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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi lipofilizar proteinas de duas matérias primas vegetais e
avaliar os efeitos da lipofilizagdo sobre as propriedades funcionais. As fontes de proteina
vegetal estudadas foram as farinha de palmiste e de algodéo.

A farinha de palmiste original, contendo 21% de proteina (N x 6,25), foi lipofilizada
com cloreto de acido palmitico nas proporgbes proteina:cloreto de 1;0.5 e 1:1 piv. As
propriedades funcionais da farinha (solubilidade, capacidade de retengio de agua (CRA)
capacidade de retencdo de oleo (CRO), capacidade emulsificante (CE), atividade
emuisificante (AE) e estabilidade da emulsdo (EE), expansdo da espuma (ExEsp) e
estabilidade da espuma (EsEsp)} antes e apés a lipofilizagdo foram estudadas no p! (pH
4,3) e em pH 7,0. Comparadas com a farinha original, a solubilidade, a CE e a CRA das
proteinas lipofilizadas diminuiram. No entanto, a CRO aumentou entre 1,5 e 2,8 vezes
nas farinhas lipofilizadas, devido ao incremento da hidrofobicidade das moléculas
protéicas. As propriedades superficiais, como a AE e EE, apresentaram aumentos
significativos, da ordem de 1000% e 300%, respectivamente, quando a lipofilizacdo foi
realizada na proporgao proteina:cloreto de 1:0,5. Nesta mesma proporgéo, a ExEsp
apresentou mais de 300% de aumento e a espuma permaneceu estavel apos 30 e 120
min.

A farinha de algod3o original apresentou um teor de proteina de 48% (N x 5,3).
Esta farinha foi concentrada por precipitagdo acida e o processo permitiu obter um
rendimento de 38% em peso e um teor de proteina de 77%. Tanto a farina quanto o seu
concentrado foram lipofilizados com cloreto de acido palmitico nas proporcdes
proteina:cloreto de 1;0,25, 1:0,5 e 1:1 p/v. As propriedades funcionais da farinha e do
concentrado (solubilidade, capacidade de retencBo de agua (CRA) capacidade de
retencio de Oleo (CRO), atividade emulsificante (AE) e estabilidade da emulsdo (EE),
expansdo da espuma (EEsp) e estabilidade da espuma (EsEsp) antes e apds a
lipofitizacéo foram mediadas em pH 7,0. A solubilidade do concentrado foi maior que a da
farinha. A lipofilizagdo, de um modo geral, causou uma gueda no indice de solubilidade,
devido ac aumento da hidrofobicidade. Todos os produtos lipofilizados (da farinha e do
concentrado) apresentaram um aumento tanto nas propriedades superficiais (Ae, EE,
ExEsp, Esksp) quanto na CRO e CRA. Todos os produtos de aigoddo tiveram niveis de
gossipol livre abaixo do limite maximo permitido pela legislagéo, tornando-os indcuos para
0 consumo humano.
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Em geral, pode-se afirmar que nas farinhas de palmiste e de algoddo e no
concentrado protéico de algodao, a lipofilizagdo causou um aumento nas propriedades
superficiais, entretanto, a solubilidade foi sensivelmente reduzida.
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GENERAL ABSTRACT

The obiective of this work was to evaluate the effects of lipophilization on functional
properties obtained from palm kernel and cottonseed flours.

Palm kernel flour, containing 21% protein (N x 6.25), was lipophilized with palmitoyl
chloride in the following Protein:Palmitoyl chloride ratios (PPCR): 1:0.5 and 1:1, wiv.
Functional properties of palm kernel flour (solubility, water retention capacity (WRC), oil
retention capacity (ORC), emuision capacity (EC), emulsion activity (EA), emulsion stability
(ES), foam expansion (FE) and foam stability (FS)) before and after iipophilization were
studied at pl {(4.3) and at pH 7.0. In comparison fo the original flour, solubility, EC, and
WRC of lipophilized flours decreased. However, ORC increased between 1.5 and 2.8
times for lipophilized flours due to the increase of protein hydrophobicity. Surface
properties, such as EA and ES, presented significant increases, up to 1000% and 300%,
respectively, when lipophilization was carried out at a PPCR= 1:0.5. At the same ratio, FE
showed an increase of more than 300% and the foam remained stable after 30 and 120
min.

QOriginal cottonseed flour presented 48% protein (N x 5,3}, This flour was
concentrated by acid precipitation, with a yield on 38% on a weight basis, with 77%
protein. The flour and its protein concentrate were fipophilized with palmitoy! chioride at
PPCR=1:0.25, 1:0.5 and 1:1 w/v. Their functional properties (solubility, water retention
capacity (WRC), oil retention capacity (ORC), emulsion activity (EA), emulsion stability
(ES), foam expansion (FE) and foam stability (FS)) were studied at pH 7.0. The solubility
of the concentrate was higher than the flour. Lipophilization caused a further decrease of
the solubility index due to the increment of hydrophobicity. All the lipophilized products
{flour and concentrate) presented an increase of surface properties, as well as of ORC and
WRC. The increase of ORC and WRC could be due to the rearrangement of protein
molecules, after fatty acids incorporation. Gossypol content of all cotionseed products
was jower than the maximum limits permitted by human consumption.

Lipophilization caused an increment of functional properties of paim kernel and
cottonseed flours and of cottonseed protein concentrate; however, solubility index

decreased sensibly.
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1 INTRODUGAO GERAL

Nas Gltimas décadas, tem-se buscado incorporar novas fontes de alimentos com alto
teor de proteinas na dieta humana. Muitas destas fontes, principaimente aquelas de
origem vegetal, de baixo prego e de grande produgéo, como as oleaginosas, tém sido
destinadas quase gue totaimente & alimentacdo animal. Uma alternativa a valorizago
destes recursos € a aplicagdo de tecnologias modernas que agreguem valor,
transformando-os em produtos com caracteristicas e propriedades favoraveis para o uso

na industria alimenticia e/ou nas indlstrias farmacéutica e cosmética.

Para a modificacdo de proteinas, diversas tecnologias tém sido desenvolvidas e
aplicadas, dentre as quais destaca-se a modificagdo quimica. A lipofilizacgo € um tipo de
modificagdo quimica que possibilita a alteracio das propriedades funcionais relacionadas
com as caracteristicas hidrofilicas/hidrofobicas das proteinas, mediante a incorporacio de
grupamentos lipofilicos nas moleculas. Como resultado, poderiam obter-se proteinas
modificadas com melhores propriedades funcionais e afinidade com compostos ou
sistemas hidrofobicos. Poucos grupos de pesquisa no mundo trabalham atualmente com
lipofilizac&o de proteinas, porem, espera-se um aumento no interesse por esta tecnologia
em fungdo das vantagens que ela oferece. Nosso objetivo foi estudar o uso desta

tecnologia, aplicando-a as matérias primas altamente disponiveis no pais.

O Brasil d estaca-se como um grande produtor agricola, o cupando um importante
lugar na produgé@o de algodao, e apresenta um crescimento significativo nos volumes de
Oleo de palma e de palmiste. No ano de 2002, a produgdo mundial de éleos e gorduras
ultrapassou 120 milhdes de toneladas. O déleo de soja representou quase 30 milhdes de
toneladas, representando 25% da produg&o mundial total. Em segundo lugar, se encontra
o 6leo de palma, com aproximadamente 24,5 milhées de toneladas, gerando como
produto paralelo o dleo de palmiste com aproximadamente 3 milhdes de toneladas
(MPOPC, 2002). De acordo com a FAO (2002), a produgéo brasileira de sementes de
algoddo foi cerca de 2 milhdes de toneladas/ano. A variedade de L.r. fatifolium Hutch,
pertencente a especie de algodoeiro Gossypium hirsutum, & a mais plantada no mundo,
abrangendo um total de 33,3 milhdes de hectares e produzindo sementes com linter,
responsaveis por 90% da produgdo mundial de algoddo em carogo. Atualmente, a
industrializag@o destas matérias primas esta relacionada, principalmente, a producdo de



6leos, tortas, farelos e farinhas, sendo que estes dois Gltimos s&o, algumas vezes,

destinados & exportagao, apesar de seu valor agregado reduzido.

Este trabalho foi escrito na forma de capitulos, os quais serdo descritos
resumidamente a seguir:

CAPITULO 1: O trabatho tem por objetivo a aplicag&o da tecnologia da lipofilizagdo
para a modificag@o das propriedades funcionais de proteinas vegetais, obtidas a partir das
farinhas de palmiste e de algodac e do concentrado protéico de algoddo. Neste capitulo,
realizou-se uma justificativa da escolha destas matérias primas, uma revisdo geral das
proteinas de palmiste e de algodéo e de algumas técnicas de extracdo destas proteinas,
uma visao geral das propriedades funcionais e sua importéncia nas proteinas e por Ultimo,
uma revis&o dos mélodos de lipofilizagdo de proteinas, destacando-se a lipofilizagio
quimica.

CAPITULO 2: Apresenta-se, em forma de artigo, o processo de lipofilizacéo da
farinha de palmiste e seu efeito sobre algumas propriedades funcionais, enire elas a
solubilidade, capacidade emulsificante, afividade e estabilidade da emulséo, expanséo e
estabilidade da espuma e capacidade de retencdo de agua e de dleo. Além disso, se
estudou a influéncia da testa sobre algumas propriedades funcionais e realizou-se um
tratamento com &cido cloridrico para a sua remocgdo. Nas farinhas de paimiste
lipofilizadas, as propriedades funcionais foram estudadas em funcdo do pH (plepH 7} e
do grau de lipofilizacdo, com diferentes proporcées de proteina e cloreto de acido
palmitico (proteina:cloreto 1:0,5 e 1:1 p/v).

CAPITULO 3: Neste capitulo, aplicou-se a tecnologia de lipofilizagdo na farinha de
algodédo e ao concentrado protéico de algodao. As propriedades foram estudadas em pH
7,0 e obhservou-se a influéncia do grau de lipofilizacéo (proteina:cloreto de 1:0,25, 1:05 e
1:1, pfv) sobre diferentes propriedades funcionais, tais como: solubilidade, atividade e
estabilidade da emuls&o, expanséo e estabilidade da espuma, capacidade de retencio de
agua e de dleo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estudar e aplicar a tecnologia da lipofilizacdo em DIVERSAS fontes de proteina

vegetal disponiveis no Brasil, a saber: farinha de palmiste, farinha de algodao e seu

concentrado e avaliar os efeitos da lipofilizac@o sobre diferentes propriedades funcionais

2.2. Especificos

Avaliar os efeitos da presenca da testa sobre as propriedades funcionais da
farinha de palmiste.

Avaliar 0os processos de concentragdo de proteinas a partir da farinha de
palmiste e de algoddo de acordo com técnicas propostas por diferentes
autores.

Determinar, mediante o uso de diferentes solventes, a reducdo de aclicares
e fibras solGveis com o objetivo de aumentar o teor de proteina na farinha
de algodao.

Aplicar a reagao de lipofilizagio, seguindo a reagdo de Shotten-Baumann,
nas proteinas das farinhas de palmiste e de algoddo, assim como o
concentrado protéico de algoddo com cloreto de &cido palmitico em
diferentes proporgdes proteina:cloreto.

Avaliar o efeito da relacdo Proteina:Cloreto de acido palmitico sobre as
propriedades funcionais das proteinas lipofilizadas de palmiste, algodao e
seu concentrado.

Determinar o teor de gossipol em todos os produtos de algedéo e o efeito
do processo da lipofilizacdo sobre este composto.



CAPITULO 1

PROTEINAS DE PALMISTE E ALGODAO:
MODIFICAGOES QUIMICAS POR VARIOS METODOS
(Revisao bibliografica)



3. PROTEINAS DE ORIGEM VEGETAL

3.1. A palma africana (Elaeis guineensis) e seus frutos

O dendezeiro, ou palma africana (Eleals guineensis), € uma das mais importantes
fontes de dleo comestivel no mundo, obtendo-se dois tipos de dleos de seu fruto. O
dendé, ou Oleo de palma, € extraido da polpa, e o dleo de paimiste, do carogo. O
rendimento corresponde, aproximadamente, a 20% de 6leo de palma e 4% de dleo de
palmiste em rela¢io ao peso dos cachos (Salunkhe et af., 1992).

A palma africana se desenvolve favoravelmente em solos argilosos mas que
possuem uma drenagem adequada, provavelmente como nos bancos dos rios africanos.
Entretanto, seu cultivo pode ser feito em solos vulcanicos com alta incidéncia de agua. A
distribui¢io ideal da patma é de 10° ao redor da linha do Equador. Existem plantacdes
fora desta zona, mas a produtividade € relativamente baixa. A palma africana segue a
vegetacao de floresta tropical onde se encontram arvores de borracha e outros tipos de
palmeiras (Wood, 1987).

Os frutos da palma africana sdo compostos de uma pele externa macia (epicarpo),
uma polpa fibrosa que contém o bleo (mesocarpo), € uma célula interna (endocarpo) que
contém a améndoa (endosperma). O endosperma, que constitui de um tergo a metade do
volume da fruta, € uma massa celular branca coberta por uma forte membrana preta,
chamada de testa. Um endosperma tipico consiste de 50% de lipidios, 9% de proteina
bruta, 5,5% de fibra celuldsica e tecido, amidos digeriveis e aglicares, (Crombie, 1956). A
Tabela 1 mostra a composi¢ao quimica média do paimiste.

Tabela 1. Composic20 guimica do palmiste

Componente Teor (% base amida)
Umidade 6-8
Oleo 47 - 52
Proteina 7.5-9
Fibra bruta 5
Cinza 2
Hidratos de carbono 26,1

Fonte: Cornelius, 1965

As améndoas da palma apresentam muitas células de forma oval de
aproximadamente 150 X 80um, cheias de dleo que funde a temperatura ambiente

(Aghazhu et al, 1979). Existem granuios de proteina (de aproximadamente 5 um) e de



amido dispersos neste dleo. Apenas poucos granulos de proteina por célula sdo

enceontrados nas primeiras capas das células vizinhas a testa,

3.1.1. Torta de palmiste

A torta de palmiste contém um teor variavel de proteina, que também depende do
método utilizado na extragdo de 6leo. A proteina da torta de palmiste tem um balango de
aminoacidos considerado deficiente, sendo o aminoéacido limitante a lisina. Por outro lado,
seu conteGdo de metionina € maior que nas proteinas de soja (Salunkhe et al., 1992).

A torta de palmiste ndo € adequada para consumo humano, sendo utilizada
unicamente para a alimentacdo animal. A digestibilidade dos nutrientes da torta é
relativamente baixa. Moss & Givens (1994) reportaram uma digestibilidade de 0,75 para a
proteina bruta de palmiste. Esse baixo valor é devido ao fato da testa conter altas
concentragbes de taninos e constituintes fendlicos. Os compostos fendlicos sofrem
oxidagdo com a consequente aparicéo de quinonas, que interagem com os grupos tidis e
grupos amina das proteinas, formando complexos insoliveis. A testa do palmiste esta
fortemente unida @ améndoa e os processos de descascamento usual ndo sdo capazes
de remové-las (Sreedhara & Kurup, 1998).

A farinha de paimiste é obtida apds desengorduramentc completo da torta de
palmiste por solvente, dessolventizagéo e, por fim, peneirada numa peneira com diametro
de abertura de 0,485 mm.

3.1.2. Tecnologia da extracdo das proteinas do palmiste

Tradicionalmente, a obten¢éo da torta de palmiste é realizada esterilizando a fruta a
120°C, seguida por uma digestdo a 95°C. A fruta é separada em massa da polpa, fibra,
améndoa e agua. As améndoas de palmiste sdo quebradas e passadas por rolos, onde
sdo posteriormente cozidas até atingir aproximadamente 11% de umidade e, finalmente
prensadas. A torta resultante possui um teor médio de proteina de 12% (N x 6,25)
{Gollingwood, 1958).

Poucos s&o os trabalhos que estudam a extragdo de proteinas de palmiste.
Balogun (1982) extraiu proteinas de palmiste em solugBes alcalinas na presenca de
NaOH. A extracdo foi feita a 28°C com agitagdo magnética em uma solucdo 0,05 N de
NaOH, a pH 12. As proteinas foram filtradas e precipitadas com uma solugdo de 5% de



acido tricloroacético, seguida por didlise por trés dias. OQutros reagentes foram estudados
tais como H;O, NaCl, Na,HPO,, KH,PO, e Ca(OH), mas nenhum deles apresentou
rendimento comparavel ao obtido pela extracdo com NaOH.

Em geral, a solubilidade protéica das oleaginosas é mais baixa do que a das
sementes leguminosas (Kazazis & Kalasaki, 1979; Bogolun & Odutuga, 1981); isto &
atribuido a o fato da maioria das proteinas e starem ligadas & celulose ou a compostos
fendlicos da mesma torta.

Aghazu et al. (1979) extrairam proteinas de torta de paimiste aptas para o consumo
humano. Para separar os polissacarideos indigeriveis, comeo fibras, etc, a torta foi moida
junto com diferentes solventes. Os solventes usados foram acetona, isopropanol, dietil
éter e hexano na proporgdo 2:1 em relacdo & torta de palmiste. Esses autores obtiveram
40 a 50% de proteinas em relagdo & proteina inicial, porém com teores de proteina muito

baixos (aprox. 30%, usando fator 6,25) e um alto desperdicio de solventes.

Outras metodologias s&o usadas para obter farinhas de palmiste das améndoas de
palmiste inteiras. Estes tratamentos foram feitos por Sreedhara et al. (1992), tratando as
améndoas com diferentes solventes para retirar a testa, que representa quase 5% do
peso da améndoa e contém altos teores de substancias fendlicas. Os estudos
demonstraram que a imersdo em HCI 4 N, a 95°C, por 6 a 7 min, elimina quase 100% da
testa, obtendo-se améndoas de cor branco perolada. A retirada da testa produz um
aumento no teor de proteina de 8,5%, assim como uma diminuigao da fibra bruta.

As gorduras provenientes da palma s3o usadas como matéria prima para a
producdo de produtos de higiene pessoal, como sabonetes finos, processamento de
borracha, espumas, velas, cosméticos, detergentes. Na indUstria de alimentos, ela é
usada na fabricagdo de sorvetes, margarinas para fritura, biscoitos, entre outros.
Usualmente, a gordura de palmiste € amplamente usada em shortenings, na fabricagéo
de margarinas, gorduras especiais para cobertura, sorvetes, biscoitos cream-cracker e
biscoitos em geral (Labruna, 2000).



3.2. Algodéo (Gossypium)

3.2.1. Generalidades da planta de algodéao

Existem mais de 40 espécies do género Gossypium., entre as quais destacam-se
G. hirsutum (espécie americana), G. herbaceum (espécie asiatica) e G. barbadense
(espécie egipcia). A cultura do algod&o matura apds cinco ou seis meses apds o plantio.
A altura da planta pode variar entre 0,76 a 1,21 m, mas existem algumas variedades que
alcancam ate 2,72 m. Esta planta adapta-se a solos arenosos, regides Gmidas perto de
fontes de agua, em ambientes especiaimente caracteristicos do sul da América do Norte e
dos vales dos rios do Egito e da india (Altschul et al., 1958).

3.2.2. Semente de algodido e composicao

A semente de algoddo compde-se principalmente de endosperma, tecido com
pouca quantidade de embrido, que contém o 6leo como a melhor fonte de energia. O
cotilédone dos embribes contém trés classes de células: epiderme, palisado e grios de
aleurona que contém proteinas, Além destes tipos de células, as sementes contém
estruturas intercelulares chamadas de glandulas de pigmentos, cheias de gossipol. Estas
sdo esféricas e medem entre 100-400 um de didmetro (Gardner et al., 1976). A estrutura
intercelular das sementes é altamente organizada. Lipidios, proteinas e fosforo estio
empacotados individualmente e dispersos no citoplasma. Esta compartimentacdo da
célula & extremamente importante para o processamento das sementes e posterior

obtencéo de diversos produtos industrializados (Martinez ef al., 1970).

O maior interesse no algoddo esta, principalmente, nas suas fibras, no entanio, as
sementes s&o uma fonte importante de dleo e farelo. A Tabela 2 apresenta a composicdo
centesimal do farelo de algodao, observando-se que apresenta um elevado contelido de
oleo (15-22%) e teor protéico (17,1-21,3%), sendo que o primeiro & uftilizado

principalmente na alimentagdo humana, e o segundo na alimentacdo animal.



Tabela 2. Composigdo centesimal do farelo de algodéo.

Componente %
Umidade 5-12,8
Oleo 15,2-22
Proteina 17,1-21.3
Fibra bruta 30-34,6

Fonte: Salunkhe et af,, 1992
As principais proteinas do algodao séo globulinas (a e B), fosfoproteinas, glutenina e
glicoproteinas. De acordo com Noyes (1969) o farelo de algoddo é nutricionaimente
inferior a proteina de soja em razao da qualidade dos seus aminoacidos. Isto é devido
aos baixos teores de metionina e lisina, e de outros aminoacidos limitantes, como a

isoleucina e treonina.

Adicionalmente, a semente de algoddo contém aiguns compostos antinutricionais,
entre os quais destaca-se o gossipol; um polifenol téxico presente em concentragbes que
podem atingir até 1,4-2,1%; e em outras espécies podendo chegar a valores entre 1,9 e
3,4%. O gossipol afeta a cor e as propriedades do dleo e do farelo devido & sua interagdo
com as proteinas durante o processamento térmico (Altschul et al., 1958). O gossipol
livre, ndo ligado durante o processo térmico, é extremamente toxico e limita, portanto o
uso dos farelos em alimentos, tanto para a dieta humana quanto para a alimentacéo
animal. Os valores maximos de gossipol livre permitidos nZo devemn ser maiores que
0,045% (Liadakis et al., 1993).

3.2.3. Subprodutos do algodio

O algodoeiro nao € somente uma planta fibrosa e oleaginosa, mas também,
produtora de proteina de qualidade, que, na auséncia de gossipol, pode funcionar como
suplemento protéico na alimentacdo animal e humana. Logo apds a separagio da fibra,
seu principal produto, € o dleo comestivel. No processamento de extracdo do 6lec obtém-
se os subprodutos primarios, que sdo: o linter, a casca e a améndoa; os secundarios,
farinha integral, 6éleo bruto, torta e farelo; os terciarios, 6leo refinado, borra e farinha
desengordurada (De Araujo, 2003).

A semente coberta com linter e rica em dleo contém, em média 80% de carogo e
40% de fibra. A semente liberada com a quebra das cascas possuide 30 a 40% de
proteinas e de 35 a 40% de lipidios e constitui uma das principais matérias-primas para a

industria de 6leo comestivel.
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A torta de algoddo, obtida apds a extracdo do Oleo, pode ser usada como
fertilizante, na industria de corantes, na alimentagdo animal e na fabricacdo de farinhas
alimenticias, apds sua desintoxicagdo; entretanto, sua principal aplicacio reside na
elaboragéo de ragbes animais, devido ao seu alto valor protéico (De Aradjo ef af, 2003). A
torta € obtida por cozimento das sementes em flocos, a uma temperatura entre 93-137°C.
Esse calor empregado no cozimenic pode afetar a solubilidade das tortas e farelos
quando séo diluidos em acido ou alcalis, assim como pode comprometer sua qualidade se
estes fatores ndo s&c bem controlados (Altshul et al., 1958). Em funcio do tipo de
extragio, pode-se produzir dois tipos de torta: a torta gorda (5% de dlec residual), mais
energetica, proveniente apenas da prensagem mecanica, porém com menor teor de
proteina; e a torta magra (menos de 2% de dleo residual), oriunda da extragéo por

solventes, e que apresenta concentragado relativamente maior de proteina.

Tradicionalmente, na alimentagdo animal sdo utilizados os subprodutos, como o
carogo, o farelo e as cascas da semente do algodéo, fornecendo proteina e energia aos
ruminantes. Estes subprodutos s&o usados principalmente na alimentagdo de
poligastricos, pois o gossipol & toxico aos monogastricos e inofensivo aos ruminantes se
fornecido em quantidades controladas. Galinhas alimentadas com dieta contendo caroco
de algodéo produzem ovos com gema que se torna esverdeada apOs um periodo de
estocagem e para suinos, ndo se pode adicionar gossipol em concentracdes acima de 5%

na sua racao.

O farelo do algoddo é o subproduto resuitante da extragdo do 6leo contido no gréo
que, ao ser esmagado, & usado moido e peletizado para ragio animal. A farinha de
algodao, proveniente da exiragéo direta com o hexano, deixa a farinha de cor clara e
textura fina e com bastante proteina, variando de 60 a 68% (N x 6,25) podendo fornecer
uma s uplementagéo p rotéica a diversos p rodutos d e p anificagdo, como p aes, biscoitos

doces e salgados (De Araljo et al., 2003).
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3.2.4. Tecnologia de extragdo de proteinas de algodéao

Existemn diversas formas de extracio de proieinas das sementes de algoddo. Em
1969, Berardi et al., apresentaram um método seletivo para separar proteinas de alto e
baixo peso molecular, chamado de “extrag8o em dois passos”. No primeiro passo,
extraem-se as proteinas de baixo peso molecular, solUveis em agua. No segundo passo,
extraem-se proteinas de alto peso molecular, sollveis em solugdes alcalinas com NaOH
0,075 N. O isolado do primeiro passo contem, em média, 13% de nitrogénio total da
farinha original; e o isolado do segundo passo, entre 16% a 52% (Berardi ef al., 1969).

No ano seguinte, Martinez at al. (1970) obtiveram concentrados protéicos de
algodao, extraidos com etanol a 90% ou com agua em pH neutro. Solugéo aquosa 0,008
M de CaCl, também foi usada e apresentou a maior remocgao dos aglcares totais. Os
concentrados extraidos com etanol apresentaram, em média, 11,5% de nitrogénio e, com

agua, 11,7%.

Outro procedimento de extracdo, em nivel industrial, € o chamado “Liquid Cyclone
Procedure” (Gastrock ef al., 1969). Este procedimento ndo utiliza meios aquosos e as
sementes, em forma de flocos, séo separadas das glandulas de pigmentos por meio de
uma centrifuga. O produto final possui teores de gossipol livre menores que 0,04% e um
teor de nitrogénio de 11,05% (Martinez et al., 1970).

Shemer et al. (1973) isolou proteinas de algoddo com sodio hexametafosfato
(SHMP) seguido por precipitagéo acida a 60°C e pH 7, com 2% de SHMP. O isolado
mostrou 94,8% de proteina (N x 6,25). O valor protéico do isolado ndo diferiu
significativamente da farinha de algod&o livre de gossipol.

Métodos enzimaticos também foram testados para extrair proteinas de algodé&o.
Childs (1975) comparou a extragdo quimica de proteinas de algodao com a enzimatica-
quimica, usando enzimas protecliticas tais como papaina, tripsina e ficina. O
procedimento enzimatico mostrou-se mais eficiente que o quimico, porem o0s custos

envolvidos nesse processo o tornaram um fator limitante.

El Tinay et al. (1980) estudaram o uso de eletrdlitos (CaCly, MgSO, e Na,S0,) para
melhorar a extractibilidade das proteinas e comparou com a extragdo usando NaOH. O
estudo concluiu que a extragdo feita com NaOH a pH 10 apresentou maior recuperagéo

das proteinas (96%) e menor teor de gossipol livre.
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Berardi & Chery (1979) extrairam proteinas de farelo de algod&o com NaOH 0,034
N, a pH 10,5, usando uma propor¢ao farelo:solvente de 1:1, p/p. Apés a centrifugacio, o
extrato foi acidificado com HCI 1N no ponto isoelétrico (pl). Liadakis ef al. (1993), usando
uma tecnica similar, extrairam isolados com NaOH 0,1 N, a pH 12, com proporgao
farelo:solvente de 1:20, p/v, a 40°C, por 30 min. Os precipitados isoelétricos foram
lavados com 2-propanol a 50% e o teor de proteina obtido foi de 85,3% (N x 6,25). Um
segundo experimento, usando Na,SO;, produziu um isclado de 86% de proteina, porém a
recuperacédo das proteinas tofais foi 33% menor aquelas extraidas com hidroxido de
sodio.

El Tinay et al (1988) estudou posteriormente o efeito da extractibilidade das
proteinas da farinha de algoddo quando elas eram recuperadas por coagulacio
isoelétrica, dialise, coagulagdo isoelétrica apos didlise, e coagulagéo isoelétrica seguida
de dialise. Encontraram que a dialise causa uma consideravel melhora na recuperacéo
protéica quando comparada com a precipitagédo convencional. A coagulacio por meio da
didlise mostrou uma recuperagdo d e proteinas de 81,2% e um rendimento protéico de
23,8%, diminuindo a concentracdo de gossipol livre para 0,010% (10 ppm), permitindo o
seu yso em produtos de grau alimenticio.

4. PROTEINAS E PROPRIEDADES FUNCIONAIS

A qualidade de um alimento é definida pela sua composicdo, propriedades
nutricionais e funcionais. As propriedades nutricionais estdo relacionadas com a
quantidade de nutrientes essenciais, a biodisponibilidade de tais nutrientes e a auséncia
de s ubstancias toxicas e/ou antinutricionais. A s propriedades funcionais d as p roteinas
sdo definidas como todas aquelas propriedades ndo-nutricionais transferidas pelas
proteinas aos alimentos (Roussel-Philippe et al., 2000) e referem-se as caracteristicas
fisico-quimicas e as interagbes entre a propria proteina e os outros componentes do
alimento (Kinsella et al, 1985). Estas influem notoriamente no processamento,
estocagem e aceitagdo do produto final. O conhecimento das propriedades funcionais das
proteinas de matérias primas vegetais & importante para definir como estas proteinas
podem ser adicionadas acs alimentos e como elas podem substituir outras proteinas

utilizadas tradicionalmente e de custo mais elevado.
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A funcionalidade de uma proteina reflete as complexas interagbes entre a

composicdo em aminoacidos, a configuracdo estrutural e a distribuicdo das proteinas

{Kiliara & Sharkasi, 1986). Existem inUmeras revisfes que analisam os diversos aspectos

da funcionalidade das proteinas (Kinsella, 1976; Morrisey et al., 1987; Cheftel ef al., 1989;

Whitaker, 1983). Nota-se um esforgo constante dos pesquisadores para entender como a

composicao e a estrutura podem influir nas propriedades funcionais, sendo que o primeiro

passo € entender as propriedades por si mesmas e como elas definem as caracteristicas

dos alimentos. As propriedades funcionais podem ser divididas em diferentes grupos

(Tabela 3).

Tabela 3. Classifica¢do das propriedades funcionais das proteinas.

Propriedades Sensoriais, Organolépticas

Odaor,

forma, aspeic, eic

cor, sabor, textura, flavor, sensacdo,

Propriedades
Hidrofilicas,

Superficiais,
Interfasicas

Interagdes proteina-agua

Soiubilidade, dispersibilidade, agua, sinerese,

viscosidade, formacgdo de massa, etc.

Interagbes proteina-6leo

Dispersibilidade, capacidade de absor¢do de
dleo

interagdes

proteina-agua-tleo,

proteina-agua-ar

Emulsificaggo, formacdo de espuma, aeragio,

absorgdo de sabores (flavor), arenosidade,

cremosidade, etc

Estruturais,

intermoleculares

Cinestéticas

Reoldgicas,

Viscoelasticas

Texturas

Interagbes

proteina-proteina

Elasticidade, coes8o, adesdo, mastigabilidade,
eic.

Turbidez, maciez, arenosidade

Agregacao, geieificacdo, formagao de filmes, de
massa, de fibras, extrudabilidade, estabilidade,

textura, eic

Qutras

Compatibilidade com aditivos, enzimas,

modificagdo de propriedades inertes
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A capacidade de absorgéo de Oleo/agua, as propriedades das emulsGes e o indice
da solubilidade do nitrogénic (Nitrogen Solubility Index, NSI) s8o as propriedades
funcionais mais importantes para a utilizacdo das proteinas como aditivo alimentar
(Kinsella et al., 1985).

A solubilidade & uma propriedade fisico-quimica fundamental das proteinas,
também classificada como uma propriedade funcional, pela importancia que exerce sobre
a funcionalidade das proteinas nos alimentos. A solubilidade de uma proteina depende de
varios fatores (Giese, 1994; Sgarbieri, 1996):

o Peso molecular e conformacao das moléculas,

a Densidade e distribuig&o das cargas eletricas influenciadas pelo pH,
a Natureza e concentracdo de ions ou forga ibnica,

a Temperatura.

A solubilidade de uma proteina depende em grande parte do namero e do arranjo de
cargas na molécula, que, por sua vez, depende da composicdo em aminoacidos,
particularmente do nimero de residuos acidos (aspartil, glutamil} e basicos (histidil, arginil
e lisil). Partes ndo protéicas como lipidios, carboidratos, fosfatos, etc, também afetam a
solubilidade das proteinas. Em geral, a solubilidade de uma proteina é influenciada pela
maior ou menor afinidade das moléculas de proteinas pelo solvente que, na sua maioria é
agua. Mudancas, particularmente na diminuicdo da solubilidade das proteinas, afetam de
maneira desfavoravel sua funcionalidade (Kinsella et al., 1985).

A capacidade de retengéo de agua é uma propriedade funcional muito importante,
pois os atributos de textura, suculéncia e maciez dos produtos dependem desta
propriedade e da solubilidade. Nos produtos protéicos, pode-se encontrar uma fragio de
agua chamada de hidratagcdo e outra chamada de agua livre. A agua de hidratacio se
refere & ligada por pontes de hidrogénio com grupos hidrofilicos, tais como grupos polares
das cadeias laterais das proteinas (carboxilicos, aminicos, hidroxilicos e sulfidrilicos), e a
grupos nao dissociaveis da propria ligagdo peptidica (carbonila e imida). A 4gua livre esta,
na verdade, imobilizada na rede tridimensional dos filamentos de proteinas, envolvendo
as ligagbes cruzadas e forgas eletrostaticas entre as cadeias polipeptidicas. Em pH
isoelétrico, verifica-se um minimo de capacidade de retengdo de agua (CRA), que é
maxima em pH acido e alcalino. Em valores de pH afastados do ponto isoelétrico, a

predominancia de cargas de mesmo sinal provoca repulsdo e afastamento das cadeias
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das proteinas, deixando maior espago para ser preenchido por moléculas de agua. O
aumento da densidade de cargas liquidas permite a formagdo de maior capacidade de
hidratag&o, contribuindo para maior retengdo de agua. A capacidade de absorver agua
deve-se, em parte, ao desdobramento e expansdo das moléculas de proteinas; enguanto
a dissociagéo de proteinas em subunidades pode, teoricamente, aumentar a quantidade
de posi¢cbes potenciais de ligagéio com moléculas de agua (Beuchat, 1977). Quando uma
proteina apresenta alta capacidade de retencdo de agua, ela pode ser utilizada na
industria de alimentos como ingrediente para prevenir perda de agua em produtos como
paes e bolos, e para aumentar a proporgéo de agua em lingliigas, peixes em conserva e
produtos congelados (Viogue ef al., 2000).

De acordo com Kinsella (1876}, o mecanismo da capacidade de retencio de dleo,
se refere & absorgao fisica do dleo. Outros autores relacionam a capacidade de absorcéo
de Oleo com os grupos nao polares das cadeias das moléculas de proteina. Em particular,
as diferentes concentracbes de proteinas, a quantidade de aminoacidos ndo polares, a
sequéncia destes na cadeia protéica e as diferencas nas caracteristicas conformacionais
das proteinas poderiam explicar as diferentes capacidades de retengdo de dleo
apresentadas pelas mesmas.

A capacidade das proteinas de formar emulses estaveis durante o
armazenamento é importante para manter a qualidade sensorial de produtos a base de
leites, maioneses, molhos para salada, embutidos, sobremesas congeladas, pastelaria,
etc. Para estabilizar as emulsbes, as proteinas devem ser capazes de serem absorvidas
pela interface 6leo — agua e de reorganizar sua conformagio, mantendo os residuos
hidrofobicos na fase oleosa e os residuos hidrofilicos na fase aquosa. Além disso, as
proteinas formam um filme em torno do dleo, suspendendo-o na fase aquosa através da
formacgao de goticulas (Kinsella et al., 1985).

A proteina também é um componente importante na formacdo de espuma, além de
outros ingredientes (lipidios, sais, agucares) e o pH. Geralmente, a proteina é
considerada como uma coletora na interfase gas/liquido. Como bom “agente espumante”,
a proteina deve: a) ser capaz de adsorver-se na interfase gas-agua durante a formacao
de espuma, b) realizar rapidos arranjos e rearranjos na interfase e ¢) formar um filme
viscoelastico coesivo (Giese, 1984).
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5. MODIFICAGCAO DE PROTEINAS

A producdo de proteinas modificadas tem o objetivo principal de fornecer novos
ingredientes a industria de alimentos que permitam melhorar as caracteristicas
organoclépticas e/ou as condigbes de sua utilizacdo (Roussel-Phillipe, 1998). Porém, estes
produtos modificados também sdo de interesse para as indUstrias farmacéutica e
cosmética. As modificacOes intencionais e planejadas em proteinas podem ser efetuadas
por reac¢bes puramente quimicas, por reagbes catalisadas enzimaticamente e por
transformagtes fisicas (Sgarbieri, 1996). Embora exista um grande nimero de reagentes
que podem modificar os grupos ativos das cadeias laterais das proteinas, as reagdes
podem ser agrupadas em:

et

acilacao,

A

alquilacao,

w

reducdes e oxidagdes,

e

substituicdes.

Os principais objetivos da modificagdo quimica s&@o bloquear ou inibir reacdes de
deterioragdo; melhorar as propriedades sensoriais, melhorar as propriedades funcionais e
melhorar as propriedades nutricionais (Sgarbieri, 1996).

A lipofilizacdo &€ um tipo de modificagdo quimica de proteinas e refere-se ao
incremento geral da hidrofobicidade das proteinas por meio da incorporagdo de grupos
hidrofobicos ligados covalentemente, tornando-as mais afins por sistemas apolares
(Hague & Kito, 1983a).

5.1. Lipofilizagao

A lipofilizagdo de proteinas pode ser realizada por meios quimicos (acilagdo) ou

enzimaticos.

A lipofilizagdo enzimatica apresenta certas particularidades em relagdo a natureza
protéica. As enzimas sdo especificas para as condi¢gdes da reacdo e precisam de
condicbes brandas de temperatura e pressdo, resultando muito interessante para a
industria devido ndo somente & economia de energia, mas porque seu Uso permite usa-

las como substratos com diversos compostos relativamente instaveis, gque seriam
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degradados sob condi¢Bes severas (Roussel-Philippe, 1998). Tém sido reportados
diversos meétodos enzimaticos para modificar a natureza lipofilica das proteinas, tais como
a transglutamingao por transglutaminase e fosforilagdo por quinases. Estas aumentam a
solubilidade das proteinas sem necessidade de hidrélise. A protedlise, por meio de
proteases, aumenta a solubilidade, as propriedades emuisificantes e a formacgdo de
espuma. Do mesmo modo, melhoram a retencéo de agua e de dleo (Levashov et al.,
1985; Torchilin ef al., 1980).

A lipofilizag&o (acilagé@o) quimica de proteinas pode ser feita com anidridos de tipo
succinico, acético e citraconico, com anidridos de acidos graxos, com ésteres de acidos
graxos e com cloretos de acidos graxos.

5.1.1. Modificagoes quimicas por meio da lipofilizagao

A existéncia de aminoacidos hidrofobicos na cadeia polipeptidica sugere a
possibilidade de interagdo entre as proteinas e os lipidios bioloégicos, que tém um
importante papel na formagio de membranas biologicamente funcionais. Nos sistemas
alimenticios, as interagbes entre proteinas e lipidios tém sido amplamente reconhecidas
como determinantes na funcionalidade das mesmas (Haque & Kito, 1983a).

A lipofilizag&o € uma das maneiras de modificar o comportamento funcional de uma
proteina. Este tipo de modifica¢do valoriza algumas matérias primas de origem vegetal
gue contém uma elevada porcentagem de proteinas e que apresentam baixo custo no

mercado.

A lipofilizagéo aplicada no ambito tecnologico transforma as proteinas em produtos
com caracteristicas e propriedades especiais para a industria alimenticia, cosmética e
farmacéutica. As proteinas lipofilizadas, usadas a nivel alimenticio so transformadas sob
condigbes nac drasticas, ndo afetando significativamente o seu valor nutricional (Feeney,
1977b) e podem promover a diminui¢&o de certos fatores como a alergenicidade (Akita &
Nakai, 1990a).

O uso de diferentes métodos para aumentar a hidrofobicidade continua sendo tema
de diversos trabalhos de investiga¢do, por exemplo, o anidrido succinico tem sido usado
para melhorar a funcionalidade das proteinas de trigo (Grant, 1973), concentrados
protéicos celulares (McElwain ef al., 1975) e proteinas de pescado (Groninger & Miller,
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1975). Outros meétodos usados para unir grupos hidrofobicos foram amplamente
estudados no Japdo na década de oitenta, como os realizados com éacidos graxos de
esteres de N-hidroxisuccinimida (Haque & Kito, 1983a; Haque et al., 1982; Akita & Nakai,
1990a; Haque & Kito, 1983b) e cloretos de acidos graxos (Smith & Yada, 1991, Roussel-
Philippe, 2000). O uso de anidridos acético e succinico (Messinger et al., 1987), e
também a reagdo de plasteina, que incorporam aminoacidos hidrofobicos ou alcoois (Arai
et al., 1975}, s&o outras das metodologias aplicadas. Atualmente, o uso de cloretos de
acidos graxos € amplamente utilizado por seu baixo custo, disponibilidade comercial e alta
reatividade. Os cloretos de acidos graxos tém sido utilizados com éxito nas modificagtes
de proteinas vegetais como soja, trigo (Roussel-Philippe et al., 2000) e outras fontes
protéicas de baixo valor funcional como as sementes de girassol e de milho (Roussel-
Philippe & Barrera-Arellano, 2002).

5.1.2. ReagoOes quimicas de lipofilizagao

A reagéo quimica de lipofilizagdo € basicamente uma acilagio, na qual os grupos
amino livres, em meio alcalino, reagem com grupos hidrofébicos. Como se mencionou
anteriormente, muitos sdo os ligantes lipofilicos utilizados, entre os quais destacam-se os
ésteres de N-hidroxisuccinimida e os cloretos de acidos graxos.

O grupo s-amino da lisina, Figura 1, é ¢ grupo de maior reatividade e
susceptibilidade, mas ¢ influenciado por fatores que limitam sua disponibilidade, que esta

condicionada pela composi¢éo e conformacao da propria molécula protéica.

Qutro grupo vigvel de participar na reagdo é o residuo da tirosina, na qual as
ligagBes éster e ésteres fenolicos s&o espontaneamente introduzidos em meio alcalino.
Grupos como a treonina e a serina com seus residuos hidroxita (OH), e os grupos
sulfidrilas (SH) da cisteina, por outro lado, também podem participar na unido com os
acidos graxos (Kito, 1987). O &cido glutamico € um promotor poderoso dos ataques
nucleofilicos de grupos amino livres (dupla ativacdo), e sua reatividade esta determinada
pela proximidade espacial do grupo carboxilico ao s-amino da lisina (Akita & Nakai,
1990a).
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,.: é{’ " Proteina

Figura 1: Representacdo de uma molécuia de proteina iipofilizada com um acido graxo.

5.1.2.1. Acilacdo com anidridos

Estas reacOes se desenvolvem por acilagdo direta. Os anidridos de tipo succinico,
acético e citracdnico reagem com as proteinas dispersas em um meio tamponado. Outros

anidridos como o maigico e o dimetilmaléico também sao usados com freqliéncia.

5.1.2.1.1. Succinilacao
A succinilagdo converte 0s grupos amino terminais das cadeias laterais da lisina em

derivados carboxilicos (Figura 2). Desta forma, o NH:" em meio acido é convertido em
COO" em meio basico, provocando repulsdes eletrostaticas entre os grupos carboxilicos
nativos e aqueles que foram adicionados, com a respectiva diminuicao do p! (Franzen &
Kinsella, 1976). E importante mencionar que as repulses so proporcionais ac grau de
succinilacdo. O pH da reacgdo pode ser controlado com acetato ou hidroxido de sédio e

deve permanecer superiora 7.
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Meio bésico ”

Anidrido
succihico

Figura 2. Lipofilizacdo de uma molécula protéica por anidrido succinico (Franzen & Kinselia,
1976).

O aumento das cargas negativas transforma as propriedades fisico-quimicas das
proteinas, modificando o perfil de solubilidade e aumentando as propriedades
emulsificantes e espumantes (Franzen & Kinsella, 1976).

5.1.2.1.2. Acetilacdo
A acetilacao das proteinas permite fixar sobre os grupos amina, grupos acetil

neutros, provocando menores repulsdes eletrostaticas com os grupos carboxilicos unidos

a proteina (Figura 3).

A\

- >\CH3
@-«NHZ + O ————» CH,-COOH + @NH—C—CH3
CHg Meio basice “
Q
Anidrido
acético

Figura 3. Lipofilizagao de uma moiécula protéica por anidrido acético (Franzen & Kinsella, 1976).

As propriedades funcionais das proteinas acetiladas s&o comparaveis as das

proteinas succiniladas. A solubilidade da proteina acetilada, em funcio do pH, possui um
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valor intermediario entre a da proteina nativa e a da proteina succinilada (Roussel-
Philippe, 1998; Franzen & Kinsella, 1976; Lakkis & Villota, 1982).

5.1.2.1.3. Citraconilacao
O processo da acilagdo por anidrido citractnico € semelhante ao de succinilacgo.

Existe a formagao de unides amida que permitem, com relativa facilidade, a “desacilacao”
em condigbes acidas (pH< 5) (Figura 4). Esta reacaoc é utilizada para bloquear a lisina
quando o alimento é processado termicamente ou estd em meio alcalino, o que conserva

o valor nutricional dos produtos alimenticios que contém (Roussel-Philippe, 1998).

CH,
N i

. @-NH—GC:CH-COO_
Meio basico

- Q
B | == O
CH, @-NH—C-CH:C-COO“
Anidride H
citrac8nico O

Figura 4. Lipofilizaggo de uma molécula protéica por anidrido citracénico (Roussel-Philippe, 1998).

5.1.2.1.4. Acilagao com anidridos de dcidos graxos
A reacdo é geralmente conduzida em misturas hidroalcodlicas ou em meios

organicos (mistura de metanol/cloroférmio ou hexano) para permitir a solubilizacdo dos
anidridos. A lipofilizagdo com anidridos de acidos graxos afeta notavé!mente as
propriedades surfactantes, como se observa na acilagdo da farinha de soja (Haque et al.,
1982) e da gelatina (Kawazoe et al., 1996).

A incorporac@o de acidos graxos, via anidridos, permite modificar as proteinas

rapidamente, sem a formacao de produtos secundarios.

5.1.2.2. Acilagdo por meio de esteres de acidos graxos

Outra metodologia amplamente usada para modificar a natureza lipofilica das

proteinas € a utilizagdo de ésteres de acidos graxos de N-hidroxisuccinimida. As
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primeiras lipofilizagdes que empregaram os ésteres de acidos graxos em proteinas
alimenticias foram feitas por Haque et al. (1982), com glicinina de soja. Na Figura 5, o
grupo s-amino desloca seu par de elétrons solitarios, enquanto que a succinimida os atrai
(Hague & Kito, 1983a).

o O

T i
N—O=c=R + HeN=(P) — N+~O-C- R
pH =9 ¥

Ester de (16 de ts Y /’
O N-hidroxisuccinimida O ]gil -
g H"TEI“H

o -
o o
. NP ®
—| SN OXL-R — »
! + HO=-N
N—H L

OH ‘
@ Proteina lipofilizada com C16 O

Figura 5: Mecanismo de incorporagéoe de grupo s-amine livre da lisina por catalise basica
com éster de N—hidroxisuccinimida de acido palmitico (Haque & Kito, 1983a).

5.1.2.3. Acilagdo por meio de cloretos de acidos graxos

Outro tipo de acilagéo disponivel para lipofilizar proteinas com relativa facilidade
operacional € o uso de cloretos de acidos graxos. O mecanismo de incorporagéo (Figura
6) segue a reagao de Shotten-Baumann, que pode se efetuar de duas formas diferentes:

¢ Utilizando um sistema de micelas reversas em solventes orgénicos (Kabanov
et al., 1989).

» Por adi¢do direta dos cloretos de acidos graxos em um meio aguoso. Este
mecanismo € usado para moedificar enzimas (Koelsch ef al., 1981; Smith &
Yada, 1991), proteinas de soja (Hayakawa & Nakai, 1985), germe de trigo
(Roussel-Philippe, 1998; Graille ef a/., 1998), torta de babacu e germe de
milho (Rouseel-Philippe & Barrera-Arellano, 2002)

23



l Meio bdsico ! 1

0
H # €l ¥

I, N
@"N—Cx n(CH,) CHy ——» (/;\Lgfm —n{CH,)CHy + C
o A
H (D _ H ©

— NH-C-(CHn-CH; + NaCl+ H,0
MNaOH H

0

Figura 6: Mecanismo de incorpora¢ao do cloreto de acido palmitico ac grupo s-amino
livre da lisina, por catalise basica (Roussel-Philippe, 1988).

Na Figura 6, a proteina, em mejo basico, deixa o par de elétrons nao compartithado
do nitrogénio mais accessivel, permitindo sua reagado com o grupo carbonilo, deslocando
o ion cloreto. No processo, 0 nitrogénio perde um proton, com a conseqiente inclusdo do

acido graxo e a formacgéo de cloreto de sédio e agua.

O processo de lipofilizac8o com cloretos de acidos graxos esté descrito na Figura 7.

Proteinas

Solubilizagtio
Agitagio, NeOH g

Mistura alealinag
NaOH ———tp-
Reagentes de —» l Lipofilizagdo

lipofilizagdo i '
Proteinos Lipofilizadas
Ajuste do pH at¢ & solugdo
¢ pIl com HCL . _
Centrifugagdo Precipitagdo

iscelétrica

Proteinas lipofilizadas
Figura 7. Processo de lipofiizacao com adicéo direta do cloreto de acido graxc (Roussel-Philippe
& Barrera-Arellano, 2802).
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O pH alcalino permite que a base (OH") atua primeiro desprotonando, de forma
parcial, 0s grupos amino da lisina e, eventualmente, ionizando o grupo carboxilico do
acido giutamico. A reagéo pode ser interrompida neutralizando o pH da solugdo (Mague &
Kito, 1983a).

A lipofilizagdo com cloreto de &cido graxo n&o afeta significativamente o balango de
cargas e, por conseguinte, ndc afeta a solubilidade no pH isoelétrico. E importante
mencionar gue, quando uma proteina é succinilada, os residuos reativos carregados
positivamente (grupos amino terminais) sdo transformados em derivados carboxilicos
carregados negativamente (em meio alcalino), deslocando seu pH isoelétrico a valores de
pH mais acidos. No caso da lipofilizagdo com acidos graxos, 0s grupos amino sdo
convertidos em residuos apolares.

Apbs a lipofilizag&o, deve-se monitorar o grau de modificagdo, o que pode ser
realizado por cromatografia gas-liquido. Para quantificar os acidos graxos incorporados
covalentemente a proteina, deve-se quantificar previamente os acidos graxos totais e
aqueles que nao se ligaram ou ficaram em estado livre. Os acidos graxos totais se
determinam, geraimente, por meio de uma hidrolise acida com HCI 6N e extragdo com
solvente (hexano, éter etilico, cloroférmio, etc). Posteriormente, adiciona-se uma solugéo
conhecida de padréo interno (acido margarico, palmitico, estearico, etc) para quantifica-
los por cromatografia. Os acidos graxos livres sdo extraidos de forma similar aos acidos
graxos totais, sem aplicar a hidrolise. A quantidade de &cidos graxos unidos
covalentemente é calculada pela diferenga entre os acidos graxos totais e os livres
(Haque & Kito, 1983b).

Os valores dos moles de acidos graxos ligados por mol de proteina s&o sempre uma
média, devido ao fato de que em uma proteina modificada, os acidos graxos nao estéo
unidos no mesmo grau, como consequéncia da h eterogeneidade p opulacional (Akita &
Nakai, 1990a).

O aumento da hidrofobicidade das proteinas modificadas esia infimamente ligado as
mudangas conformacionais. Hayakawa & Nakai (1985} classificaram a hidrofobicidade
das proteinas a nivel alifatico (aminoacidos alifaticos) e a nivel aromatico (aminoacidos
aromaticos). Métodos fluorescentes como o CPA (acido cis-parinarico) e ANS (1-anilino-
8-naftalenosulfonato) sdo usados para medir a hidrofobicidade das proteinas modificadas.

O método CPA mede a hidrofobicidade causada pelos residuos alifgticos, como as
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cadeias hidrocarbonadas (acidos graxeos), e o método ANS mede a hidrofobicidade
aromatica (Akita & Nakai, 1990a). Ao lipofilizar a p-lactoglobulina, os autores concluiram
que existe um aumento na hidrofobicidade superficial causada pelos acidos graxos
(usando como reagenie de lipofilizagdo o éster de N-hidroxisuccinimida de acido
estedrico) e por tanto do CPA. Porém, quando mais de nove moles de acido estearico
séo incorporados, a CPA decresce. Estas provas podem exibir a distribuicao de grupos
alifadticos e aromaticos e monitorar as possiveis mudangas conformacionais na molécula

protéica ao ser lipofilizada.
5.2. Efeito da lipofilizagio sobre as propriedades funcionais das proteinas

A estrutura e a conformagédo de uma proteina dependem do ambiente idnico onde
ela se encontra (Mangino, 1984). Os aminoéacidos aromaticos sio mais hidrofébicos e
volumosos € se encontram normalmente no interior da molécula protéica.  Os
aminoacidos menos hidrofobicos se acomodam mais facilmente no interior devido ao seu
menor tamanho e maior flexibilidade. Em valores de pH alcalinos ou em presenca de
solventes organicos, a proteina sofre um rearranjo no q ual 0 s aminoacidos aromaticos
s&o expostos, enquanto que os aminoécidos alifaticos permanecem no interior da
molécula. De acordo com Puigserver et al. (1979), quando grupos hidrofébicos s@o
unidos ao residuo s-amino da lisina, estes tendem a se mover para o interior hidrofdbico
da proteina, causando uma forte restricdo molecular. A medida que se incorporam mais
acidos graxos, maior € a abertura da proteina, as interagdes hidrofébicas e os efeitos
estéricos se incrementam, resultando na formag&o de numerosos estados de agregagdo e
polimerizagdo, que promovem a precipitacéo das proteinas. Este comportamento afeta
substancialmente suas caracteristicas funcionais (Akita & Nakai, 1990a), entre as quais:

Solubilidade. Um dos fendmenos visiveis do incremento da hidrofobicidade é a
diminuicdo da solubilidade. Por exemplo, a lipofiizagdo da B-lactoglubulina com
diferentes proporgbes molares de acido estearico/proteina, ocasiona uma acentuada
diminuicdo da solubilidade, em fun¢&o de complexos rearranjos conformacionais (Akita &
Nakai, 1990a).
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Figura 8. Influéncia da razdo de lipofitizagio na solubilidade da B-lactoglobulina lipofilizada com N-
hidroxisuccinimida de acido estedrico (Akita & Nakai, 1980a).

A redug&o da solubilidade n&o esta linearmente relacionada com o aumento dos
acidos graxos; pelo contrario, esta diminui¢do ocorre por etapas (Figura 8). As ligacdes
com os acidos graxos fazem desdobrar as proteinas e, assim, novas conformagdes séo
descobertas. Quando tais posi¢des sao lipofilizadas durante a reacdo, as proteinas se
agregam ainda mais e precipitam, diminuindo sua solubilidade.

Na Tabela 4, mostra-se o efeito da lipofilizacdo sobre a solubilidade de diversas
proteinas vegetais.

Tabela 4. Efeito da lipofilizagdo com cloreto de acido palmitico {(C16) sobre a solubilidade de
diversas proteinas de origem vegetal, em pH 7.

Proteinas Prot. nao lipofilizadas | Prot. lipofilizadas com C16
Concentrado de gérmen de mitho® 45 44 2413
Torta de girassol ° 36,4 11,4
Concentrado de girassol ® 13,16 1.44

?Solugdc 2 4% de proteina a 28 °C por 30 min. Relagdo proteina:C16 1:1, p/p. (Roussel-Philippe & Barrera-Argllan, 2002).

Propriedades superficiais. A lipofilizacdo tem um efeito marcante sobre as
propriedades superficiais. Ao incorporar adequadamente ligantes hidrofébicos, melhora-

se a anfifilicidade da proteina, facilitando seu alinhamento na interface dleo-agua. As
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proteinas modificadas se beneficiam incrementando sua atividade e estabilidade da

emulsdo (Tabela 3), assim como, suas propriedades espumantes (Akita & Nakai, 1990a).

A diminuicao da tensdo superficial € um importante fator na formacdo e na
estabilizacdo de uma emulsdo (Puigserver et al., 1979). As primeiras moléculas de um
surfactante i ntroduzidas e m um sistema bicamada atuam formando uma monocamada.
As moléculas surfactantes restantes se associam umas as outras para formar micelas,
que estabilizam o sistema por meio d e rearranjos hidrofilicos-hidrofébicos (Stutz et al.,
1973) (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito da lipofilizac@o, com éster de N-hidroxisuccinimida de acido palmitico, sobre as
propriedades emuisificanies e espumantes da glicinina de soja (Kito, 1987)

Proteina Atividade Expanséo de Estabilidade
emuisificante (%) espuma (%) espuma {%)°
Glicinina de soja 100° 101 60
Glicinina de soja-C16 266 ° 128 90

* Solugae 0,4% proteina em tampéo 0,1 M de fosfato de sodio, pH 7 a 25°C. Relagac proteina:C16 3:1,p/p.

E importante mencionar que o incremento da atividade emulsificante & proporcional
& diminuic&o do grau de incorporagao de acidos graxos. O corolario indica que em graus
de incorporagao baixos, a atividade emulsificante aumenta quando a relagéo dieo:agua é
'menor que 2. Acima desta razdo, somente as proteinas altamente lipofilizadas
apresentam atividades emulsificantes altas (Haque at al., 1982; Kito, 1987).

A tensado superficial também decresce com o aumento do tamanho do ligante.
Quando os ligantes sdo menores, a ocorréncia de formagdo de agregados € menor.
Estes agregados, sao produto da associagdo de mondmeros, que favorecem a formacéo
de uma camada continua que reduz a tenséo superficial. Desse modo, pode-se dizer que
a tens&o superficial & inversamente proporcional ao grau de incorporacdo de acidos
graxos e ao tamanho destes (Haque & Kito, 1984a).

As propriedades espumantes das proteinas também se beneficiam pela lipofilizacao,
especialmente a baixos niveis de incorporagdo de acidos graxos. Porém, a estabilidade
de uma e spuma é dependente d e modificacbes a niveis médios e altos (Haque efal.,
1982; Kito, 1987). A diminuigdo da tensao superficial e interfacial faz com que a proteina
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seja capaz de formar filmes estruturados, continuos e coesivos ao redor das bolhas de ar
(Bikerman, 1973). De acordo com esse pesquisador, algumas particulas podem
estabilizar a espuma em funcéo da formacé@o de barreiras fisicas & coalescéncia. Desse
modo, a unido de acidos graxes, a niveis médios, causa uma maior precipitacdo de
proteinas capazes de formar e manter a espuma ao longo do tempo (Figura 9) {Akita &
Nakai, 1890a).
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Figura 9. Indice de estabilidade da espuma em relagao a taxa de incorporacdo de acidos graxos.
Lipofilizagéo de p-lactoglobulina com N-hidroxisuccinimida de acido estearico. Os valores sobre as

barras referem-se a quantidade de acidos graxos unidos a proteina (Akita & Nakai, 1990a).

A expansao e estabilidade da espuma também s&o influenciadas pelo tamanho do
ligante. A medida que aumenta-se o tamanho dos é&cidos graxos, aumentam-se as
propriedades espumantes. Por outro lado, a densidade da espuma se comporta
inversamente proporcional ao tamanho dos acidos graxos (Haque & Kito, 1984a; Akita &
Nakai, 1980a).

Finalmente, pode-se dizer que a lipofilizagdo € um método de modificagdo quimica
das proteinas, gue pode alterar favoravelmente sua funcionalidade. E facil de ser
implementado e ndo modifica sensivelmente o valor nutricional das proteinas, permitindo
a utilizagdo de proteinas em aplicages, onde em sua forma nativa ndo teriam uma

funcionalidade adequada.
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RESUMEN

Efecto de la lipofilizacion sobre las propiedades funcionales de la harina de
palmiste (Elaeis guineensis).

Se estudiaron las propiedades funcionales de las proteinas presentes en la harina
de palmiste, obtenida a partir de almendras con y sin testa. |.a remocion de la testa con
HCI 4 N p ermitio d isminuir | a concentracion de polifencles, o que s ignificd o btener una
harina de mejor color {(crema claro) y textura. Se estudio la lipofilizacién de las proteinas
de la harina de paimiste para evaluar los cambios en las propiedades funcionales y
compararios con las propiedades de las tortas no modificadas. Las propiedades medidas
fueron: solubilidad, capacidad de retencién de agua (CRA) y capacidad de retencion de
aceite (CRAC), capacidad emulsionante (CE), actividad emulsionante (AE), estabilidad de
la emulsion (EE), expansion de la espuma (EEsp) y estabilidad de la espuma (EsEsp). La
lipofilizacién de la torta sin testa se probd en dos proporciones de proteina:cioruro de
acido palmitico, 1:0,5 y 1:1, p/v. La solubilidad y la CE disminuyeron, sin embrago las
otras propiedades o se mantuvieron constantes (CRA) o aumentaron notablemente. La
lipofilizacion con menor concentracién de acidos grasos (relacion proteina:cloruro de

1.0,5) mostrd mayores valores en las propiedades funcionales medidas.

PALABRAS CLAVES: Harina de palmiste, modificacion quimica, proteinas, lipofilizacion,
solubilidad, propiedades funcionales.
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SUMMARY

Effect of lipophilization on functional properties of palm kernel flour {Elaeis
guineensis).

Functional properties of proteins presented in palm kernel flour were studied,
started with almonds with and without testa. Removal of testa with HC! permitted a
decrease of the polyphenol concentration, besides confering the flour a light cream color.
Lipophilization of the proteins of paim kernel was studied in order to evaluate the changes
on functional properties and compare them to the properties of non-modified flour.
Properties measured were solubility, water retention capacity (WRC) and fat retention
capacity (FRC), emulsion capacity (EC), emuision activity (EA), emulsion stability (ES),
foam expansion (FE) and foam stability (FS). Lipophilization of the cake without testa was
tested in two protein:palmitoyl chloride ratios: 1:0.5 and 1:1, w/v. Solubility and EC
decreased, however, the other properties either kept constant (WAC) or increased
markedly. Lipophilization with a lower concentration of fatty acids (1:0.5 protein:palmitoyl
chloride ratio) showed higher values for functional properties.

KEY WORDS: Palm kernel flour, chemical modification, proteins, fipophilization, solubility,
functional properties.

1. INTRODUCCION

La torta de palmiste es un subproducto de la industria de aceite de palma.
Posterior a la extraccion de aceite, la torta generalmente se utiliza para alimentacion
animal y siempre en menores proporciones que otfras tortas de oleaginosas (Cornelius,
1966, 1983; Tang y Teoh, 1985).

La harina de palmiste proviene de la exiraccidn por solvente de [a torta de
palmiste. Ambas son mal toleradas por los animales porgue son extraidas junto con la
testa, que posee compuestos fenolicos que son facilmente oxidados en quinonas, las
cuales interactUan con los grupos tidles y/o grupos amina formando compiejos insolubles
(Sreedhara y Kurup, 1998).
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Actualmente, las aplicaciones de las proteinas de palmiste han sido poco
estudiadas, aunque [a produccién global de aceite de palma haya aumentado
considerablemente afio tras afio, y p uede representar, consecuentemente, una materia
prima disponible a bajo costo. AlUn mas interesante podria ser el uso de las almendras
enteras de paimiste en la produccién de harinas con caracteristicas sensoriales y
tecnoldgicas, mejoradas.

La remocion de la testa ha sido estudiada por Sreedhara et af., (1992) que evalud
su valor nutricional para posible uso en alimentacion. Balogun (1982) concentré proteinas
de la torta de palmiste, lo cual aumentd la digestibilidad en comparacion a la torta original,
con un alto potencial de mejoramiento para la alimentacién animal.

La valorizacion de la harina de palmiste solo sera posible si sus propiedades
funcionales y tecnoldgicas fueran mejoradas, ya que sus proteinas poseen poco interés
en el ambito industrial. Una tecnologia disponible, y sin embargo poco estudiada, es la
lipofilizacién de proteinas. Esta modificacion quimica de proteinas altera basicamente las
caracteristicas hidrofilicas / hidrof6bicas mediante la incorporacién de grupos lipofilicos en
las moléculas, mejorando la afinidad de las proteinas con compuestos o sistemas
hidrofébicos.

La acilacion de las proteinas con grupos hidrofdbicos puede ser realizada con
ésteres de N-hidroxisuccinamida (Haque et al., 1982), anhidridos succinico o acético
(Messinger et al., 1887) o cloruros de acidos grasos (Roussel-Philippe ef al., 2000). La
acilacion ha sido aplicada a diversas proteinas vegetales, como los del trigo (Barber y
Warthesen, 1982; Roussel-Philippe et al., 2000), de soya (Franzen y Kinsella, 1976;
Haque y Kito, 1982; Aoki et al., 1981), de algodon (Choi et al., 1983), de girasol
(Schwenke et al., 1986), entre otras.

En la reaccion de lipofilizacién, el cloruro de cido graso reacciona con los grupos
amina libre, en medio alcalino, resultando en la inclusién de acidos grasos en la molécula
proteica (Roussel-Phillipe et al., 2000).

BNH,*R-C=0+ NaOH —
Cl

BrNH-¢=0 +NaCl+ H,0
R
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El objetivo de este trabajo fue evaluar, como primera etapa, la influencia de la testa en
las propiedades funcionales de la torta de palmiste. Posteriormente, se estudiaron los
efectos de la lipofilizacion en las propiedades funcionales, como la solubilidad, capacidad

de retencion de agua y aceite y las propiedades superficiales.
2. MATERIALES Y METODOS

Materias primas.

Almendras enteras de palmiste (Efaeis guineensis), cedidas por Agropalma, S.A,
(Brasil), cosecha 2002.

Cloruro de acido palmitico de AZKO Chemicals (Francia).

Preparacion de ia harinas de palmiste con testa (HPCT) y sin testa (HPST).

Para la preparacion de la harina de palmiste con testa se partié de las almendras,
que fueron molidas en molino de cuchillas e desgrasadas en extractor soxhlet con hexano
por 8 h. La harina fue secada a 60°C y posteriormente molida en molino {(Foos Tecator,
Knifetec 1085 Sample Mill) por 15 seg, y tamizada por malla de 0,485mm.

Para preparar la harina de palmiste sin testa se partid de ias almendras de
palmiste. Las almendras se limpiaron y se separaron manualmente de aquellas que se
encontraban quebradas y con fibras externas dafadas, seguidas de secado a 40°C en
horno con aire circulante, por 1 h. La remocion de la testa se realizé segin el método de
Sreedhara et al. (1892). Una muestra de 20 g de almendras se tratd con HCI 4N a una
temperatura de 95°C por 8 min (relacién de almendras:acido de 1:1.5 p/v) bajo constante
agitacion. Las almendras tratadas se lavaron con exceso de agua para retirar el cido
residual. En esta etapa, la testa estaba blanda y se retird manualmente. Las almendras
se almacenaron en congelador y posteriormente fueron milidas. lLa extraccion de la
fraccion lipidica se hizo en extractor soxhlet con hexano por 8 h, obteniéndose la harina
de palmiste sin testa (HPST). La harina fue molida nuevamente y tamizada por malla de
0,485mm.

Debido a sus caracteristicas y propiedades mas adecuadas, la harina de palmiste
sin testa fue lipofilizada.
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Meétodos analiticos

Humedad, ceniza y nitrégeno fueron determinados por triplicata segin los métodos
de AOCS (1997). La proteina bruta fue calculada multiplicando por el factor 6,25.
(Sreedhara y Karup, 1998)

La composicidn de aminoacidos fue determinada segin el método de Spackman et
al., (1958). Los compuestos fendlicos fueron determinados en HPST y HPCT, segun el
metodo de Sodiniy Canella (1977). Muestras por duplicado (0,5 g cada) fueron extraidas
por reflujo con 100 mL de etanol / agua (80/20, v/v) a pH 4,3, por 4 h. Las muestras
fueron enfriadas, centrifugadas (Heraeus Sepatech, Suprafuge 22, rotor HF 22.50) a
12500 g, por 10 min. Lalectura de la absorbancia fue hecha en el sobrenadante, a 700
nm. Los resultados fueron expresados en términos de acido tanico (ppm). Proteinas,
polifenoles y contenido de ceniza se expresaron sobre la materia seca.

Reaccion de lipofilizacion

La HPST se lipofilizé siguiendo el proceso de Roussel-Philippe ef al., (2000) como
sigue: la harina se dispers6 en agua, relacion harina:agua de 1:5, p/v, y el pH ajustado a 9
con NaOH 4N a temperatura ambiente (30°C) bajo agitacidon magnética constante. L a
reaccion se llevé a cabo por adicién de cloruro de 4cido palmitico, gota a gota,
manteniendo el pH en 9,0. Las relaciones de proteina de HPST vy cloruro de acido
palmitico estudiadas fueron 1:1y 1:0,5, p/p. Después de 30 min, el pH de la dispersion se
ajustod a 7,0. Una alicuota fue retirada para la determinacion de acidos grasos libres y
totales. El resto de la dispersion se llevd a pl (pH 4,3) con HCI 6N y se centrifugd
(Heraeus Sepatech, Suprafuge 22, rotor HF 12.500) a 18000 g, por 20 min. Los residuos
fueron lavados dos veces con agua acidificada a pH 4,3 y centrifugados bajo las
condiciones anteriores. Las respectivas tortas lipofilizadas fueron secadas en horno con
aire circulante a 40°C por 24 h, molidas, tamizadas (0,485 mm) y almacenadas en
congelador a 4°C hasta su utilizacién.

Determinacion de los acidos grasos unidos covalentemente (AGC).

Los acidos grasos presentes en las proteinas de las harinas lipofilizadas se
determinaron segln el método de AQAC 922.06 (1990). Para la determinaciéon de los
acidos grasos totales (AGT), 2 g de harina lipofilizada fue hidrolizada con HCI 6N, filtrada
en papel S&S 589 y lavada. El papel filtro, con la muestra, se seco en estufa a 105°C por

1 h y posteriormente extraido con éter etilico.
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La determinacion de los acidos grasos libres (AGL) se hizo por extraccion con éter
etilico a partir de 1,5 g de harina lipofilizada. Los acidos grasos unidos covalentemente
(AGC) a la proteina son la diferencia entre los AGT y los AGL. Las mediciones fueron
realizadas por triplicado.

Medicion de las propiedades funcionales

Solubilidad (Nitrogen Solubility Index, NSI)

El NSI de la HPCT y la HPST se determind a diferentes valores de pH y en los
productos lipofilizados, a pH 7,0, segun el método de Rahma y Narasinga (1979), como
sigue: muestras de 3 g fueron dispersadas en 30 mL de agua a temperatura ambiente
(30°C). EIl pH de las dispersiones fue ajustado con NaOH 0,5N o HCI 0,5N. Estas
permanecieron en constante agitacion magnética, siendo posteriormente centrifugadas
(rotor HF 22.50) a 12,500 g, por 20 min. Alicuotas de 5 mL se retiraron posteriormente,
para determinar su contenido de nitrogeno (micro-Kjeldahl). EI NSI se expresé como
nitrdgeno soluble en la alicuota con relacion al nitrégeno total. Las mediciones fueron

realizadas por duplicado.

Capacidad de retencion de agua (CRA) y capacidad de retencion de aceite (CRAC)

Muestras de 2 g fueron completadas con 15 mL de agua (CRA) o 10 mL de aceite
de soya (CRAC) en un tubo para centrifuga de 50 mL, previamente pesado. El tubo fue
agitado en Vortex por 2 min y centrifugado (rotor HF 22.50) a 750 g, por 20 min, segun el
método de Rahma y Narasinga (1983). EIl tubo fue pesado después del descarte del
sobrenadante, y la CRA y la CRAC fueron expresados como g de agua o aceite
retenidos/g de muestra seca. El procedimiento fue repetido 5 veces. Todas las
mediciones de la CRA fueron hechas a pH 7.

Propiedades superficiales

La actividad emulsionante (AE) y la estabilidad de la emulsion (EE) se
determinaron segun el método de Yasumatsu et al., (1972) modificado como sigue: La AE
se estimd suspendiendo 1 g de muestra en 15 mL de agua en tubo para centrifuga
graduado, seguido d e agitacion utilizando un homogenizador U Itraturrax ( IKA-WERK) a
20000 rpm, por 30 seg. Inmediatamente despues, la dispersion fue emulsionada con 15
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mL de aceite de soya con el Ultraturrax, por 90 seg. Los tubos fueron centrifugados (rotor
HF 22.50) a 730 g, por & min. La AE se calculd como la altura de la capa
emulsionada/altura total x 100. La EE se determind calentando la emulsién a 80 °C por 30
min, enfriando con agua y centrifugando a 2500 rpm, por 5 min. E! resultado fue
expresado de la misma manera que la AE. Los resultados obtenidos son el promedio de
cuatro repeticiones.

La capacidad emuisionante (CE) se realizd segln el método de Swift et al., (1961)
modificado. Las muestras (1% de proteina) se ajustaron a diferentes pH con NaOH 1N o
HCI 1N, por 30 min {recipientes de &= 7cm). Los recipientes fueron enfriados en bafio de
hielo y la dispersién fue agitada con Ultrarurrax a 20000 rpm, por 30 seg. En ese instante,
se adiciond aceite de soya desde una bureta graduada a una velocidad de 1,4 ml/seg,
mientras dos electrodos fueron conectados a un amperimetro para la medicidén de la
resistencia (KQ). El punto de inversidon se detectd por el amperimetro cuando la lectura
de la resistencia es infinita (inversion de una emulsion de aceite en agua a una emulsion
de agua en aceite). La CE se expresé en ml de aceite emulsionado/g de muestra, siendo
realizadas 10 repeticiones.

La expansion (EEsp) y la estabilidad (EsEsp) de la espuma se determiné segin el
método de Puski (1975) modificado: una dispersién de 1% de proteina fue agitada con
Ultraturrax a 20000 rpm, por 80 seg. El volumen se registré y la expansion de espuma se
exprest como volumen de la espuma/volumen antes de la agitacion x 100. La estabilidad

de la espuma (EsEsp) se registrd después de 30 y 120 min de reposo de la muestra.

Analisis estadistico

Los experimentos para las mediciones de las propiedades funcionales fueron
conducidos de forma casualizada. Se utilizd el programa STATISTICA 5.0 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, U.S.A) aplicando anélisis de varianza y teste de Tukey, con nivel de confianza
de 95% (p<0,05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
En la Tabla | se presenta la composicidon centesimal de las harinas de palmiste con
testa (HPCT) v sin testa (HPST).

La remocion de la testa no modifica significativamente la composicion centesimal de la

harina de paimiste (Gnicamente la concentracion de polifenoles y taninos), resultando una
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harina de color crema clara y textura mejorada. La coloracion de la HPCT se presentd
marron oscura, debido a la testa. La remocion de la testa en las harinas disminuyé
aproximadamente 65% de los constituyentes fendlicos con relaciéon a la HPCT, sin
embargo, el contenido de proteina se mantuvo igual si comparamos los resultados
obtenidos por Sreedhara y Karup (1998), en el cual el aumento de proteina representd
mas de 8% a la proteina inicial. Los taninos son conocidos por unirse con las proteinas
como mecanismo de defensa contra los insectos (Barry y Duncan, 1985; Yu et al., 1995).
La harina de palmiste sin testa fue la escogida para ser lipofilizada debido a sus mejores
caracteristicas, como mejor color y menor concentracion de polifenoles.

El proceso de lipofilizacién de la HPST, en las relaciones proteina:cloruro de 1:1y
1:0,5, permitid recuperar, respectivamente, 87,7 y 85,4 % (en el pl) de las proteinas
originales, debido principalmente a los efectos de dilucion. Se observd que la cantidad de
acidos grasos unidos a las proteinas de las harinas lipofilizadas (Tabla Ii) fue mayor que
la cantidad de moles de lisina presentes en la proteina de la harina de palmiste (254,69
umoles lisina/g de proteina. En la HPST;1:1, la cantidad de acidos grasos unidos
covalentemente (AGC) a la proteina fue 3 veces mas que la cantidad de lisina presente y
en la HPST;1:0,5 fue 1,7 veces. Estos resultados sugieren que el cloruro de acido
palmitico, ademés de reaccionar con la lisina, también puede reaccionar con otros sitios
nucleofilicos, come residuos libres hidroxilo de Ia treonina, serina y tirosina, y residuos
sulfidrilo de la cisteina.

Roussel-Philippe (2001) reportd una diferencia significativa entre la cantidad de acidos
grasos ligados covalentemente (AGC) y la cantidad de lisina presente en las harinas de
maiz y de girasol (lipofilizados en proporcién proteina:cloruro de acido palmitico de 1:1,
p/p), que fue de 4,5 y de 6 veces, respectivamente.

La solubilidad es una propiedad fisico-quimica fundamental que depende del peso
molecular, naturaleza y concentracion de iones, pH y temperatura y que se manifiesta en
un equilibrio entre las interacciones solvente-proteina y proteina-proteina (Sgarbieri, 1996;
Kinsella et al, 1985). Las condiciones gque afectan el equilibrio a favor de las
interacciones proteina-proteina disminuyen la solubilidad, y las condiciones que favorecen
las interacciones proteina-solvente la incrementan. Las fuerzas que participan en estas
interacciones son electrostaticas, hidrofébicas y de puentes de hidrégeno (Kinsella et al.,
1885). La solubilidad también es afectada por las condiciones aplicadas en el
procesamiento, como calentamiento, uso de solventes, pH, tamafio de particula, etc.
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En la Figura 1, se presenta la curva de solubilidad de las HPST y HPCT. Como se
puede observar, el proceso de remocion de la testa ocasiona una reduccion de la
solubilidad (menos de 10% a valores de pH alcalinos) y un pH isoeléctrico mal definido,
debido probablemente al usc de soluciones acidas, altas temperaturas, tamafio de
particula, etc. Balogun (1982}, trabajando con aislados proteicos de palmiste, observé la
reduccion en [a solubilidad al retirar la testa, asi como un aumento de la digestibilidad.

El efecto de la lipofilizacién sobre la solubilidad se muestra en la Figura 2. A pH 7,0,
tanto la HPST;1:1 como la HPST;1:0,5, mostraron disminucion en su solubilidad. Es dificil
afirmar que exista una desnaturacion, propiamente dicha, asociada a la lipofilizacion de
las proteinas de la harina de palmiste o de las proteinas en general, pero es evidente que
esta transformacion afecta directamente su comportamiento funcional. En la lipofilizacién
de lactoglobulina con acido esteérico, Akita y Nakai (1990a) observaron una correlacion
entre la disminucion de la solubilidad y la cantidad de acidos grasos unidos.

lL.as proteinas, en presencia de solventes organicos y a pH alcalinos, sufren una
reorganizacion, en la cual los grupos hidrofébicos (acidos grasos) son expuestos,
mientras los residuos hidrofilicos pasan a ocupar el interior de la molécula proteica. Las
interacciones entre los residuos hidrofobicos aumentan, provocando un estado de alta
agregacion y, consecuentemente, la precipitacion de las proteinas (Akita y Nakai, 1990a).

Las propiedades superficiales estan relacionadas a la capacidad de las proteinas
de disminuir la tension superficial entre los componentes hidrofilicos del medio y
dependen principalmente de la composicion y conformacion de las proteinas presentes
(Kinsella, 1976). Las propiedades emulsionantes son minimas en el pH isoeléctrico de las
proteinas y tienden a aumentar con el aumento del pH. Los respectivos datos son
presentados en la Tabla Il

La capacidad emulsionante a pH 7,0 mostrd una disminucion de 44% en la HPST
frente a la HPCT, probablemente debido al fratamiento acido v altas temperaturas
aplicadas para retirar la testa, En el punto isoeléctrico, la CE fue menor que a pH 7,0. La
desnaturacion y/o factores que afectan la solubilidad o la conformacién nativa, como
temperatura, pH y efectos idnicos, intervienen directamente en la flexibilidad de las
proteinas (Graham y Phillips, 1975; MacRitchie, 1978; Tornberg, 1978 a,b).

En la harinas lipofilizadas, la capacidad emulsionante a pH 7,0 disminuy6 frente a
las harinas no modificadas (Tabla lll), posiblemente debido a la disminucion de la
solubilidad que presentaron los productos lipofilizados y a efectos estéricos, que impiden
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la apertura de los segmentos polares en el medio acuoso. La reduccion de la CE en las
harinas 1:0,5 y 1.1, fue del orden de 68 % y 66% frente a la HPCT sin lipofilizar.

La AE y EE son mas dependientes del caracter hidrofobico a nivel superficial que
posee una proteina. La lipofilizacion aument6 ia AE y la EE en la HPST:1:0,5 mas de
1000% y 300%, respectivamente, en comparacion a la muestra de HPST sin lipofilizar. La
HPST;1:0,5 tuvo mayor AE y EE frente a la HPST;1:1, en orden de 7,5% y 43%,
respectivamente (Figura 3). La relacién agua y aceite estudiada en la AE y EE fue de 1.
Este comportamiento fue relatado por Kito (1987) en la lipofilizacién de o-caseina. La
AE fue mayor cuando la proporcién de incorporacién de los AG fue menor a una relacion
agua:aceite entre 0,5y 2,0. Kato y Nakai (1980) demostraron una alta correlacion entre 1a
hidrofobicidad molecular y las propiedades superficiales de las proteinas. Al incorporar
acidos grasos, la tension superficial disminuye y la capa superficial de las proteinas sobre
las gotas de aceite aumenta. En el pl, las harinas originales y las lipofilizadas no
mostraron ninguna actividad emulsionante.

Para que una proteina tenga buenas propiedades espumantes, debe por lo menos
cumplir con dos funciones: reducir la tensién superficial (e interfacial) entre el liquido y a
burbuja de aire y con un grado de desnaturacion superficial, acentuar las interacciones
proteina-proteina que permitan la formacioén de una pelicuta cohesiva (Kinsella, 1976). La
expansién de la espuma (a pH 7,0) en la HPST;1:0,5, representd un aumento superior de
300% con relacion a la harina no modificada. La lipofilizacion probablemente causd la
disminucion de la espesura de la capa interfacial, favoreciendo la formacién de la espuma
y su estabilidad a través del tiempo (Figura 4). La estabilidad de la espuma (EsEsp) de
las harinas de palmiste lipofilizadas mostraron variaciones no significativas a través del
tiempo (30 y 120 min). En el pH isoeléctrico, la ExEsp de la HPST;1:0,5 fue mayor que a
pH 7.0, debido al aumento de las interacciones proteina-proteina y de la cohesion
intermolecular, que reducen al méaximo la tensién superficial. En la Figura 4, se muestra
que a medida que aumenté el grado de incorporacion de AG, disminuyeron la ExEsp y la
EskEsp, y que en general las propiedades superficiales fueron beneficiadas por la
lipofilizacidn, como consecuencia del aumento de las interacciones hidrofébicas, con
excepcién de la CE.

La CRA no mostrd gran variacion entre las harinas con y sin testa y sus
flipofilizados (Tabla 1V). La CRA fue mayor en la HPST en comparacion con las demas
muestras, probablemente debido al proceso de remocién de la testa. Huffman et al.,

(1975) reportaron que diferentes variedades de harinas de girasol presentaron un
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aumento de la CRA cuando la solubilidad disminuyo, producto de aiglin tipo de
desnaturacion,

La CRAC de las harinas originales fue similar y muy baja, sin embargo, la
lipofilizacion aumentd la CRAC, debido al caracter lipofilico de las moléculas. El aumento
de la CRAC fue proporcional al aumento de acidos grasos incorporados que fue de 1,5y
2,8 veces en la HPST,;1:0,5 y HPST;1:1, respectivamente, en comparacion a la harina sin
testa no lipofilizada. Roussel-Philippe (2001) reportd un aumentc de 2,5 veces en la
CRAC en la harina de girasol lipofilizada y 1,5 veces en la harina de maiz lipofilizada en
una relacion proteina:cloruro de acido palmitico de1:1, p/p.

La remocion de la testa permiti® obtener una torta de bajo contenido de
polifenoles, de propiedades mas adecuadas para la obtencion de productos de mayor
valor agregado.

La lipofilizacidbn ocasioné un aumento general de las propiedades funcionales,
destacandose la AE, EE, ExEsp y EsEsp, sin embargo la solubilidad, la CRA y la CE
disminuyeron significativamente. Los mayores valores fueron obtenidos cuando se utilizd
una rejacion proteina:cloruro menor (HPST;1:0,5).

La influencia de otros componentes en la materia prima vegetal, como los carbohidratos,
fibras, etc, no fueron estudiados en este trabajo, sin embargo, es imposible ignorar sus

contribuciones en las propiedades funcionales a las proteinas de la harina de paimiste.
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Tabla |

Composicion centesimal de la harina de palmiste sin testa (HPST) y con testa (HPCT)

Componentes HPCT HPST
Sélidos totales (%) 89,3+0,8 88,8:0,5
Lipidos residuales (%)* <0.1 <0.1
Proteinas (%)* 21,0£0,8 21,7£0,6
Ceniza (%)* 3,5+0,5 3,3£0,7
Carbohidratos {%) (por 64,6 63,6
diferencia)

Polifenoles (ppm) 52,8 18,5

*Datos expresados en base a materia seca
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Tabla Il

Efecto de [a refacion proteina:cloruro de acido palmitico en la composicién quimica,

rendimiento y relacion de lipofilizacion de ias harinas HPST;1:0,5 y HPST;1:1.

Componentes HPST;1.0,5. HPST;1:1
Sdlidos totales* (%) 98,3x1,2 94,8+1.4
Proteinas® (%) 18,5+0,8 19,1£0,3
Cenizas™* (%) 0,9+0,2 £.9+0,2
Rendimiento* (%) 88.3 74,9
AGL (mg/g de harina) 76,6 132,3
AGT (mg/g de harina) 98,8 172,9
AGC (mg/g de harina) 221 40,6
Relacion de lipofilizacion
umoles AGC/ g de proteina 433,7 773,9

* Datos expresados en base a materia seca.
AGL: Acidos grasos libres
AGT: Acidos grasos totales
AGC: Acidos grasos covalentes
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Tabla (.

Efecto de la remocion de la testa y de la lipofilizacion sobre la actividad emulsionante (AE),
estabilidad de la emulsion (EE), capacidad emulsionante (CE), expansién de la espuma
(ExEsp) y estabilidad de la espuma (EsEsp) de las harina de palmiste con testa {HPCT) y sin
testa (HPST) y de las harinas lipofilizadas HPST;1:0,5 y HPST;1:1
apH43y7.0.

Columnas acompafiadas por superindices diferentes presentan diferencias significativas (p<0,05)

ESESp (%)
Muestras pH AE (%) EE (%) CE (ml ExEsp (%)
aceite/g 30 min 120 min
muestra)

HPST 43 0,0 0,0 55,20:32  158#0,6 15806  13,7%0,9
70 35:01°  10.7:0,6° 86,6424,1° 39,822,9° 13,3:04° 9.7+0,8°

OPCT 43 0,0 0,0 75.3+42  13,0¢1,3 127309  10,6%0,9
70 412017 50:0,1°  1250#33° 20,3:0,1° 161+1,2° 14421 1°

HPST;1:0.5. 4,3 0,0 0,0 - 169,2+09 146,1z0,8 146,208
7.0 386:0,9° 44,7:04° 27,121,4°  162,110,6° 144,8:04° 144,840 4°

RS a3 0.0 0.0 - 89,9+12 89,9212  89,9+1,2

70 355:02° 256:1,7° 29,1:29° 103,8+0.6° 99.0:15° 99,0:15°
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Tabla IV

Efecto de la remocion de la testa y de la lipofilizacidn sobre la capacidad de retencion de
agua (CRA) y la capacidad de retencién de aceite (CRAC) de las harina de palmiste con testa
(HPCT} y sin testa (HPST) y de las harinas lipofilizadas HPST;1:0,5 y HPST;1:1.

Columnas acompanadas por superindices diferentes presentan diferencias significativas (p<0,05)

Muestras CRA CRAC g/g
g/g muestra muestra
apH7,0
HPST 1,47+0,8° 0,15+0,3°
HPCT 1,2710,5° 0,15x0,4*
HPST;1:0,5 1,21+0,2° 0,24+0,2°
HPST:1:1 1,29+0,2¢ 0,44+0,4°
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Figura 1
Curvas de solubilidad de las harinas de palmiste con testa (HPCT) y sin testa (HPST),

55



8.0

75|
£
=
= 6,01}
£
=
(=]
w

454

30}

c
15}
HPST HPCT HPST;1:0,5 HPST;1:1 o % SolpH 7.0

Figura 2
Efecto de la remocion de ia testa y de la lipofilizacion sobre la solubilidad proteica de las
harina de palmiste con testa (HPCT) vy sin testa (HPST) y de las harinas lipofilizadas
HPST;1:0,5 y HPST;1:1 a pH 7,0.

Columnas acompariadas por fetras diferentes presentan diferencias significativas (p<0,05)
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Efecto de la remocion de la testa y de la lipofilizacion sobre la actividad emulsionante (AE) y

estabilidad de la emulsion (EE) de las harina de palmiste con testa (HPCT) y sin testa (HPST)

y de las harinas lipofilizadas HPST;1:0,5 y HPST;1:1 a pH 7,0.

Columnas acompafiadas por letras diferentes presentan diferencias significativas (p<0,05}

57



180

c
160
140 }
100 |
80
M % ExEsp
40 pH 7.0
% EsEsp30m
20 oH 7.0
0 : : . EEE % EsEsp120m
HPST HPCT HPST:1:0,5 HPST:1:1 pHT7.0

Figura 4

Efecto de la remocidn de la testa y de la lipofilizacién sobre la expansién (ExEsp) y
estabilidad de ta espuma (EsEsp) de las harina de palmiste con testa (HPCT) y sin testa
(HPST) y de las harinas lipofilizadas HPST;1:0,5 y HPST;1:1 a pH 7,0.

Columnas acompanadas por letras diferentes presentan diferencias significativas (p<0, 05)
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CAPITULO 3
THE INFLUENCE OF LIPOPHILIZATION ON FUNCTIONAL PROPERTIES OF
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Abstract: The objective of this work was to evaluate the effects of lipophilization on the
functional properties of cottonseed flour and its concentrate, as well as to compare
them before and after modification. Cottonseed flour and its concentrate presented
48% and 77% protein (N x 5.3), respectively, and the concentration process yielded
38% in weight. Cottonseed flour and its concentrate were lipophilized with palmitoyl
chloride in three protein:palmitoyl chloride ratios: 1:0.25, 1:0.5 and 1:1, w/v. The
properties measured were: solubility, water retention capacity (WRC), oil retention
capacity (ORC), emulsion activity (EA), emulsion stability (ES), foam expansion (FE)
and foam stability (FS) at pH 7.0. With the exception of solubility, all the functional
properties increased, especially foam properties and WRC. Lipophilization caused a
decrease on protein content of both cottonseed flour and concentrate, but improved
sensorial properties such colour and texture. Lipophilization with greater amounts of
fatty acids (protein:palmitoyl chloride ratio of 1:1) showed higher vaiues in almost all
the measured properties. Content of free gossypol in cottonseed flour, concentrate and
its lipophilized products was below the permitted limits.

Keywords: lipophilization, functional properties, cottonseed flour, cottonseed concentrate,
surfactant properties.

INTRODUCTION

Today, cottonseed world production represents more than 2.1 million ton/year in
Brazil and more than 53.7 million ton/vear’. Cottonseed meal, a by-product of cottonseed oil
extraction, 1s widely used for animal feed and represents an interesting and economic source of
proteins for human consumption, considering the needs of great section of the population.

Cottonseed meals and flours contain high quality proteins that can be used as protein
supplement for human consumption, in the absence of gossypol. Elimination of gossypol in
cottonseed meal 15 necessary; since this toxic compound, when combined with available lysine,
induces its nutritional reduction. Moreover, gossypol can cause serious clinical signs in
humans and in monogastric animals, such as lung edemas and hepatic hemorrhages, which
makes it an undesirable compound in human food®.

Cottonseed fiour obtamned by direct oil extraction with hexane, presented clear colout,
fine texture and high protein content. Between 60 to 68% (N X 6.25) of this protein could be
used as a protein supplement in several bakery products, such as bread, sweet and salt biscuits®.

Functional properties of cottonseed meal, its concentrate and its isolate were
thoroughly studied by other authors. The first researches in this field were published in the
early seventies and involved the determination of the composition and functionality of
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cottonseeds™.  Other researchers worked on the effect of gossypol and 1its different
elimination techniques™®’.

Several authors studied the functional properties of the modified cottonseed proteins.
Child and Park® and Choi e o/ ° succinylated cottonseed proteins. Later, Rahma and
Narasinga' succinylated and acetylated proteins of cottonseed flour obtamning different results
that depended on the nature of the charges incorporated by the anhydrides used. This way,
the influence of lipophilization on the functional properties of cottonseed proteins resulted
mteresting, since it modifies the hydrophilic/hydrophobic characteristics, by the incorporation
of lipophilic groups in the molecules. This modification improves the affinity of the proteins
with hydrophobic compounds or systems.

Acylation of proteins with hydrophobic groups can be accomplished with N-
Hydroxysuccinimide esters’, fatty acid anhydrides”, succynic or acetic anhydrides” or fatty
acid chlorides*. Acylation has been applied to many vegetable proteins, including those of
wheat™”, soy"" "7 sunflower™, cottonseed® and peanuts’. Lipophilization is an acylation
process, where the fatty acid chloride reacts with free amine groups, m alkaline medium,
resulting in the inclusion of fatty acids in the protein molecule’, following the Shotten-
Baumann reaction.

The objective of this work was to evaluate the effects of lipophilization of cottonseed
flour and its protein concentrates on functional properties such as: solubility, water and oil
retention capacities and surface properties.

MATERIAL AND METHODS
Raw material

Cottonseed (Gosgypiun herbacenrm) flour provided by Maeda S.A. (Brazil) was used as the
protein source.

Palmitoyl chloride was provided by AKZO Chemicals (France)

Cottonseed flour (CF) obtained from double oil extracton, expeller and posterior
extraction with hexane, was ground in a Foos Tecator mill (Knifetec 1095 Sample Mill) and
sieved through a 0.485 mm sieve. Cottonseed flour was defatted again in a Soxhlet extractor
with fresh hexane and evaporated at 50°C in an oven with circulating air for 3 h, ground and
stored at 4°C until use.

Preparation of cottonseed protein concentrate (CC)

The preparation of the concentrate from cottonseed flour was done according to the
method of Liadakis ez a/*. Extraction of CC was carried out with 1N NaOH at pH120zand 2
sample:solvent ratio of 1:20 (w/v), at room temperature (20°C), for 1 h, under constant
agitation. The suspension was centrifuged at 18000 g (Heraeus Sepatech, Suprafuge 22, rotor
12.500) and filtered through Whatman #3 paper.  Extraction was repeated twice
(sample:solvent ratio 1:10, w/v) and the proteins were recovered from supernatants by
precipitation at pI (pH 4.0). After centrifugation, the concentrate was dried in an oven with
circulating air at 35°C, ground, and stored in a freezer at 4°C until use.

Analytical methods

Moisture, ash and nitrogen were determined by triplicate according to AQCS®
approved methods. Crude protein was calculated by multplying the Kjeldhal nitrogen by the
conversion factor of 5.3%.

Amino acid composition was determined according to the method of Spackman ef 2/,
Free gossypol was determined according to AOCS® (Official Method Ba 7-58). The results
were expressed in ppm. Protein, lipid and ash contents were expressed as percentages on a dry
matter basis.
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Lipophilization reaction

Cottonseed flour and its concentrate were lipophilized according to Roussel-Philippe ef
al ™. CF and CC were dispersed in water at a ratio of 1:5, w/v, and the pH was adjusted to 9.0
with 4N NaOH at room temperature (20°C), under constant magnetic stirring. The reaction
was carried out by direct addition of palmitoyl chioride, drop by drop, while stirring and
maintaining the pH at 9.0. The Protein:Palmitoyl Chloride Ratios (PPCR) were 1:0.25, 1:0.5
and 1:1, w/v. After 30 minutes, the dispersion was maintained under agitation duringl5 min
and the pH was adjusted to 7.0. An aliquot was collected for free and total fatty acid
determination. The remainder of the dispersion was brought to pl (pH 4.0) with 1N HC! for
protein precipitation and centrifuged at 18000 g (Heraeus Sepatech, Suprafuge 22, rotor HF
12.500) for 20 min. The residue was then washed twice with water at pH 4.0 and centrifuged
under the same conditions.

Lipophilized cottonseed flour and concentrate were dried in an oven with circulating
air at 40°C for 24 h, ground, sieved (0.485 mm sieve), and stored in a freezer at 4°C until
analyses.

Analysis of bound fatty acids (BFA)

The fatty acid content in lipophilized proteins was determined according to AOACH
Method 922.06. For the determination of total fatty acids (TFA), 2.0 g of lipophilized product
was hydrolyzed with 6N HCI, filtered in S&S 589 paper and washed with hot water. The filter
paper with the sample was dried in an oven at 105°C for 1 h and extracted with ethyl ether.
TFA was expressed as mg of total fatty acids/g of dry sample.

Determination of free fatty acids (FFA) was carried out by extracton of 1.5 g
lipophilized product with ethyl ether. FFA was expressed as mg of free fatty acids / g of dry
samnple.

Bound fatty acids (BFA) were calculated as the difference between TFA and FFA. The
measures were made in triplicate.

Solubility

Nitrogen solubility index (NSI): NSI of cottonseed flout, concentrate and lipophilized
products was determined at pH 7.0, according to the method of Rahma and Narasinga®, as
follows: samples were dispersed in 30 mL of water (6% protein solution) at room temperatute
(ZOGC), The pH of the dispersions was adjusted with 0.5 N NaOH or 0.5 N HCl, under
constant magnetic agitaton. Dispersions were centrifuged at 12500 g (rotor 22.50) for 20 min.
Aliquots of 5 mL of the supernatants were collected and analysed by micro-Kjeldahl, NSI was
expressed as the percentage of soluble nitrogen with regard to total nitrogen. This
deternmination was made in duplicate.

Water retention capacity (WRC) and oil retention capacity (ORC)

Samples of 2.0 g were combined with 15 ml. water (WRC) or 10 mL soybean oil
(ORC) in 50 mL centrifuge tubes, previously weighed. Slurries were agitated in a Vortex
agitator for 2 min and centrifuged at 12500 g for 20 min, according to the method of Rahma
and Narasinga’’. The tubes were re-weighed after discarding the supernatant, and both the
WRC and ORC were expressed as g of water or oil retained by g of dry sample. The
procedure was repeated 5 times. All the measures of WRC were made at pH 7.0 by adjusting
the pH with 0.5N HCl! or 0.5N NaOH..

Surface properties

Emulsion activity (EA) and emulsion stability (ES) were determined according to the
method of described by Yasumatsu ez 2/ %, modified as follows: EA was estimated by preparing
a 4% protein dispersion in 15 ml warter in a graduated centrifuge tube, agitating at 20000 rpm
(Ulerarurrax IKA-WERK) for 30 s. The dispersion was then emulsified during 90 s with 15
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ml soybean oil with the Ulraturrax mixer. The tubes were then centrifuged at 750 g (rotor
22.50) for 5 min. EA was calculated as the ratio of the height of the emulsified layer by the
total height in the centrifuge tube x 100. ES was determined by hezting the emulsion at 80°C
for 30 min, cooling it to 20°C with water and cenerifuging it at 750 g for 5 min. The result was
expressed the same way as for EA. The results given were the average of 5 replications.

Foam expansion (FE) and foam stability (FS) were determined according to the
method described by Puski®™, modified as follows: 1% protein dispersions were shaken with
the Ultraturrax mixer at 20000 rpm for 90 s. The volume was registered and the foam
expansion was expressed as the relation between the volume of foam and the volume of the
dispersion before agitation x 100. The stability of the foam was registered and expressed in the
same way after 30 min and 120 min.

Statistical analysis

Analysis of variance and the Tukey test, at an assurance level of 95% (p <0.05) were
used to compare the effects of lipophilization on functional properties of modified and non-
modified cottonseed proteins, using the STATISTICA 5.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, U.S.A)

program.

RESULTS AND DISCUSSION

Centesimal composition of CF and CC are shown in Table 1. After the second
extraction with hexane, cottonseed flour showed a residual oil content lower than 0.5% and a
light yellow-greenish colour. Crude protein content was 48% on a dry basis. The vield of the
concentrate obtained by an adaptation of the method described by Liadakis e 2/, was 38% in
welght. It presented 77% protein (conversion factor of 5.3). In comparison to the results
obtained by Liadakis e 2/ *, concentrates with 14.3% of nitrogen were obtained in this study
against 13.4% obtained by these authors. For that reason, and for nomenclature purposes,
percentages of protein lower than 90% were called concentrazes in this research.

The free gossypol content of the cottonseed flour was very low (17 ppm) after the
second extraction with hexane (Table 1). It is well known that heat and solvents cause the
rupture of pigment glands and removal of gossypol®. The content of free gossypol in the
original cottonseed (just ground), was 480 ppm. This suggests that conventional oil extraction
processes, where the combination of rolling, heat and moisture are mandatory stages, cause a
decrease of free gossypol up to human-safe levels. In these processes, part of the free gossypol
is converted to bound gossypol®. The second extraction with hexane, carried out in the
laboratory, produced cottonseed meal with almost null gossypol content. Qsman e @/ ¥
obtained cottonseed meal and isolate with low gossypol levels using a combination of sieving
and different settling processes with hexane. The gossypol content of the concentrate was
almost null due to its degradation at the basic pH used in its preparation (pH 12.0). El Tinay ef
a!® produced isolates with low gossypol contents, obtaining minimum levels when the isolates
were extracted in highly alkaline media.

Lipophilization of cottonseed flour and protein concentrate

The term "/ipophilization” is used to describe the increase in hydrophobicity of the
proteins obtained through chemical modification of the protein structure, and also to describe
the attachment of fatty acids to cottonseed proteins'*.

In the lipophilization process, cottonseed flour lipophilized at PPCR of 1:0.25, 1:0.5
and 1:1, allowed a recovery of 96%, 81% and 71%, respectively, of the original protein content
at pl. For the concentrate, the recovery was 83%, 72% and 56%, respectively. This is
probably due to a diution effect and recovery propordonal to the amount of palmitoyl
chloride incorporated to the protein structure.
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The yield of hipophilization for cottonseed meal was 81.8%, 81.7% and 83.6%, in
weight, for the ratios described above and, for the lipophilized concentrate, 90%, 88% and
86%, respectively. This means that for lpophilized cottonseed flours and concentrates, an
average of 18% and 13% of the mass was transformed mainly into free fatty acids, sodium
chlonide and complexes formed between free gossypol and palmitoyl chloride.

It was observed that the amount of fatty acid attached to lipophilized cottonseed flour
and concentrate {Table 2) was higher than the lysine mol quanaty present in cottonseed
protein (472.07 umol Lys/g protein). For cottonseed flours CF;1:0.25, CF;1:0.5 and CF;1:1
acylation rate was 0.19, 0.66 and 1.19 tumes higher than the lysine content and for the protein
concentrates CC;1:0.25, CC;1:0.5 and CC;1:1 was 2.24, 3.04 and 5.4 times higher. These
results suggest that the palmitoyl chloride, besides reacting with the lysine group also reacts
with other nucleophylic sites, like the free hydroxyl residues (OH) of the threonine, serine and
tyrosine arnino acids to form ester and phenolics bonds, and also the sulphydzil residues of the
cystein to form thioester bonds. Roussel-Philippe™ observed significant differences between
the quantty of fatty acids attached by covalent bounding (BFA) and the quandty of lysine
present in defatted corn germ proteins lipophilized at a protein:palmitoyl chlotide ratio of 1:1,
w/w, and in sunflower proteins lipophilized at the same proportion (4.5 and 6 times,
respectively).

The colour of the lipophilized products was light and their texture was soft and dense.

In lipophilized products, the gossypol content was almost null, possibly due to
competition between palmitoyl chloride and gossypol for occupying the lysine and hydroxyl
groups ionized of the high pH. The bounds between gossypol and proteins are reversible'
and easily degraded to other complex compounds. According to Rahma and Narasinga'®, the
effects of succinylation and acylation of cottonseed meal showed a non significant decrease of
total gossypol content, in the range of 12% to 15%. However, the content of free gossypol
was reduced from 50% to 88% by the acvlation process and 33% to 55% by succinylation.
Protein solubility

Solubility 1s the main functional property for the utlization of proteins as food
ingredients and it depends on the molecular weight and nature of proteins, as well as the
concentration of 1ons, pH, and temperature, as they influence the balance of solvent-protein
and protein-protein interactions” . The conditions that favour protein-protein interactions
contribute negatively to solubility, on the other hand, as protein-solvent interactions are
favoured, solubility increases™. Solubility is also influenced by the conditions applied, such as
heat, presence of solvents, pH, patticle size, etc.

CF solubility at pH 7.0 was 9% (Fig 1). This low value is possibly 2 result of the oil
extraction process applied to the seeds, since the heat applied during cooking drastically
modifies protein conformaton. At pH 11.0 (data not shown), only 44% of the nitrogen was
soluble. It 1s known that the forces that favour protein-protein interactions in aqueous
solutions are due to hydrophobic interactions between the non polar residues of the protein™.
The fact that CF presented mote than 38% hydrophobic amino acids eased the formation of
hydrophobic patches that resulted in molecular aggregation states and the decrease of its
solubility. In this context, the introduction of more hydrophobic molecules in cottonseed
proteins through lipophilization, favours hydrophobic interactions and decreases electrostatic
repulsion, reducing their solubility. All ipophilized products showed a decrease in solubility
(Fig 1), caused by the presence of organic solvents and alkaline pH. In this diverse condition,
proteins suffer a re-arrangement and hydrophobic groups (fatty acids) are exposed, so the
hydrophilic residues rigrate to the intertor of the molecule. The interactions between
hydrophobic residues increase, promoting states of high aggregaton and, consequendy,
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protein precipitation”**. Solubility is not reduced linearly, but came out by steps’.  Akita

and Nakai™ reported the same behaviour when Lipophilizing lactoglobuline with the N-
Hydroxysuccinimide ester of stearic acid. Rahma and Narasinga™ showed an increase of the
solubility of succinylated cottonseed meal, but when acetylated, the solubility of cotronseed
meal decreased. During succinylation, hydrophilic groups are introduced in the molecule,
which reduces its pl to more acidic pH values. However, during acylation, hydrophobic
groups are introduced, and depending on the number of acylated groups added, solubility
decreases in an aqueous medium. During lipophilization processes, fatty acids do not
influence the charge balance of the proteins and consequently their pl. The amine group
residues are transformed into non polar residues when weak forces such as Van der Waals
forces promote aggregations and protein polymerization™.

Surface properties

Surface properties are related to the capacity of proteins of reducing superficial tension
between hydrophilic components of the medium. It depends mainly of the composition,
distribution and conformation of the proteins™.

Emulsion activity (EA) of lipophilized CF was superior in comparison to the non-
modified CF (Fig 2). Lipophilized cottonseed flour at PPCR of 1:1, showed 2 higher increase,
up to 17% with respect to the emulsion activity of nen-modified CF. Lipophilized proteins
have a greater amount of non polar segments which minimize the repulsions in the molecules.
Hydrophobic character is responsible of aggregation and increase of the emulsion activity.
Steric and superficial hydrophobicity effects caused by the fatty acids, influence the formation
of ngid films around o1l droplets. While the succinylated proteins increase the emulsification
properties by electrostatic and hydration effects, due to the increase of the net charge™, the
lipophilized proteins increase them by the decrease of the repulsion forces and by the
formation of mtermolecular hydrophobic interactions among the protein films. In the
lipophilized protein concentrates, the increase of EA was not significant due to the low levels
of incorporation of palmitoyl chloride; however, higher molar ratios of C16/ Lys showed the
highest values of EA, 7.6% more with respect to the emulsion activity of non-modified CC,
and 32% more with respect to the emulsion activity of CF.

At pH 7.0, CF showed high emulsion stability (65%) compared to its lipophilized
products (<55%), when submitted to 80°C (Fig 3). Lipophilized protein concentrate also
showed lower ES values compared to the emulsion stability of CC, with the exception of the
product lipophilized at PPCR of 1:1, which had an ES close to 80%. It could be observed, for
the lipophilized protein concentrate at 2 PPCR of 1:1, that a higher quantity of fatty acids was
attached to the protein reactive groups. Availability of lysine groups, due to previous
purification, and the decrease of gossypol content, promoted fatty acid binding, and
consequently, emulsification properties. A C16/Lys molar ratio of 5.4 (corresponding to
lipophilized protein concentrate at PPCR of 1:1) can be considered as an intermediate value,
and below this value, the increase in EA and ES is not significant.

Hzaque and Kito™, when lipophilizing ct-casein, observed that a lower degree of protein
Incorporation resulted in 2 higher EA and lower ES value, when the oil/water proportion was
below 2. At molar ratios of palmitoyl chloride:ti-casein in the range of 0.3 to 6.0, the protein
was denominated as low incorporate, although at the ratio of 6.0, the protein exhibited the highest
level of EA and ES.

A protein with good foaming properties must, at least, present two functons: reduce
the superficial (and interfacial) tension berween the liquid phase and the air bubble, and
promoted, with a degree of superficial denaturaton, accentuate protein-protein interactions
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that permit the formation of a cohesive film™. For foam formation, the proteins should be
soluble in the aqueous phase and capable to unfold rapidly and form a strong laver of protein
around the air bubble™.

Foam expansion (FE) at pH 7.0 of CF and CC lipophilized products increased notably
when compared to the respective non-lipophilized products (Figure 3). For CF;l:1,
corresponding to C16/Lys ratio of 1.19, the increase in FE was up to 375% with respect to the
foam stability of CF. Foam remained the same after 120 min when compared to time zero.
Lipophilized CC;1:0.5, corresponding to a C16/Lys ratio of 3.04, showed the highest FE,
however a decrease of 17.8% in stability was observed after 120 min of rest. Haque and Kito™
found an increase 1n foam stability at greater incorporation degrees. Akita and Nakai™ also
observed a significant increase in foam stability when using low and medium incorporation
degrees; however, it was lower than for the non-lipophilized B-lactoglobulin. Lipophilization
caused a reduction of the thickness of the interfacial layers, as a consequence of 2 strong
association of the molecules to form continuous intetmolecular polymers and of Van der
Waals forces, which also favor the formation of more strong and stable foams.

Water retention capacity (WRC) and oil retention capacity (ORC)

Water retention capacity i an important hydration property, which corresponds to the
quantity of water retained by the protein, accompanied by volume expansion. Hydrated
protein complexes confer to the products the texture required in the manufacture of
reconstituted meat, for example. Fat retention capacity of components affects textural and
sensoty properties of foods, mainly through the enhancement of flavour retention and
improvement of mouthfeel”.

The water and fat retention capacities of cottonseed flour were high (Fig 4).
Lipophilization increased ORC, due to the high hydrophobicity of lipophilized cottonseed
proteins, which contain numerous fatty acids attached to their side chains by hydrophobic
interactions. Lipophilization also caused an increase of WRC, possible due to proteins
unfolding and steric effects of fatty acid residues. This behaviour was not expected, once
cottonseed flour had a low solubility. Although WRC and ORC of the CC and the lipophilized
CC were lower than that of lipophilized CF, they showed an important increase (Fig 4). The
increase observed for WRC and ORC was proportional to the increase of the fatty acids
incorporated; however, at low incorporation levels and low molar rados of C16/Lys (0.19 to
1.19), the protein is able to unfold and effectively expose its hydrophilic residues to retain or
absorb water. Roussel-Philippe™ reported an increase of 4.1 times in WRC and 2.3 times in
ORC of lipophilized sunflower proteins, as well as 1.2 ames in WRC and 1.09 times in ORC of
lipohilized corn germ flours, when lipophilizing at PPCR of 1:1. Acetylation of cottonseed
proteins carried out by Rahma and Narasinga'””, showed 2 higher WRC compared to non-
modified cottonseed meal and this increase was proportional to the increase of the
modification degree; nevertheless, the authors did not explain the phenomenona involved.

The lipophilization process reduces free gossypol content to safe levels and improved
visual and texture characteristics. The study of the functional properties of native cottonseed
proteins and of non-modified proteins showed an increase of most of them, except for
solubility. Lipophilization can modify the hydrophilic/hydrophobic balance of the proteins.
These results suggest that Lipophilization influences protein surface properties decreasing its
superficial tension due to the increment of net hydrophobicity. However, other factors such as
composition, distribution and conformation of the proteins are essential to increase surface
properties of lipophilized proteins. At low levels of fatty acid incorporation, steric effects of
fatty acid residues and the change in protein conformation possibly favours proteins unfolding,
making them capable of efficiently retaining water and oil.
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The nfluence of other components of cottonseed, such as carbohydrates, fibbers, etc,
was not studied in this work; however, it is impossible to ignore their contribution on
functional properties.
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Table 1.
Centesimal composition of cottonseed flour (CF) and cottonseed protein concentrate (CC).

CF cC
Dry matter (%) 95.6+1.5 98.4+2.2
Residual lipids {%)* <0.5 <0.5
Proteing (Nx5,3) 48.120.8 77.0£1.5
Ash (%)* 68.4+1.0 3.520.8
Free gossypol (ppm) 17.3£0.6 2.3x05

*Data expressed on a dry basis
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Table 2.

Effect of Protein:Palmitoyl Chloride Ratio

hpophilization rates on cottonseed flour (CF) and cottonseed concentrate (CC)

(PPCR) on chemical composidon and

CF;1:0.25 CF:1:0.5 CF;1:1 CC;1:0.25 CC;1:0.5 CcC;1:1
Dry matter {%) 96.12+2.6 | 96.80+3.2 | 97.30+1.0 99.1£1.9 98.712.2 98.6+2.2
Proteins (Nx5,3)" 45.80x1.0 39.10£0.6 33.80+1.8 63.90+6.9 55.10+1.4 43.221.5
Ash (%) 1.9520.5 1.81+0.8 1.87+0.5 2.63+0.7 2.01£0.5 1.66z0.8
Free gossypol (ppm) 2.2+0.5 1.310.5 1.120.8 1.9:0.6 1.1£0.4 1.0+0.2
mg of FFA/g 106.03£0.3 | 177.9320.3 | 302.27+0.2 | 86.46:04 2231+0.3 | 338.80z0.5
mg of TFA/g 116.9320.5 | 204.42+0.2 | 330.75+0.3 | 334.45:0.2 | 472.34+0.4 | 608.8020.5
mg of BFA/g 10.92 27.04 37.47 247.91 249.2 270.10
Lipophilization rate
{umoi CFA/g of proteins) 0.19 0.66 1.19 2.24 3.04 5.40

*Dara expressed on basis
P

FFA: Free fatty acids
TFA: Total fatty acids

BFA: Bound fatty acids
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Solubitity (%)
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Figure 1

CF;1:0.25 CF;1:0.5 CF1n1 CcC CC:1:0.25 CC;1:0.5

cCi11

Bt SOLUB (%)

Effect of Protein:Palmitoyl Chlonide Ratio (PPCR) on solubility profiles of cottonseed flour

(CF}, and cottonseed protein concentrate (CC) at pH 7.0

Columns accompanied by different letters are significandy different (p <0.05)

72



TN AE (%)
EE (%)

CF CF;1:0.25 CF;1:05 CF:1:1 CcC CC;1:0.25 C€C;1:058 cc;1:1

Figure 2

Effect of Protemn:Palmitoyl Chloride ratio (PPCR) on emulsion acuvity (EA) and emulsion
stability (ES) of cottonseed flour (CF) and cottonseed protein concentrate (CC) at pH 7.0

Columns accompanied by different letters are significantly different (p <0.05)
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Figusre 3

Effect of Protem:Palmitoyl Chloride ratio (PPCR) on foam expansion (FE) and foam stability
(FS) of cottonseed flour (CF) and cottonseed protein concentrate (CC) at pH 7.0

Columns accompanied by different letters are significantly different (p <0.05)
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Figure 4

Effect of Protein:Palmitoyl Chloride ratio (PPCR) on water retention capacity (WRC) and oil
retention capacity (ORC) of cottonseed flour (CF) and cottonseed protein concentrate (CC) at
pH 7.0

Columns accompanied by ditferent letters are significantly different (p <0.05)
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CONCLUSOES GERAIS

1.

A remogao da testa das améndoas de palmiste teve um efeito importante nas
propriedades funcionais, ocasionando uma redu¢do da solubilidade e um
aumento na estabilidade da emulsdo e expansdo de espuma. A farinha de
palmiste sem testa apresentou melhores propriedades sensoriais tais como core
textura.

O processo de concentracdo de proteinas a partir da farinha de palmiste
mostrou-se tecnicamente viavel, obtendo-se um concentrado com teor de
proteina de 48% (N X 6,25), porém com rendimentos muito baixos, menores que
2%, o que seguramente torna sua aplicacio inviavel economicamente.

O processo de concentracao de proteinas a partir da farinha de algod&o permitiu
obter concentrados com 77% de proteina bruta (N X 5,3} e um rendimento de
38%, indices adequados para este tipo de produtos.

As propriedades funcionais da farinha de paimiste, medidas no pH isoelétrico de
suas proteinas (pH 4,3), foram menores que no pH 7,0, exceto as propriedades
espumantes das farinhas lipofilizadas. Isto é devido principalmente a diminuigao
da solubilidade no pl, provocada pela desnaturacédo, porém, a formacéo de
espuma & beneficiada pela desnaturacdo a nivel superficial, responsavel pelas
mudancas conformacionais que geram filmes coesivos ao redor das bolhas de
ar.

A lipofilizacao via rea¢do com cloreto de acido palmitico mostrou-se uma técnica
rapida e eficiente para modificar quimicamente as propriedades funcionais das
proteinas vegetais de paimiste e de algodéo, valorizando estas duas materias
primas.

O processo de lipofilizacio de proteinas da farinha de palmiste e da farinha de
algoddo e seu concentrado modificou significativamente as propriedades
funcionais, observando-se um aumento nos valores das propriedades
superficiais (atividade e estabilidade da emulséo) e espumantes, porém, a
solubilidade diminuiu significativamente em todos os casos.
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7. Observou-se que a mudanga nas propriedades funcionais depende do tipo de
matéria prima utilizada e da relagdo proteina:cloreto de acido palmitico. Em
geral, para a farinha de palmiste lipofilizada, as propriedades aumentaram a
niveis baixos de proteina:cloreto de acido palmitico, enquanto que na farinha de
algodéo e seu concentrado protéico lipofilizados, os valores das propriedades
funcionais aumentaram com o aumento dos niveis de acido palmitico
incorporado.

8. Muito embora os teores de gossipol apresentados pela farinha de algodéo forem
baixos, o0 processo de lipofilizacdo, os reduziu ainda mais, devido & alta
quantidade de alcali utilizada para manter o pH 9,0.
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1  ANEXO 1. OBTENGAO DO CONCENTRADO DE PALMISTE

A obtengao do concentrado do palmiste a partir da farinha sem testa foi feita segundo
o método Bologun ef al. (1982) e Nielsen et al., (1973). A farinha foi suspensa em uma
solucdo de NaOH 1N, relacéo farinha:soivente de 1:10, p/v. Agitou-se por 90 min, a 600
rpm, a temperatura ambiente (25°C) e o pH se manteve em 12. Posteriormente, a
suspensao foi centrifugada a 12500 g (rotor 22.500) por 20 min e o sobrenadante foi
acidificado até o p! (pH 4,3). O concentrado foi seco em estufa com circulacéo de ar por
24 h, a 35°C, moido e armazenado em freezer. O rendimento na concentracao foi de
1,98% em peso e o teor de proteina foi de 44% (N X 6,25). Por estes motivos, a

concentracao de proteinas da torta de palmiste foi invidvel em termos econdmicos.
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2 ANEXO 2. ELIMINACAO DE AGCUCARES E FIBRAS SOLUVEIS DO
FARELO DE ALGODAO

A remogé&o dos agUcares e fibras sollveis do farelo de algodo foi estudada com
quatro solventes. As solugbes utilizadas foram etanol 90%, segundo o método de
Martinez et al. (1970), 1-butanol:HC! 0,005N (92:8 v/v) e 2-propanoi:HCI 0,005N (82:8 viv),
segundo Liadakis ef al., (1993). A relagac farelo:solvente utilizada, foi de 1:100, p/v. Um
grama de amostra foi suspenso nos solventes mencionados em um erlenmeyer de 250
mL com tampa e deixadc em agitagdo magnética por 2 h. Apods este tempo, as
suspensodes foram centrifugadas a 12500 g (rotor HF 22.500) e os sobrenadantes foram
descartados. Os residuos foram secos em uma estufa com circulagdo de ar por 2 h, a
40°C. A determinagdo de nitrogénio foi feita apos a secagem. Contra o esperado,
observou-se que para todos os solventes utilizados, existiu uma redugdo peguena no teor
de proteina dos produtos. Isto é provavelmente devido & remogdo de proteinas sollveis
nestes solventes, que foi maior que a quantidade de fibras e aglcares sollveis da farinha
de algodao. Portanto, a produg&o do concentrado de algod&o por precipitagéo acida foi

feita diretamente do farelo de algodao, com 48% de proteina (N X 5,3).
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6. ANEXO 3. FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE LIPOFILIZAGAO, SEGUNDO
ROUSSEL-PHILIPPE (1998)

Torta desengorduradaffarelo Agua + NaOH
concentrado 4N
protéico
Solugac de proteina lr—l
Ajuste de pH=9 i
Cloreto de Reacio de Shotten& NaCH 2 N
paimitoila Buamann manutengéo
pH=g
Agitacao
30min, pH=9
' Frecipitacio I——l HC 1N= pl
Centrifugacao
20min 10000rpm
i
| |
l Sobrenadante | I I Precipitadag |

c/agua acidificada

Lavagem 3 vezes
phk=pl

Centrifugacéoc
15min 10000rpm

l Schrenadante

Proteina tipofilizada
Bruta PBL
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