apds a remoc&o dos lipides nem apds a hidrdlise dos amidos.

Deve-se ressaltar que foi entendido como significativo o fato de que a
remogao da fragdo lipidica tenha produzido um concentrado com teor protéico
desproporcionalmente elevado. Isto pode ser explicado se considerarmos o
efeito isolante que a gordura produz pela sua disposicdo fisica em torno dos
corpos protéicos e a auséncia de tal gordura poderia permitir a solvatacdo e
precipitagao de maior quantidade de proteina.

4.4 - Rendimento na producao dos concentrados protéicos

A Tabela 9 apresenta o nimero de lotes produzidos, a quantidade e a

recuperacao protéica média para cada concentrado protéico.



Tabela 9 - Distribuigdo dos concentrados de amaranto (Amaranthus cruentus
variedade Japodnica) de acordo com o numero de lotes, quantidade e

rendimento protéico médio.

Concentrados
CPFB CPFD CPFH
NUmero de processos 7 5 7
Quantidade média (g)* 14,94 (1,5)° 19,46 (1,75)° 12,98 (0,9)°
Recuperacdo protéica (%) 28,95 47,54 20,48

lvalores médios (DP) com letras diferentes na mesma linha possuem diferenca estatistica
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

CPFB: Concentrado protéico da farinha base; CPFD: Concentrado protéico da farinha
desengordurada; CPFH: Concentrado protéico da farinha hidrolisada.

De acordo com os resultados apresentados, verifica-se que o CPFD foi o
gue obteve maior rendimento (~47%), seguido dos concentrados originados
da farinha-base e da farinha hidrolisada, demonstrando assim que, a remocao

de gordura é capaz de provocar uma maior extratabilidade da proteina.

A Figura 4 apresenta os teores protéicos das farinhas, concentrados,
residuos e soros, com o intuito de comparar e avaliar a eficacia do processo de

concentracdo para cada concentrado.
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Figura 4 - Teores de proteina das farinhas (FB, FD, FH), concentrados (CPFB,
CPFD, CPFH), residuos (RFB, RFD, RFH) e soros dos concentrados (SCPFB,
SCPFD, SCPFH) - soros, em mg/mL, farinha, concentrado e residuo, em

g/100g.

Estes resultados mostram que o CPFD apresentou as menores perdas de
proteina no residuo (4g/100g) e no soro (3mg/mL), sequido do concentrado
produzido a partir da farinha hidrolisada. Entretanto, o CPFB obteve grandes
perdas protéicas no residuo (20g/100g) e considerdaveis no soro (6mg/mL).
Estas perdas provavelmente ocorreram pela interacdo natural das fibras,
gordura, amido e proteina presentes na farinha-base.
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Enfim, o concentrado produzido a partir da farinha desengordurada
forneceu o produto com maior concentracao protéica e maior rendimento em
massa. O concentrado obtido da farinha hidrolisada mostrou também poucas
perdas, porém o seu rendimento em termos de massa total e sua concentracdo

de proteina foram inferiores aos do concentrado da farinha desengordurada.

A remocao parcial de amidos pelo processo de hidrélise com a-amilase,
nao tendo alcangado os mesmos resultados de eficiéncia no CPFH do que no
CPFD, sugere que a interacdo entre amidos e proteinas ndo seja
significativamente diferente antes e depois da hidrélise. Tal dedugdo da-se a
partir da consideragao da pouca modificagdo na extratabilidade da proteina,
uma vez considerada a perda de carboidratos. O maior impacto da hidrodlise
obviamente recaiu sobre a eliminagao parcial desta fragdo na composicao total
da farinha. Infelizmente os resultados aqui obtidos nao encontram na literatura

dados similares para que se pudesse estabelecer uma comparagao.

4.5 - Perfil de acidos graxos dos lipides totais
a) Farinha-base, desengordurada e hidrolisada

A Figura 5 apresenta o perfil de acidos graxos dos lipides da farinha-
base (FB), desengordurada (FD) e hidrolisada com a-amilase (FH).

Foram considerados apenas os acidos graxos que tiveram a identificacao
com o uso de padrdo externo (Sigma, St Louis, EUA) e com a area superior a
1%.

A FB apresentou 90% da area total com a presencga e identificagdo de
4cidos graxos com expressdo superior a 1% e predominio de oléico e linoléico.
A seqiiéncia decrescente foi: acido oléico, linoléico, palmitico e estearico. Essa

seqliéncia e valores sdo similares aos encontrados por Becker et al. (1981).

A FD apresentou perfil semelhante ao da FB, porém com ligeira perda de
linoléico. J& a FH mostrou uma alteracdo no perfil correspondente a inversao

da concentracdo relativa do linoléico e o oléico. Isto significa que o tratamento
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enzimatico (que inclui um passo de aquecimento) provocou a diminuicdo

seletiva do C18:1, em detrimento especial do linoléico.

| E
I‘ 0___. s 2 - . 3 =
f palmitico estearico oléico linoléico

| OFBOFD OFH|

Figura 5 - Perfil dos acidos graxos mais expressivos (% area total) de dleo
extraido das farinhas de amaranto (Amaranthus cruentus variedade Japdnica)
FB: farinha-base; FD: farinha desengordurada; FH: farinha hidrolisada com -

amilase.

A area dos acidos graxos identificados e com expressao superior a 1%
da farinha desengordurada foi de 93% e da farinha que sofreu hidrélise
enzimatica do amido representou 88%. Estes dados mostram que, enquanto o
desengorduramento provocou a remogdo preferencial de acido linoléico, a
hidrélise da fracdo amildcea ocasionou baixa recuperagdo dos quatro,
especialmente do acido oléico.
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b) Concentrados protéicos

A Figura 6 apresenta o perfil de acidos graxos dos lipides apurado em
cada um dos concentrados protéicos produzidos da correspondente farinha. Da
mesma forma, foram considerados apenas os acidos graxos que tiveram a
identificacdo com o uso de padrao externo (Sigma, St Louis, EUA) e com a
area superior a 1%.

I T T T

estedrico oléico linoléico ’:

OCPFB OCPFD OCPFH |

palmitico

Figura 6 - Perfil de acidos graxos (% drea total) de Odleo extraido dos
concentrados protéicos de amaranto (Amaranthus cruentus variedade
Jap6nica) CPFB: concentrado protéico da farinha-base: CPFD: concentrado
protéico da farinha desengordurada; CPFH: concentrado protéico da farinha

hidrolisada com a-amilase.
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Em todos os concentrados protéicos foram identificados aproximadamente
75% da area com acidos graxos identificados e com area superior a 1% e a
sequéncia obtida dos acidos graxos nos concentrados foi equivalente a farinha
de origem.

Quando sdo observadas as Figuras 5 e 6, percebe-se que foram muito
peguenas as alteracGes nos perfis de acidos graxos dos concentrados e suas
respectivas farinha de origem. Porém se ocorressem alteracdes nos perfis dos
concentrados estes poderiam ser explicadas através de possiveis reagdes ou
interacdoes entre certos acidos graxos e/ou outros componentes da farinha,
levando extracdes diferenciadas de gordura na hora da analise. Poderia se dar
o caso, também, de que as préprias proteinas arrastassem gorduras de forma
seletiva durante a extracdo, alterando assim o perfil de acidos graxos no

extrato.

4.6 - Perfil de aminoacidos
a) Farinha-base, desengordurada e hidrolisada

A Tabela 10 apresenta os teores de aminoacidos (mg/100mg da
proteina) das farinhas de amaranto (FB, FD e FH), comparado ao padrao
referéncia (FAO, 1985).

De acordo com os dados apresentados, o aminodcido limitante da FB e a
FD é a leucina, enquanto que na FH é a lisina. Os teores de leucina da FB e a
FD sdo baixos (5,49 e 5,8mg/100mg de proteina, respectivamente), quando
comparada ao padrdo referéncia (6,6mg/100mg de proteina). Esse fato resulta
em Escore de 0,83 (FB) e 0,88 (FD), concordando com a maioria dos autores
(Irving et al., 1981; Betschart et al., 1981; Saunders & Becker, 1984;
Teutonico & Knorr, 1985; Correa et al., 1986; Bejosano & Corke, 1998).

No entanto, a FH mostrou contetido de leucina igual ou superior ao
requerimento indicado pela FAO, enquanto que o teor de lisina encontrou-se

reduzido (5,38 mg/100mg de proteina) em relagdo a referéncia (5,8mg/100mg
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de proteina), resultando em Escore de 0,93. Esta reducdo no teor de lisina na
FH e a inversdo das limitancias podem ser explicadas, em primeiro lugar, pela
proximidade dos teores de leucina e lisina aos valores do perfil de referéncia e,
em segundo lugar, pelo tratamento térmico (90°C) ao qual a farinha foi
submetida. E interessante ressaltar esse fato, visto que as farinhas vegetais

ndo sao muito susceptiveis a perda de lisina pela reagdo de Maillard.

Tabela 10 - Teor de aminoacidos (mg/100mg de proteina) das farinhas de
amaranto (Amaranthus cruentus variedade Jap6nica), o padrdo referéncia’ e

Escores quimicos.

Aminoacidos Teor de aminoacidos Escore quimico
FB FD FH FAO EQgs EQrp EQen
Essenciais
Leu 549- 5,80 .. 6,75 6,6 083 0,88 1,02
Lys 5.85 6,31 5.38 5,8 1,01 1,09 0,93
Trn 3,68 3,89 3,76 3,4 1,08 1,14 1,11
Phe + Tyr 7:72 8,23 8,65 6,3 1,23 1,31 1,37
Val 4,95 4,34 4,81 S 1,41 1,24 1,37
His 2,53 2,49 2,82 1,9 1,33 1,31 1,48
Ile 3,74 4,02 4,21 2,8 1,34 1,44 1,50
Met + Cys 3,26 3,57 3,54 2,5 1,30 1,43 1,42
Trp - » E 1,1 m = -
Nao essenciais
Glu 16,47 17,6 17,14
Arg 8,08 9,06 9,77
Asp 8,20 8,73 9,43
Gly 7,54 7,78 7:36
Ser 5,79 5,8 6,26
Pro 3,74 3,38 4,55
Ala 3,74 3,89 3,94

Recuperacao 90,78 94,89 98,73

‘teor de aminoacidos para criancas de 2 a 5 anos (FAO, 1985) FB: farinha-base; FD: farinha
desengordurada; FH: farinha hidrolisada com amilase; EQrg: Escore quimico farinha-base; EQep:
Escore quimico farinha desengordurada; EQgy: Escore quimico farinha hidrolisada



Se as proteinas vegetais sdo mais susceptiveis a perda de lisina com o
tratamento térmico, isto sugere a ocorréncia de duas possibilidades: ou as
proteinas possuem grupos lisila relativamente expostos na sua superficie, ou
acidos graxos polinsaturados oxidam-se e produzem compostos aldeidicos, os
que, por sua vez, reagiriam com 0S grupos amino, como o s-amino das cadeias

laterais lisila.

O alto conteldo de aminodcidos sulfurados na FB (3,26mg/100mg de
proteina), na FD (3,57mg/100mg de proteina) e na FH (3,54mg/100mg de
proteina), resultou em Escores especificos de 1,3, 1,43 e 1,42,
respectivamente. Esses resultados sao consistentes com os relatos de varios
pesquisadores (Saunders & Becker, 1984; Teutonico & Knorr, 1985; Correa et
al., 1986) e fazem do amaranto ndo somente um alimento mais completo do

que as leguminosas, sendo também um possivel complemento alimentar.

Os aminoacidos denominados “ndo indispensaveis” ou “ndo essenciais"
apresentaram, em todas as farinhas, teores inferiores aos encontrados por
Saunders & Becker (1984), porém o elevado contelido de acido glutamico,
arginina e acido aspartico predominaram em todas as farinhas, fator que pode
contribuir para as propriedades funcionais tecnolédgicas que exigem a presenca
de aminoacidos polares para conferir solubilidade a proteina.

b) Concentrados protéicos

A Tabela 11 apresenta os teores de aminoacidos nos concentrados
protéicos de amaranto (CPFB, CPFD e CPFH) comparados ao padrdo de
referéncia (FAO, 1985).

De acordo com os dados apresentados, dois aminoacidos limitantes
aparecem em todos os concentrados: a leucina e a lisina. A leucina,
entretanto, figura como 1° limitante, com Escore Quimico de 0,64 para o CPFB,
0,54 para o CPFD e 0,52 para o CPFH. Por sua vez, o Escore da lisina se
manteve muito préximo de 1,0 nos concentrados CPFB e CPFD. O valor

significativamente inferior do CPFH, mais provavelmente € devido ao



tratamento térmico empregado no processo de hidrdlise.
Bejosano & Corke (1998) encontraram em concentrados de amaranto,
baixo teor de lisina com EQ de 0,88 e teor limiar de leucina com EQ de 1,02.

Tabela 11 - Teor de aminoacidos (mg/100mg de proteina) dos concentrados
protéicos provindos da farinha de amaranto (Amaranthus cruentus variedade

Japdnica), o padréo referéncia' e Escores quimicos.

Teor de aminoacidos Escores quimicos

Aminoacidos CPFB CPFD CPFH FAO EQcprs EQchD EQcrru

Essenciais

Leu 4,23 3,56 3,46 6,6 0,64 0,54 0,52

Lys 563 5,38 3,76 5,8 0,97 0,93 0,65

Trn 4,23 3,56 3,46 3,4 1,24 1,05 1,02
Phe + Tyr 9,54 9,43 9,9 6.3 1,51 1,50 157

Val 5,09 4,48 4,06 3:5 1,45 1,28 1,16

His 3,85 3,29 3,8 1,9 2:03 1,73 2,00

Ile 4,96 4,27 4,31 2,8 1,77 1,55 1,54
Met + Cys 3,29 3,84 3,34 2,5 1,32 1,54 1,34

Trp - - - 1 - - -

Nao essenciais

Glu 19,65 19,47 19,85

Arg 11,61 10,92 11,99

Asp 9,94 9,07 9,17

Gly 59 5,17 5,52

Ser 6,10 5,24 6,18

Pro 4,62 3,83 4,63

Ala 4,58 3,87 3,59

Recuperacao 98,24 98,25 98,38

teor de aminoéacidos para criancas de 2 a 5 anos. CPFB: concentrado protéico da farinha-base;
CPFD: concentrado protéico da farinha desengordurada; CPFH: concentrado protéico da farinha
hidrolisada com amilase; EQcers: Escore quimico do concentrado protéico de farinha-base;
EQcprp: Escore quimico do concentrado protéico de farinha desengordurada; EQcpen: Escore
quimico do concentrado protéico de farinha hidrolisada
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Assim como nas farinhas, os concentrados também apresentaram altos
teores de aminodcidos sulfurados, com Escores de 1,32 (CPFB), 1,54 (CPFD) e
1,34 (CPFH), confirmado pelo trabalho de Bejosano & Corke (1998). A
presenca destes aminoacidos pode favorecer a melhora de inUmeras
propriedades funcionais tanto na area tecnologica (formagéo de gel), como na
area fisiologica.

A riqueza em termos de aminoacidos sulfurados da proteina no
concentrado de amaranto é comparavel com a mistura arroz + feijdo + milho,
o que reforca a nogdo de que a proteina desde “pseudo-cereal” é recomendavel

para a elaboragao de alimentos completos.

Em relacdo aos aminoacidos nao indispensaveis, o elevado conteldo de
acido glutédmico, arginina e Aacido aspartico predominante em todos os
concentrados é coincidente com os dados apresentados por Bejosano & Corke
(1998). Este fato pode contribuir para melhora das propriedades funcionais
tecnoldgicas que exigem a presenca de aminoacidos polares para conferir

solubilidade a proteina (Sgarbieri, 1998).

4.7 - Perfil de peso molecular das proteinas
a) Farinha-base, desengordurada e hidrolisada

As proteinas presentes nas farinhas foram dissolvidas e analisadas
colocando cada farinha diretamente no gel de eletroforese. A descricao dos
pesos moleculares, os densitogramas e os perfis eletroforéticos das proteinas
contidas nas farinhas de amaranto estdo apresentados na Tabela 12, Figura

7 e Figura 8, respectivamente.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 12, podemos observar
que na farinha-base foram observadas 8 bandas protéicas com peso molecular
(PM) entre 60.739 e 10.501Da. Por outro lado, o processo de
desengorduramento mostrou 11 bandas (58.310 a 10.939 Da), com o
acréscimo de duas novas bandas, uma proxima dos 30.000Da e outra em
torno dos 20.000Da, enquanto que a modificacdo amilolitica mostrou 10
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bandas (58.310 a 11.395Da), com novas bandas também nas proximidades de

30.000Da e 20.000Da. Estes achados nado tém sido relatados na literatura.

Tabela 12 - Distribuicdo dos pesos moleculares (Da) das proteinas das

farinhas de amaranto (Amaranthus cruentus variedade Japonica).

N° de ordem Intervalo de PM Farinhas

FB (b) FD (c) FH (d)
1 > 50.000Da 60.739 58.310 58.310
2 30.000 a 40.000Da 37.986 39.568
3 32.929 33.608

4 31:612 30.348
5 20.000 a 30.000Da 25,716 25.256 25.776
6 23.276 23,756
7 22.345 21.894 22.345
8 10.000 a 20.000Da 18.220 18.220 18.220
9 15.163 15.795 15.765
10% 12.364 13.144 13.144
11% 10.501 10.939 11.395

FB: farinha-base; FD: farinha desengordurada; FH: farinha hidrolisada com amilase. (b), (c),
(d): letras correspondentes as da Figura 7 *Bandas de PM inferior ao padrdo de minimo PM

Comparando os densitogramas (Figura 7b e 7c) das proteinas da FB e da
FD, é possivel afirmar que o maior nimero de bandas identificadas, apds a
modificacdo do microambiente natural, pode ser resultado da "singularizagdo"
ou independéncia de algumas proteinas que ndo possuiam mobilidade
eletroforética prépria antes de terem certos lipidios removidos. Isto €, algumas
proteinas no grdo de amaranto poderiam estar recobertas por camadas
lipidicas e/ou formando algum tipo de complexo lipoprotéico. Com a remogao
das gorduras, tais complexos poderiam perder parte das camadas associadas,

permitindo-se assim uma migracdo desimpedida das proteinas.
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Figura 7 - Densitogramas das proteinas das farinhas de amaranto

(Amaranthus cruentus variedade Japénica) (a) padrdo de peso molecular; (b)
farinha-base; (c) farinha desengordurada; (d) farinha hidrolisada com a-

amilase.
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Figura 8 - Perfil eletroforético das proteinas totais das farinhas de amaranto
(Amaranthus cruentus variedade JapOnica) em gel de poliacrilamida, SDS, com
gradiente 8-25%. Coluna 1: farinha hidrolisada com a-amilase (FH); Coluna
2: farinha desengordurada (FD); Coluna 3: farinha-base (FB); Coluna 4:
padrdo de baixo peso molecular (a: 14.400Da - b: 20.100Da - c: 30.000Da -
d: 43.000Da - e: 67.000Da - f: 94.000Da);
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O estudo do perfil eletroforético (Figura 8) ainda sugere que as
‘lipoproteinas’ ndo sdo artificio de procedimento, ou seja, que ndo se trata de
uma associacao acidental ou criada involuntariamente durante a extracdo da
proteina, mas que se trata de proteinas especificas, provavelmente produzidas
no reticulo endoplasmatico rugoso da célula do endosperma do grdao de
amaranto (Forato et al., 2000).

Comparando os perfis da FB e da FH, nota-se também que ocorreu o
surgimento de duas novas bandas na faixa de 30 a 40kDa, semelhante ao caso
do desengorduramento, e outra, de PM ~23.700Da. Dada a complexidade do
quadro e a falta de informacoes sobre tais estruturas, ndo podemos descartar
a existéncia de interacoes fisico-quimicas do complexo lipoprotéico com certos

polissacarideos.

b) Concentrados protéicos

Com o objetivo de verificar se o processo de extragao da proteina podia
alterar a conformacdo ou arranjo estrutural das proteinas, foram repetidas as
eletroforeses apos o isolamento das proteinas do gréo.

A descricdo dos pesos moleculares, os densitogramas e os perfis
eletroforéticos das proteinas que compdem os concentrados prote€icos das
farinhas de amaranto estdo apresentados na Tabela 13, Figura 9 e Figura

10, respectivamente.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 13, podemos observar
que no CPFB foram identificadas 7 bandas protéicas com peso molecular entre
58.439 e 11.703Da. O mesmo numero de bandas foi observado no CPFD e
CPFH, com pesos moleculares de 59.641 a 12.189 e 62.119 a 13.772Da,
respectivamente, porém com nova banda proxima a 40.000Da e o

desaparecimento de outra proxima a 20.000Da.

50



Tabela 13 - Distribuicdo dos pesos moleculares (Da) das proteinas dos
concentrados protéicos das farinhas de amaranto (Amaranthus cruentus
variedade Japonica).

N° de ordem Intervalo de PM Concentrados protéicos

CPFB (b))  CPFD(c)  CPFH (d)
1 > 50.000Da 58.439 59.641 62.119
2 30.000 a 40.000Da 40.511 42.194
3 31.731 32.383 35.130
4 20.000 a 30.000Da| 26.419 26.962 26.962
5 | 23.862 23.381 24.353
6 | 21.99 |
7 10.000 a 20.000Da| 14.941 15.562 16.208
8* 11.703 12.189 13.772

CPFB: concentrado protéico da farinha-base; CPFD: concentrado protéico da farinha
desengordurada; CPFH: concentrado protéico da farinha hidrolisada com amilase; (b), (c), (d):
letras correspondentes as da Figura 9 *Bandas de PM inferior ao padrdo de minimo PM

Comparando os densitogramas (Figura 9b, 9c e 9d) das proteinas de
todos os concentrados, podemos afirmar que o0s processos de
desengorduramento e de hidrolise amilolitica nas farinhas provocaram o
aparecimento de uma banda nos CPFD e CPFH préxima a 40.000Da. Este fato
provavelmente ocorreu devido a modificacgdo do microambiente natural, assim
como ocorreu nas proteinas das farinhas, onde algumas proteinas que ndo
possuiam mobilidade eletroforética propria antes, agora com a remogao de
certos lipidios tem migracdo eletroforética. O desaparecimento de uma banda
proxima a 20.000Da nos CPFD e CPFH pode ter sido causada durante o
processo de extragdo das proteinas.
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Figura 9 - Densitogramas das proteinas dos concentrados protéicos das
farinhas de amaranto (Amaranthus cruentus variedade Jap0nica) (a) padrao de
baixo peso molecular; (b) concentrado protéico da farinha-base; (c)
concentrado protéico da farinha desengordurada; (d) concentrado protéico da

farinha hidrolisada com a-amilase.
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Figura 10 - Perfil eletroforético das proteinas dos concentrados de amaranto
(Amaranthus cruentus variedade Jap6nica) em gel de poliacrilamida com
gradiente 8-25%, na presenca de SDS. Coluna 1: concentrado protéico da
farinha hidrolisada com «-amilase (CPFH); Coluna 2: concentrado protéico da
farinha desengordurada (CPFD); Coluna 3: concentrado protéico da farinha-
base (CPFB); Coluna 4: padrdo de baixo peso molecular (a: 14.400Da - b:
20.100Da - c: 30.000Da - d: 43.000Da - e: 67.000Da - f: 94.000Da).
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Em geral, o processo de desengorduramento na farinha provocou
aumento no numero de bandas identificadas, assim como a hidrélise dos
amidos, porém este em menores proporgdes. Este fato confirma que o
processo de desengorduramento € mais eficaz na concentracdo das proteinas
do amaranto do que a hidrdlise amilolitica, uma vez que as proteinas poderiam

estar complexadas ou recobertas por lipides.

4.8 - Perfil de solubilidade protéica
4.8.1 - Farinha-base, desengordurada e hidrolisada
A Figura 11 apresenta o perfil de solubilidade protéica das farinhas em

solugao salina (NaCl 0,1M) e agua desionizada em 16 pHs

Através da Figura 11, pode-se verificar que todas as farinhas
apresentaram a mesma tendéncia no perfil de solubilidade, uma curva tipica de
solubilidade em formato de “U”, com depressao bastante significativa na regido

isoelétrica e aumento nas extremidades (pHs acidos e basicos).

Os perfis das farinhas sdao similares na agua e na solugdo salina, sendo
que a farinha hidrolisada apresentou menor grau de solubilidade em todos os

pHs analisados, seguida da farinha desengordurada e da farinha-base.

Possivelmente a reducao da solubilidade protéica nas farinhas que foram
processadas foi provocada pelo processo de desengorduramento (a quente) e
hidrélise enzimatica (90°C). Temperaturas entre 50 e 100°C provocam quebra
nas pontes de hidrogénio, nas ligagdes polares e de van der Waals, langando
os grupamentos uns contra os outros de forma aleatéria, causando

desnaturacgdo irreversivel e perda da solubilidade (Amaya-Farfan, 1990).

Em relagdo ao solvente utilizado a &gua foi capaz de solubilizar maior
teor de proteina em todas as farinhas e pHs analisados (&cidos, regiao
isoelétrica, neutro e alcalinos), o que ocorre em funcao do fenédmeno conhecido
por salting-out, onde os ions salinos presentes na solucdo de NaCl competem
com as moléculas de proteina, destruindo a capa de hidratagdo e permitindo
que as moléculas de proteina se atraiam mutuamente, agregando-se e

tornando-se insollveis (Damodaran, 1996).
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Figura 11 - Perfil de solubilidade protéica das farinhas de amaranto
(Amaranthus cruentus variedade JapOnica) em agua desionizada e solugdo
salina (NaCl 0,1M). FB: farinha-base; FD: farinha desengordurada; FH: farinha
hidrolisada com a-amilase.
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Ndo existem na literatura consultada dados relacionados ao perfil de
solubilidade protéica de farinha de amaranto, apenas em pHs isolados. Com o
intuito de otimizar a andlise dos resultados obtidos, os pHs foram divididos em
trés faixas: os pHs &cidos, os pHs da regido isoelétrica e os pHs neutros e
alcalinos.

a) Perfil de solubilidade protéica em pHs acidos (2,0<pH<3,5)

A Tabela 14 apresenta os valores da solubilidade protéica das farinhas

em fungado do solvente nos pHs acidos.

Tabela 14 - Perfil de solubilidade protéica’ das farinhas de amaranto
(Amaranthus cruentus variedade Japonica) em pH acidos em agua desionizada

e solugao salina (NaCl) a 0,1M.

Nacl Agua desionizada
FB FD FH FB FD FH
2.0 47,0 57:b 21.7 61,5 63,4 39,5
(3,3)° (2,7)° (1,9)° (4,3)° (6,6)° L.5)
2:5 41,5 45,9 18,9 48,8 58,5 34,3
(1,72 (.2 37 (2,9)° (5,7)° (2,9)°
3.0 38,6 35,6 16,4 43,5 49,5 17,3
(3,3 (2,7)° (1 (4,3)° (2,7)° (1,8)°
3,5 35,9 291 13,8 41,1 44,1 153
(2,7) (167" (0,4)° (L 7)° (4,8)° (1,8)°
‘valores médios de 6 determinacdes (+DP) com letras diferentes na mesma coluna possuem

diferenga estatistica (p< 0,05) pelo teste Tukey.
FB: farinha-base; FD: farinha desengordurada; FH: farinha hidrolisada com «-amilase

A solubilidade foi superior em pHs extremamente dcidos (2 e 2,5) em
todas farinhas e solventes quando comparada ao pHs acidos (3 e 3,5). Tal fato
se explica através do predominio de cargas positivas em pHs acido que
provoca maior interacdo entre as moléculas de proteina e dgua e também
maior repulsdo entre as moléculas de proteina, aumentando significantemente

a solubilidade das mesmas nesta condicao (Sgarbieri, 1996).
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b) Perfil de solubilidade protéica na regido isoelétrica (4,0<pH<5,0)

A Tabela 15 apresenta os valores da solubilidade protéica das farinhas

em funga@o do solvente na regido isoelétrica.

Os resultados de solubilidade protéica em pHs proximos ao ponto
isoelétrico também demonstram que a dgua foi o solvente capaz de solubilizar
maior teor de proteina em ambas as farinhas e pHs, porém com teores
inferiores aos encontrados nos pHs acidos, visto que a regido analisada esta
proxima ao ponto isoelétrico da proteina de amaranto, cujo valor é plI 4,6
(Fidantsi & Doxastakis, 2001).

Tabela 15 - Perfil de solubilidade protéica’ das farinhas de amaranto
(Amaranthus cruentus variedade JapOnica) na regido isoelétrica em agua

desionizada e solugdo salina a 0,1M.

Nacl Agua desionizada
FB FD FH FB FD FH
4,0 29,5 27,6 8,1 40,1 23,9 12,2
(1,6)° (2,8)° (0,7)° (5,71 (1,6)® (0,4)°
4,25 24,7 15,6 7.4 37,2 22,0 12,2
(1,6)° (1,6)° (0,4)° (2,9)° (2,7)° (1,0)®
4,5 32,4 18,4 9,2 42,9 23,9 13,8
(1,602 fLBye (0,7)* (2,9)° (1,6)° (0,7)°
4,75 34,2 20,2 10,0 50,6 27,5 13,8
(2,8 (1,6) (0,6)° (3,3)° (2,77 (0,7)?
5,0 39,7 22,9 10,4 54,7 31,3 14,0
(2,8)° (1,6)™ (0,7)° (2,8)° (4,2)° (0,6)°

Tvalores médios de 6 determinacgdes (:DP) com letras diferentes na mesma coluna possuem

diferenca estatistica (p< 0,05) pelo teste Tukey.
FB: farinha-base; FD: farinha desengordurada; FH: farinha hidrolisada com «-amilase

Nesta regido, os nimeros de cargas positivos e negativos do meio sao
iguais e, portanto, se neutralizam intramolecularmente. Assim, as moléculas
de proteina apresentam menor afinidade pelo solvente, atraindo-se
mutuamente e formando uma massa insuficientemente solvatada que se

precipita, apresentando um minimo de solubilidade (Damodaran, 1996).
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O pH 4,25 foi o que obteve menor solubilidade nos dois solventes e em
todas as farinhas, entretanto ndo teve diferenca estatistica (p<0,05) dos pHs
4, 4,5 e 4,75. O pH de maior solubilidade neste intervalo foi o pH 5, porém nao
houve diferenca estatistica (p<0,05) do pH 4,75.

Os valores proximos da solubilidade protéica neste intervalo podem ter
sido provocados por diversos fatores, entre eles o intervalo pequeno (pH 4,0 a
5,0), pHs muito préximos e equipamento mal calibrado. No entanto, o
intervalo de pHs entre 4 e 4,75 parece ser o de menor solubilidade,
confirmando o pH 4,6 como sendo o ponto isoelétrico das proteinas do
amaranto (Fidantsi & Doxastaski, 2001).

c) Perfil de solubilidade protéica em pHs neutros e alcalinos
(6,0<pH<11,0)

A Tabela 16 apresenta os valores da solubilidade protéica das farinhas

em fungdo do solvente em pHs neutros e alcalinos.

Tabela 16 - Perfil de solubilidade protéica’ das farinhas de amaranto
(Amaranthus cruentus variedade Japénica) em pHs neutros e alcalinos em
agua desionizada e solugao salina (NaCl) a 0,1M.

Farinhas com NacCl Farinhas com agua desionizada
FB FD FH FB FD FH
6,0 45,7 33,7 12,0 62,5 41,2 18,4
(2,9)° (1,5 (1,3)° (4,4) (2,7)* (1,2)°
7,0 49,9 40,1 12,5 69,4 43,5 19,1
(4,4)° (1,6)™ (0,6)° (2,0)° (1,5)° (0,1)°
8,0 53,0 42,8 17,7 70,2 48,0 24,0
(1,7)" (1,6)° (1.2)° (4,7 2,7)® (1,0)°
9,0 54,2 48,5 29,9 72,0 55,3 26,9
(2,8) (1,6)° (0,7)° (2,9)° (5,7)° (0,8)"
10,0 64,4 56,6 37,0 73,8 59,4 38,3
(L7)F (2,7)° (1,3} (2;8)° 22y (0,7)°
11,0 727 61,6 40,8 77,2 69,4 40,3
(4,4)° (4,2)° (1,3)° (2,9)° (3,2)° (0,4)°

‘valores médios de 6 determinacbes (+DP) com letras diferentes na mesma coluna possuem

diferenca estatistica (p< 0,05) pelo teste Tukey. FB: farinha-base; FD: farinha desengordurada;
FH: farinha hidrolisada com a-amilase



Os resultados de solubilidade protéica em pHs neutros e alcalinos
demonstram mais uma vez que a agua foi o solvente capaz de solubilizar maior
teor de proteina em ambas as farinhas e em ambos os pHs em quantidade

superior a encontrada nos pHs acidos e préximos ao ponto isoelétrico.

Houve forte tendéncia no aumento da solubilidade conforme o
incremento do pH, tendo sido o pH 11 o que obteve maior solubilidade nos dois
solventes e em todas as farinhas. Em pHs alcalinos ocorre o predominio de
cargas negativas (assim como nos pHs acidos, o predominio de cargas
positivas), que provocam maior interagdo entre as moléculas de proteina e
agua e também maior repulsdo entre as moléculas de proteina, aumentando a
solubilidade nestes pHs (Sgarbieri, 1996).

Em resumo, os pHs alcalinos provocaram maior solubilidade e o intervalo
de pHs entre 4,0 e 5,0 obtiveram o menor teor de solubilidade, sendo o pH
4,25 o de menor solubilidade, embora ndo diferisse estatisticamente dos pHs
proximos (4, 4,5 e 4,75). Diante destas informagdes, a produgao dos
concentrados foi realizada utilizando a agua (solvente capaz de solubilizar mais
proteina), o pH de 8,0 (maior solubilizagdo da proteina sem acarretar danos) e

o pH 4,25 para a extracdo da proteina na producgao de todos os concentrados.

4.8.2 - Concentrados protéicos

Na Figura 12 estda apresentado o perfil de solubilidade protéica dos
concentrados protéicos de amaranto de acordo com os pHs e solventes. Nos
concentrados foram estudados apenas 4 pHs, caracterizando os pHs &acido
(3,0), pH da regido isoelétrica (5,0), pH neutro (7,0) e pH alcalino (9,0).

Todos os concentrados mostraram comportamento tipico de uma curva
geral de solubilidade protéica, isto €, com o méaximo de solubilidade em regides
acidas e basicas e o minimo de solubilidade em regides que provavelmente

possuem o ponto isoelétrico da proteina, neste caso proximo de 5.
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Figura 12 - Perfil de solubilidade protéica dos concentrados protéicos das
farinhas de amaranto (Amaranthus cruentus variedade Japdnica) em solucdo
salina e agua desionizada. CPFB: concentrado protéico da farinha-base: CPFD:
concentrado protéico da farinha desengordurada; CPFH: concentrado protéico
da farinha hidrolisada com «-amilase.
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O pH 9 foi o que apresentou maior solubilidade protéica, independente
do tipo de farinha e do solvente empregado. Isto pode ser explicado em funcdo
do predominio de cargas negativas que ocorre em pHs alcalinos, provocando
maior interagdo entre as moléculas de proteina e dgua e a maior repulsdo
entre as moléculas de proteina, aumentando a solubilidade no referido pH
(Sgarbieri, 1996).

Os pHs 3 e 7 também resultaram em taxas de solubilidade altas, porém
inferiores aos atingidos pelo pH 9. No pH &cido (3), ocorre o predominio de
cargas positivas e no pH neutro (7) de cargas negativas em fungdo do
afastamento da regido do pI, as quais provoca maior interacdo entre as

moléculas de proteina e dgua (Sgarbieri, 1996).

Dentre todos os pHs estudados, o pH 5 foi o que atingiu menor
solubilidade nos concentrados. Este pH esta préximo ao ponto isoelétrico das
proteinas do amaranto (4,6) e os numeros de cargas positivos e negativos do
meio sdo iguais, ocorrendo a neutralizagdo intramolecular com menor afinidade
entre as moléculas de proteina e o solvente e, portanto forma-se uma massa

insoluvel que se precipita (Damodaran, 1996; Sgarbieri, 1998).

O Unico trabalho encontrado na literatura sobre a obtencdo de
concentrado protéico de amaranto foi realizado por Lucquez e colaboradores,
em 1996. Estes autores solubilizaram ~94,3% da proteina em pH 11, obtendo

um concentrado com teor protéico de ~53%.

Em trabalho recente, Takeiti (2002) pesquisou o perfil de solubilidade de
isolado de soja com teor protéico de 97%, nos pHs 3, 5 e 7, em NaCl 0,1M e
obteve correspondentemente 14%, 1% e 12% de solubilidade da proteina.
Vale ressaltar que, as caracteristicas das proteinas da soja sdo diferentes das
do amaranto no que tange as fragOes protéicas e composicdo em aminoacidos.
Os valores encontrados por esse autor sao muito inferiores aos obtidos no
atual estudo. Isto poderia ser explicado pela alta quantidade de albuminas
(proteinas soluveis em agua), pela presenca de residuos aminoacidicos com
cardter acido (aspartila e glutamila) e basico (histidila e arginila) que as

proteinas do amaranto apresentam.
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Trabalho envolvendo proteinas plasméticas de sangue bovino (globulinas
e albuminas) e seu perfil de solubilidade indicaram que as globulinas
mostraram quase 70% de solubilidade protéica em pH 3, ~60% em pH 5 e
~80% em pH 7, enquanto que as albuminas apresentaram ~75% de
solubilidade em pH 3, ~90% em pH 5 e ~85% em pH 7. Estes dados mostram
a alta capacidade de solubilidade que as proteinas plasmaticas possuem,
devido a presenca de caracteristica comuns com as proteinas do amaranto,

como os residuos e as fragdes protéicas (Prata, 2002).

4.8.3 - Comparacao do perfil de solubilidade protéica de farinhas e
concentrados

A Figura 13 apresenta somente os pHs comuns as farinhas e aos

concentrados (pHs 3, 5, 7 e 9).

Neste grafico onde estéo apfé_sentados somente os pHs comuns aos dois
produtos (farinhas e concentrados) podemos perceber que ambos possuem
curvas tipicas de perfis de solubilidade (alto teor de proteina solGvel em pHs
acidos e basicos e baixo em pHs préxima da regido isoelétrica). Porem a
diferenca significativa seria que os concentrados apresentam aclive mais
acentuado no pH 5, caracterizando o perfil de solubilidade em curva em
formato “V” e as farinhas em formato “U” com aclive mais amplo. O aclive
acentuado nos concentrados deve-se provavelmente pelo isolamento da

proteina.
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Figura 13 - Perfil de solubilidade protéica das farinhas e concentrados
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4.9 - Cor das farinhas e concentrados de amaranto

Na Tabela 17, estdo apresentados os valores dos pardmetros de
coloragdo “L” (100 branco e 0 preto), “a” (+vermelho e -verde) e “b”
(+amarelo e -azul) para as farinhas de amaranto produzidas e o padrdo da
farinha integral padrao (FI) e hiperprotéica padrdo (FHP) utilizado em pesquisa
realizada por Paredes-Ldpez et al. (1990).

Tabela 17 - Parametros de coloragdo' das farinhas de amaranto (Amaranthus

cruentus variedade Jap6nica) comparadas a dois padrdes de referéncia?

Farinhas testes Farinhas padrao

Parametros FB* FD! FH! FIP2 FHP?2

L 78,82 81,0° 66,5¢ 81,9° 72,3 °
(1,09) (0,95) (0,06)

A 18" 1,52 5.3° 03 ° @5 ¢
(0,03) (0,27) (0,05)

b T1.6° 10,4° 16,6° 1189 15,7 b
(0,05) (0,69) (0,05)

lvalores médios em 3 determinagoes (zDP) com letras diferentes na mesma linha possuem

diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste Tukey. 2Paredes-Lopez et al., 1990.
FB: farinha-base; FD: farinha desengordurada; FH: farinha hidrolisada com «-amilase; FI:

farinha integral; FHA: farinha hiperprotéica.

Os resultados mostraram que o valor dos parametros entre a farinha-
base e farinha desengordurada nao apresentaram diferenca estatistica
(p<0,05) entre si, porém quando comparadas a farinha integral padrao,
apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) no parametro “a”, caracterizando-

as por possuirem cor vermelha mais intensa que o padrdo adotado.

A farinha hidrolisada obtida no presente estudo apresentou todos os
valores dos parametros estatisticamente diferentes (p<0,05) em relacdao as
outras duas farinhas processadas (FB e FD). Quando comparada ao padrao
(FHA), a farinha obtida apresenta igualdade somente no parametro “b”,

caracterizando-se como uma farinha mais amarelada que o padréo.
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Os valores baixo do parémetro “L” e o alto de “a” da farinha hidrolisada
em relagdo as farinha-base e a desengordurada, caracterizam-na ser uma
farinha avermelhada, podendo ser atribuido ao processo de hidrélise dos
amidos, que pode ter causado reacdo de Maillard, ocasionando um

escurecimento na farinha, acarretando prejuizo visual a esta farinha.
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5 - CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados podemos concluir que:

a) independente de se o processo utilizado para a obteng&o do isolado envolver
desengorduramento ou hidrélise dos amidos, ndo foi possivel obter um produto

com 90% de proteina;

b) apesar do processo de desengorduramento da farinha de amaranto ser
lento, esta técnica parece ser a mais eficaz no que diz respeito a recuperacao
protéica do grao (47%) e ao teor de proteina (80%) do concentrado produzido

a partir desta farinha;

c) o processo de hidrélise dos amidos na farinha de amaranto resultou num
produto (farinha hidrolisada) com alto teor de proteina (30%), porém quando
este produto foi utilizado para extrair a proteina, a recuperacdo de nitrogénio

foi pequena (20%);

d) a farinha-base e o respectivo concentrado protéico possuiram maior
solubilidade na maioria dos pHs estudados (acidos, préximos ao ponto
isoelétrico, neutros e alcalinos), independente do solvente utilizado (dgua ou
solucdo salina), sendo que os mesmo sado considerados as melhores opcoes na
formulagcdo de produtos alimenticios liquidos com propriedade nutricional e

funcional tecnoldgica;

e) o pH de menor solubilidade em todas as farinhas, independente do solvente,
foi 4,25, sendo o mesmo utilizado para a produgao de todos os concentrados

protéicos;

66



f) os perfis de acidos graxos das farinhas e os respectivos concentrados foram
semelhantes e apresentaram predominio dos &cidos graxos oléico e linoléico,
com 60% da area total dos acidos graxos identificados;

g) os perfis de aminoacido das farinhas e concentrados protéicos mostraram
que: os aminoacidos sulfurados encontram-se em alto teor, a leucina foi o
primeiro aminoacido limitante em todos concentrados, farinha-base e

desengordurada e a lisina na farinha hidrolisada;

h) o processo de desengorduramento e de hidrdlise amilolitica da farinha
provocou no perfil eletroforético aumento no nimero de bandas identificadas,

sendo mais evidente nos produtos de desengorduramento;

i) o processo de hidrdlise enzimatica e térmica da farinha de amaranto
provocou escurecimento na farinha hidrolisada, acarretando prejuizo visual na

farinha hidrolisada.
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ERRATA

Pagina xvii

Onde esta escrito: ... apontar aplicagdes para o concentrado poderiam ser apontadas
para a formulacdo de alimentos...

Leia-se: ... apontar aplicacdo deste concentrado na formulacdo de alimentos...

Pagina 9

Onde esta escrito: ... 0 alto teor de lisina e aminoacidos sulfurados, assim como os
baixos contetdos de treonina, leucina, valina e isoleucina, predominam ...

Leia-se: ... 0 alto de aminodcidos sulfurados, assim como os baixos conteddos de
treonina, leucina e lisina, predominam ...

Pagina 12
Onde esta escrito: amarantin e conamarantin
Leia-se: amarantina e conamarantina

Pagina 13
Onde esta escrito: glicina
Leia-se: glicinina

Pagina 22
Onde esta escrito: 8,95% de umidade
Leia-se: 7,67% de umidade

Pagina 27

Onde esta escrito: A (massa da farinha em g); B (concentracdo de proteina da
farinha em %); C (massa do concentrado em g); D (concentracdo de proteina do
concentrado em %).

Leia-se: A (massa do concentrado em g); B (concentracao de proteina do concentrado
em %); C (massa da farinha em g); D (concentracdo de proteina da farinha em %).

Pagina 37
Onde esta escrito: recuperagao protéica 20,48%
Leia-se: recuperacdo protéica 15,9%

Pagina 49 e 53

Onde esta escrito: a) 14.400Da; b) 20.100Da; c) 30.000Da; d) 43.000Da; e)
67.000Da; f) 94.000Da.

Leia-se: a) 94.000Da; b) 67.000Da; c) 43.000Da; d) 30.000Da; e)20.100Da; f)
14.400Da.



