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RESUMO

O cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum) ¢ uma fruta tipica da regido Norte do
Brasil, com grande potencial econdomico. Atualmente ¢ a polpa que sustenta a produgdo,
industrializacdo e comercializagdo desta fruta. A semente, um subproduto da industrializacdo da
polpa, comeca a despertar interesse como um produto de alto valor nutricional e com grande
potencial de mercado para produtos industrializados. O presente estudo teve como objetivo a
producdo e caracterizacdo de farinha, concentrado e isolado protéico da semente do cupuagu,
quanto a sua composi¢ao protéica e de aminodcidos e caracteristicas quimicas e funcionais. A
farinha, obtida das sementes trituradas e desengorduradas, serviu como matéria-prima para a
extracdo da fragdo protéica em meio aquoso, obtendo-se o concentrado protéico (precipitagdo em
pH 3.,5) e o isolado protéico (solubilizagdo em pH 9 e precipitacio em pH 3,5). A farinha
desengordurada, o concentrado e o isolado protéico de semente de cupuagu foram submetidos a
analise de composi¢do centesimal, cor, aminodcidos, perfil eletroforético de suas proteinas e
propriedades funcionais. O concentrado apresentou um teor protéico de 31,18% e o isolado de
64,33%. Quanto ao perfil eletroforético de suas proteinas, observou-se a presenca de trés
principais bandas protéicas, com pesos moleculares variando de 20,03 a 39,79kDa além de trés
bandas fracas adicionais. As bandas mais fracas parecem ter sido seletivamente perdidas durante
a extracdao alcalina para producao do isolado protéico, estando presentes apenas na farinha
desengordurada e no concentrado protéico. Observou-se que a farinha desengordurada, o
concentrado e o isolado protéico de semente de cupuagu, apresentaram boa composi¢ao
aminoacidica, com teores superiores aos recomendados para a grande maioria dos aminoécidos.
Tanto a farinha como o concentrado apresentaram muito boa capacidade de retencao de dgua e de
0leo. Observou-se também, boa capacidade emulsificante em pH 7,0, para a farinha, o
concentrado e o isolado protéico, 987,50, 977,50 e 1380,00mL 6leo/g produto, respectivamente.
Assim, estes produtos apresentam potencial de utilizagdo, ndo somente para enriquecer outros

alimentos, mas também para melhorar certas propriedades funcionais.
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SUMMARY

Cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum) is a native fruit from northern Brazil, with
great economic potential. Its productive chain is currently sustained by the pulp market. The seed,
treated as a by-product of the pulp industrialization, has recently come to public attention as a
highly nutritive product with great market potential for industrialized products. The objective of
the present study was the production and characterization of flour, protein concentrate and
protein isolate obtained from the cupuacu seed, in terms of their chemical and functional
properties and their protein and amino acid composition. The flour, obtained from ground and
defatted seeds, was used to extract the protein fraction in an aqueous medium, obtaining the
protein concentrate (precipited at pH 3.5) and the protein isolate (solubilized at pH 9.0 and
precipited at pH 3.5). The defatted flour, the protein concentrate and the protein isolate were
analyzed in terms of their chemical composition, color, amino acid contents, electrophoretic
protein profile and functional properties. The concentrate presented a protein content of 31.18%
and the isolate, 64.29%. The electrophoretic profile of their proteins indicated the presence of
three main protein bands, with molecular weights ranging from 20.03 to 39.79 kDa, besides three
additional weak bands. The weaker bands seem to have been selectively lost during alkaline
extraction for production of the protein isolate, as they were detected only in the defatted flour
and in the protein concentrate. The defatted flour, the protein concentrate and the protein isolate
obtained from cupuacu presented a good amino acid composition, as the contents of most amino
acids were higher than the daily recommended amounts. The flour and the concentrate presented
both excellent water and oil retention capacity. Good emulsifying ability at pH 7.0 was also
observed for all three products: 987.50 mL oil/g for the flour, 977.50 mL oil/g for the protein
concentrate and 1380.00 mL oil/g for the protein isolate. So, these products presented good
utilization potential, not only to enrich other foods, but also to enhance some functional

properties.
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INTRODUCAO

O cupuagu ¢ uma das frutas mais populares da Amazdnia, com grande potencial para
industrializagdo, sendo que seu valor econdmico estd baseado atualmente na industrializagao e
comercializagdo da polpa. Apesar das sementes constituirem cerca de 20% do peso do fruto e
apresentarem alto valor nutritivo, constituem-se em residuo, sendo praticamente descartadas
durante o beneficiamento do fruto.

Diversos estudos mostram que as sementes sdo compostas de uma gordura muito
semelhante a manteiga de cacau, e que desenvolvem um fino e agradavel aroma, similar ao do
chocolate, quando fermentadas, secas e torradas (LUCCAS, 2001; MARCHESE, 2002). Por isso,
acredita-se que elas sejam uma excelente matéria-prima na fabricagdo de produtos especiais tipo
chocolate, coberturas e bebidas achocolatadas, etc., com vantagem sobre as gorduras de
substitui¢do existentes, por apresentarem, além de semelhancas composicionais & manteiga de
cacau, caracteristicas de sabor peculiares, as quais poderiam contribuir na obtencdo de produtos
achocolatados diferenciados e de alta qualidade.

O valor nutricional das proteinas da semente do cupuagu ndo deve ser subestimado,
mesmo considerando a possibilidade da reducdo deste valor em decorréncia dos tratamentos de
fermentagdo e/ou tratamentos térmicos aplicados no processamento das sementes. Assim, as
etapas de fermentagao e torracao devem ser realizadas em condigdes que ocasionem o minimo de
perdas no sabor e valor nutricional do produto final.

Devido as sementes de cupuagu conterem um teor de proteinas consideravel, 9 a 12%,
(QUEIROZ, 1999; VASCONCELOS, 1999; LOPES, 2000; MATTIETTO, 2001), apresentam
grande possibilidade de uso nao somente para a produgdao de um produto anélogo ao chocolate,
mas principalmente como um alimento alternativo com boas qualidades nutricionais,
principalmente quando se considera que a farinha desengordurada obtida destas sementes, que
possuem cerca de 60% de lipidios, pode alcangar teores de proteina superiores a 26%. Lopes
(2000), estudando améndoas de cupuagu e cacau, encontrou que o valor biologico das améndoas
de cupuagu ¢ significativamente superior ao do cacau, sugerindo que produtos a base de suas
sementes sejam testados visando, principalmente, o consumidor infantil.

Durante as ultimas trés décadas, a industria de alimentos tem dado especial aten¢ao para a
produgdo de alimentos usando concentrados e isolados de proteinas obtidos de vegetais. Eles

podem ser usados adicionados as proteinas de origem animal, na preparagao de produtos carneos,



produtos de panificagdo, sopas, etc. Tal uso industrial requer grandes quantidades de
concentrados e isolados protéicos que devem ser obtidos através de métodos simples e rapidos e
devem apresentar propriedades funcionais que tornem seu uso tecnologicamente apropriado
(OTEGUl et al., 1997).

Embora pesquisas ja tenham sido realizadas com o intuito de se determinar os teores
médios de proteinas em sementes de cupuagu, pouco se sabe em relagdo as fracdes protéicas,
teores de aminoacidos, propriedades funcionais e modificagdes nesses atributos apods a

fermentacao e¢/ou torragao das sementes.
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OBJETIVOS GERAIS

e C(Caracterizar as sementes de cupuagu, as améndoas fermentadas e as améndoas
fermentadas e torradas, quanto a sua composicao centesimal, fracdes protéicas e composicao de
aminoacidos, a fim de verificar possiveis perdas durante os processos de fermentagdo e torracao;

e Desenvolver metodologia para a obtengao de concentrado e isolado protéico a partir de
sementes de cupuagu.

e (Caracterizar o concentrado e o isolado protéico obtido de sementes de cupuacu in
natura, quanto a sua composicao centesimal, fracdes protéicas, composicdo de aminoacidos e

propriedades funcionais tecnologicas.






CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Cupuacu: aspectos gerais

O género Theobroma ¢ o mais importante da familia Sterculiaceae e pode ser encontrado
em cerca de 22 espécies originarias da América Tropical. Na Amazonia brasileira sdo
encontradas as espécies: 7. cacao, T. camargoanum, T. bicolor, T. grandiflorum, T.
microcarpum, T. obovatum, T. speciosum, T. subcanum, e T. sylvestre. Todas produzem frutos
comestiveis e pelo menos das cinco primeiras espécies acima citadas, acredita-se poder fazer um
produto similar ao chocolate (CALZAVARA et al., 1984; VENTURIERI e AGUIAR, 1988). A
maioria dessas espécies sdo ricas em gordura, proteina e amido, sendo que algumas delas
apresentam de 1 a 3% de teobromina e a cafeina também pode estar presente em algumas dessas
espécies (MONTEIRO, 1996).

O cacau (Theobroma cacao L.) constitui a espécie de maior valor comercial, sendo a base
das industrias de chocolate, seguido pelo cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum), cuja polpa
¢ consumida na forma de sucos, néctar, geléias, doces, cremes, tortas, sorvetes, balas, bombons,
licores, polpa seca e granulada. Com as sementes ¢ possivel a fabricagdo de um produto
semelhante ao cacau em po, ao chocolate em tabletes meio-amargo, com leite e branco, todos
com cor, aroma e sabor similares aos do chocolate, porém com caracteristicas muito peculiares
(QUEIROZ, 1999).

O cupuagu ¢ uma das mais importantes frutas tipicamente amazonicas, sendo o estado do
Para o principal produtor, seguido pelo Amazonas, Rondonia e Acre (RODRIGUES, 1996 apud
LOPES, 2000).

O cupuaguzeiro ¢ uma arvore que atinge cerca de 20m de altura e 45cm de didmetro de
caule, no estado silvestre. Quando cultivada, a altura pode variar de 6 a 8m. Tem periodos de
frutificagdo ocorrendo entre novembro e junho, atingindo o pico, geralmente, em fevereiro e
mar¢o (VENTURUERI, 1993).

As condi¢des climaticas favoraveis para o desenvolvimento do cupuaguzeiro sdo bastante
variaveis. Nas areas de ocorréncia natural a temperatura média varia entre 21,6 e 27,5°C e a

umidade relativa entre 64 e 93%. As experiéncias com cultivos racionais indicam que a espécie



tem tido bom desempenho em regides de clima subumido ao superimido, com chuvas anuais
superiores a 1800mm, bem distribuidas e temperatura média anual superior a 22°C
(VILLACHICA, 1996).

O fruto ¢ do tipo drupaceo, de forma variada, extremidades arredondadas e peso situando-
se entre 0,5 a 4,0Kg, sendo em média 1,5Kg. E constituido de casca (epicarpo mais mesocarpo),
endocarpo (polpa que envolve as sementes) e sementes. O epicarpo ¢ rigido, lenhoso e com
epiderme de coloracdo verde a qual ¢ recoberta por camada pulverulenta ferruginea, que se
desprende parcialmente com o manuseio. O endocarpo ¢ carnoso, com aroma pronunciado e esta
fortemente aderido as sementes por fibras. (CALZAVARA et al., 1984; VILLACHICA, 1996).

A Tabela 1 apresenta a composi¢ao fisico-quimica aproximada da polpa de cupuacgu.

Tabela 1 Composicao fisico-quimica aproximada da polpa de cupuagu.

Determinacio Polpa de cupuagu
pH 3,2-3,6
Acidez titulavel (%) 2,0-2,15
Umidade (%) 84,9 — 89,0
Acucares redutores (%) 2,8—3,0
Acucares nao-redutores (%) 4,0-5.,8
Amido (%) 0,96
Gordura (%) 0,48 — 2,35
Proteina (%) 0,53 -1,92

Fonte: Chaar, 1980; Oliveira, 1981.

As sementes possuem tamanho bastante varidvel, com o maior didmetro de 2 a 3,5cm e o
menor de 0,7 a 1,5cm. A sua forma varia de ovalada ou levemente eliptica, achatada ou ndo. O
numero de sementes aumenta de acordo com o tamanho do fruto. Em média sdo encontradas 36
sementes por fruto, mas os maiores chegam a ter 51 sementes. Estas quando cortadas apresentam

um cotilédone sem pigmentagao, com cor branca (VENTURIERI, 1993; VILLACHICA, 1996).

O cupuacgu ¢ classificado em grupos, em funcdo de suas caracteristicas morfologicas

(CALZAVARA et al., 1984):



e Cupuacgu redondo: frutos de extremos arredondados com peso de 1,5Kg, casca com 6 a
7mm de espessura, sementes médias, ¢ a variedade mais comum na Amazonia;

¢ Cupuagu casca fina: semelhante ao redondo, porém com casca de 4 a Smm de espessura,
formato cilindrico levemente anguloso nas laterais;

e Cupuagu mamorana: frutos com casca grossa (7 a 9mm), chegando a pesar até¢ 4Kg,
extremidades alongadas, sementes grandes;

e Cupuacu de colares: apresentam casca com 6 a 7mm de espessura, sem angulagdes nas
laterais, largo na parte proxima ao pedunculo e estreito na posterior, peso médio levemente
superior ao cupuagu redondo;

e Cupuacu mamau: formato semelhante ao do cupuacu redondo, apresentam casca de 6 a

7mm, peso médio de 1,5Kg, porém sem sementes.

A colheita ¢ feita normalmente recolhendo-se os frutos maduros que caem
espontaneamente. Apos a colheita podem permanecer em torno de uma semana em condig¢des
satisfatorias para o consumo ou beneficiamento. Por ser um fruto nao climatérico, recomenda-se
que a maturagdo do cupuagu se complete na planta, pois, uma vez colhido, o fruto geralmente nao
completa sua maturacdo e ndo desenvolve sabor e aroma caracteristicos, tornando-se assim
inaproveitavel (VASCONCELOS, 1999).

O rendimento dos frutos varia de acordo com o tamanho, a procedéncia, o periodo de
safra e 0 método de extracdao. Os frutos pesam em média 1,275Kg, com 43% de casca, 38,5% de
polpa, 17,19% de semente e 2,85% de placenta (VENTURIERI, 1993).

O aproveitamento do fruto inicia-se com a quebra manual da casca. Em seguida faz-se o
despolpamento que pode ser realizado manualmente, com o auxilio de tesouras, ou
mecanicamente. O despolpamento mecanico deixa a polpa uniforme e menos viscosa e ¢ usado

por produtores, revendedores ou industrias de maior porte (CHAAR, 1980).

A polpa do cupuagu, obtida por despolpa manual ou mecanica, geralmente ¢
acondicionada em sacos plésticos de 1 a 2Kg e, em seguida, ¢ congelada até sua comercializagdo

ou utilizagio (ARAGAO, 1992).



Em estudo quimico da améndoa, realizado por Coutinho (1969), constatou-se a presenga
de um glicerideo com caracteristicas semelhantes a0 da manteiga de cacau. Apesar de possuir
uma gordura muito semelhante a da manteiga de cacau, as sementes de cupuagu ndo tém seu
valor reconhecido, sendo na maioria das vezes usadas como adubo ou simplesmente encaradas
como residuos (VENTURIERI e AGUIAR, 1988).

Além da semelhanga entre o cacau e o cupuagu, com relagdo a composicao qualitativa dos
acidos graxos livres da gordura de suas sementes, apresentam também semelhangas com relagado
a composi¢ao quimica dos cotilédones (QUEIROZ, 1999). O mesmo autor aborda que, embora as
sementes constituam uma fragao significativa do fruto e apresentem alto valor nutritivo, ndo tém
sido muito aproveitadas com fins mais nobres. No entanto, alguns estudos estdo surgindo para o
aproveitamento das sementes na producao de analogos do chocolate, e pela semelhanga botanica

e composicional, esses baseiam-se nos métodos utilizados para o cacau .

2. Pré-processamento das sementes de cupuacgu

O processo de aproveitamento das sementes de cupuagu, para a producdo de um produto
andlogo ao chocolate, conhecido popularmente na regido Amazodnica como “cupulate”, envolve
as etapas de fermentacdo, secagem, torragdo, quebra, decorticagdo e moagem (NAZARE;

BARBOSA e VIEGAS, 1990).

2.1 Fermentacio

A maioria dos trabalhos relacionados a fermentacao se refere a sementes de cacau, sendo
que apenas recentemente iniciaram-se os trabalhos com sementes de cupuagu. De modo geral, a
fermentacdo das sementes de cacau e cupuagu seguem os mesmos procedimentos, sendo ela uma
etapa essencial do processamento, sem a qual ndo se desenvolvem os precursores do sabor de
chocolate ou seu analogo de cupuagu. Nesta etapa a polpa e as sementes ja retiradas do fruto
sofrem a a¢dao de microrganismos do meio ambiente. O alto conteudo de agtcares da polpa fresca
que recobre as sementes, seu baixo valor de pH e seu baixo teor de oxigénio constituem um

excelente meio para o desenvolvimento de leveduras (SORIA, 1999).
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Existem trés principais métodos de fermenta¢do do cacau, usados em varias partes do
mundo: em montes, em caixas de madeira e em bandejas (CHARR, 1980). De modo geral, o tipo
de fermentacao predominante no Brasil € o que utiliza caixas de madeira com drenos na sua base.

No primeiro dia de fermentacao do cacau as leveduras iniciam a conversao anaerobica dos
acucares da polpa em etanol, caracterizando a primeira grande atividade microbiologica da
fermentagdo, a fermentacdo alcodlica, que pode ser facilmente detectada pelo aroma de etanol
(MINIFIE, 1989).

Apos a fermentagdo alcodlica, rapidamente inicia-se a fermentacao lactica e acética. O
substrato etanol habilita as bactérias acéticas a transformarem-no em &cido acético e agua, na
presenga de oxigénio. Esta reacdo é exotérmica causando a elevacdo da temperatura para 45 a
48°C, podendo atingir até¢ 50°C (CHARR, 1980). Além de induzir a acidez ¢ a alta temperatura da
massa, as bactérias acéticas sdo responsaveis pela difusao e hidrélise das proteinas do cotilédone,
dando origem aos aminodcidos livres, importantes precursores do aroma caracteristico de
chocolate (FORSYTH e QUESNEL, 1957).

Os acidos acético, lactico e outros presentes, difundem-se através da testa para o interior
da semente ¢ em conjunto com o aumento de temperatura (45-50°C) e com a difusdo anterior do
etanol, provocam a morte do gérmen, ou seja, eliminam o poder de germinagdo da semente
(CHAAR, 1980). A partir deste momento, as sementes passam a ser chamadas de améndoas.

Durante a fermentacdo ocorre difusdo do conteudo celular, iniciando-se uma série de
reagoes relacionadas com as alteracdes de sabor, aroma ¢ cor da semente. Esta fase tem como
caracteristica fundamental a reducdo da adstringéncia e amargor, devido a oxidacdo de polifendis
que formam complexos com proteinas e peptideos. As proteinas tornam-se insoliveis devido a
formacdo de complexos proteinas-polifenois, imediatamente apds a morte da semente
(FORSYTH e QUESNEL, 1957).

A duragdo da fermentacao deve ser de cinco a sete dias. Menos de cinco e mais de sete
dias nao sdao recomendaveis (MARAVALHAS, 1971).

Aragdo (1992) estudou as mudangas fisicas e quimicas da semente de cupuagu durante o
processo fermentativo. As sementes foram fermentadas em caixas de madeira com dimensdes de
40x40x60cm e com aberturas de 0,5cm de largura em seu fundo, sendo realizados revolvimentos
a cada 24 horas. Mudangas na coloracdo interna e externa da testa e cotilédones, perda da rigidez

dos cotilédones e reducdo do residuo de polpa foram as principais alteragdes visiveis durante a
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fermentagdo. Segundo o autor, a fermentagdo foi efetiva uma vez que, apds o processamento, foi
obtido um produto com caracteristicas similares ao cacau.

Em trabalho realizado por Vasconcelos (1999), as sementes do cupuagu com uma
pequena quantidade de polpa (4 - 5%), foram colocadas em caixas de fermentagdo T-60, em
madeira com dimensdes de 190x120x60cm de altura, e capacidade para 153kg de sementes, a
qual possuia trés compartimentos distintos. O material foi colocado no primeiro compartimento
da caixa, sendo adicionado de folhas de bananeira e coberto com as mesmas folhas para ajudar na
retencdo do calor gerado durante a fermentagdo, permanecendo ai por 48 horas. Apds este
periodo, as sementes foram revolvidas e transferidas para outro compartimento da caixa de
fermentacdo, permanecendo neste por mais 48 horas. As sementes foram finalmente removidas
para o ultimo compartimento da caixa, ficando em fermentagdo por mais 72 horas. O processo
total de fermentag¢dao durou 7 dias. A maior temperatura na massa de sementes foi de 48°C, sendo
observada 72 horas apds o inicio do processo. As temperaturas sofreram, entdo, uma suave
reducdo e mantiveram-se constantes e estabilizadas entre 43 e 45°C até o final do processo.
Quanto ao pH, os resultados obtidos neste trabalho, situaram-se na faixa de 4,39 a 6,30,
considerada ideal para o cacau, sendo que os menores valores foram alcangados ao final do
processo fermentativo. Apds o estudo das transformagdes fisicas e quimicas durante a
fermentacdo das améndoas, o autor concluiu que esta metodologia mostrou-se adequada para a
obtencdo de um produto a partir de sementes de cupuagu, com caracteristicas similares a um

produto obtido de sementes de cacau.
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2.2 Secagem

ApoOs o processo fermentativo, as améndoas de cacau ou cupuacu livres da polpa sao
submetidas a secagem. Durante esta etapa, o material deve ser submetido a constantes
revolvimentos, com o objetivo de incorporacdo de oxigénio. A secagem estabiliza a atividade
microbioldgica nas améndoas e previne o crescimento de mofos. Além disso, ¢ muito importante
para completarem-se as reagcdes enzimaticas € quimicas, que ocorrem dentro da semente durante
a fase de fermentagao das améndoas (VASCONCELOS, 1999).

O processo de secagem pode ser realizado através de duas técnicas bésicas: a secagem
natural e a secagem artificial. No primeiro caso, as améndoas sdo espalhadas em camadas finas,
em uma plataforma de secagem e revolvidas freqlientemente com o objetivo de proporcionar a
remogao uniforme de umidade. Na secagem artificial utilizam-se secadores, tendo como fonte de
calor a queima de lenha, gés, diesel e, mais recentemente, a energia solar. A secagem artificial,
realizada utilizando-se temperatura de cerca de 40°C, ¢ uma alternativa em épocas de chuva ou
quando o espago disponivel em barcagas nao ¢ suficiente para atender o volume da produgdo
(LAJUS, 1982).

O retardamento ou mé conducdo da secagem acarretara no risco de desenvolvimento de
fungos. A contaminagdo com esses microrganismos conduz a um sabor desagradavel no produto
final (ZAMALLOA, 1994).

A secagem deve ser conduzida de tal maneira a se obter um teor de umidade em torno de
6 a 7%. Uma secagem excessiva torna a casca quebradica, enquanto que excesso de umidade
facilita o desenvolvimento de mofo (MARAVALHAS, 1971).

Um sabor final agradavel do cacau ou cupuacu esta relacionado com a realizagdo de uma
fermentacdo adequada, mas, se a secagem for mal conduzida, poderd ocorrer aparecimento de
bolores que também originam sabores indesejaveis. Essa situagdo negativa podera ser evitada se

as operacdes de fermentagdo e secagem forem conduzidas corretamente (MINIFIE, 1989).
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2.3 Torracao

A torragdo ¢ um tratamento térmico em que as ameéndoas sdo submetidas a uma
temperatura do equipamento de aproximadamente 150°C, durante um tempo estabelecido de
acordo com a origem, tipo de améndoa, os periodos de colheita, os tratamentos anteriores a
torracdo, a umidade e as caracteristicas de sabor desejadas (BAUERMEISTER, 1981, apud
PEZOA-GARCIA, 1989), lembrando que a temperatura dos cotilédones ndo deve ultrapassar os
120°C.

Para que sejam submetidas a torracdo, as améndoas devem passar por um processo de
limpeza, com a finalidade de separd-las de materiais estranhos, através da utilizacdo de peneiras,
corrente de ar e separadores magnéticos (PEZOA-GARCIA, 1989).

De acordo com Queiroz (1999), esta operacdo térmica caracteriza-se pelos seguintes
fenomenos:

* Desenvolvimento do aroma tipico de chocolate, principalmente pela reacdo de Maillard,
a partir dos precursores formados durante a fermentacdo, como os agucares redutores € os
aminoacidos livres;

* Desenvolvimento da cor tipica do chocolate;

* Diminui¢ao dos teores dos acidos volateis, como o acido acético;

* Inativacao das enzimas capazes de degradar a manteiga de cacau,

* Reducdo do teor de 4gua das améndoas, de cerca de 8% para 2% aproximadamente;

* Mudanca da textura dos cotilédones (mais quebradica).

A torragdo pode ser feita nas améndoas inteiras, nos nibs ou na massa de cacau ou
cupuacu, sendo que a transferéncia de calor nas améndoas quebradas em nibs ocorre de maneira
mais uniforme que nas améndoas inteiras, podendo melhorar o desenvolvimento de sabor, aroma
e cor (STAUFFER, 1994).

Segundo Queiroz (1999), a torragdo em forno elétrico rotativo escala piloto, para as
améndoas de cupuagu inteiras, mais indicada nas condi¢des do seu estudo foi de 42 minutos a
uma temperatura de 150°C na camisa do torrador, observando-se nestas condigdes um bom sabor.
Ja em estudo realizado por Lopes (2000), a torragdo foi realizada em torrador elétrico rotativo a
150°C por 40, 45, 50 e 55 minutos, e, de acordo com a analise sensorial, no tempo de 55 minutos

observou-se a maior média para o atributo sabor global.
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Soria (1999) relata que, para o cacau, o tempo mais adequado de torragdo foi de 38
minutos a 150°C, pois nessas condi¢des desenvolveu-se o melhor sabor no cacau e a perda do
valor nutricional da proteina de cacau torrado durante 30 a 38 minutos ndo foi estatisticamente
significativa em relagao ao produto nao torrado. Segundo o autor, a maioria dos aminoacidos
provenientes de cacau torrado até os 38 minutos, sofreu perdas pequenas na sua concentracao,
excetuando-se a lisina, a valina e a treonina, as quais tiveram perdas acentuadas ja a partir dos

primeiros 30 minutos de torragdo.

3. Composi¢cao quimica e valor nutricional do cupuacu

O valor nutricional dos alimentos estd relacionado com a quantidade e tipo das suas
proteinas, carboidratos, gorduras, minerais, vitaminas, alcaloides, taninos e outros constituintes
importantes (SORIA, 1999).

As sementes do cupuagu sdo muito ricas em gordura (cerca de 60% do peso seco), com
uma digestibilidade de 91,1% em humanos (CORREA, 1926/1969 apud VENTURIERI, 1993).
Esta gordura, apesar de possuir constantes fisico-quimicas similares a da gordura de cacau, ndo
possui 0 mesmo comportamento durante a sua fusdo, devido as diferencas encontradas na

proporcao de acidos graxos (Tabela 2).

Tabela 2 Composic¢ao em acidos graxos de sementes de cupuagu e cacau.

Acidos Graxos Cupuacu (%) Cacau (%)
Palmitico (C16:0) 5,8 32,8
Estearico (C18:0) 38,3 35,5

Ol¢ico (C18:1) 42,8 29,6

Araquidico (C20:0) 4.8 1,0
Linoléico (C18:2) 8,3 1,1

Fonte: Venturieri e Aguiar (1988).
Berbet (1981) apud VENTURIERI (1993), comparando a gordura de cupuacu com a de

cacau, determinou que a primeira ¢ bem mais macia. Esta caracteristica coloca a gordura de

cupuacu com potencial para ser usada na induastria de margarinas e de cosméticos.
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Além da semelhanca entre o cacau e o cupuagu, com relacdo a composicao qualitativa dos
acidos graxos livres da gordura de suas sementes, apresentam também semelhangas com relagao

a composi¢ao quimica dos cotilédones (Tabela 3).

Tabela 3 Composicao centesimal de améndoas de cupuagu em base umida.

Autores

Compostos Philocreon (1962) (%) Queiroz (1999) (%)
Umidade 8,38 5,3
Proteinas 11,87 7,81
Gordura 57,73 61,50
Fibras 1,94 5,56
Cinzas 4,00 2,30
Carboidratos 2425 23,09

Fonte: Philocreon (1962); Queiroz (1999).

Hammerstone et al. (1994), estudando os alcaldides no género Theobroma, nao detectou
teobromina e cafeina em cupuagu, somente conseguindo detectar um composto denominado
tetrametilarico.

Segundo Vasconcelos et al. (1975) apud Venturieri (1993); Schultes (1978) e Baumann e
Wanner (1980); analisando a semente do cupuagu, encontraram o acido 1,3,7,9-tetrametiltrico,
sugerido por estes autores como precursor da cafeina, ndo detectando outros compostos.

Em relagdo as proteinas, seu valor nutricional como formadoras dos tecidos do corpo ¢
bem conhecido, contudo o valor caldrico da proteina assume realmente uma importancia
secundaria, sendo mais importante a quantidade e o tipo de aminoacidos presentes nas proteinas
(RUSSEL, 1972).

As substancias nitrogenadas do cacau e do cupuagu sdo constituidas em boa parte por
proteinas, as quais, sob o efeito da torracdo, tém a sua digestibilidade incrementada. Na digestao
artificial de cacau, cerca de 19 a 23% das substincias nitrogenadas das sementes cruas sao
dissolvidas, ao passo que, depois da torracdo, este teor sobe para até 39-40%. Esta situacdo ¢
modificada ndo somente pela divisdo das particulas do cacau, na obtengdo do cacau em pd e do

chocolate, mas também pelo tratamento das particulas com substancias alcalinas. Apds esses
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processos, a digestibilidade pode atingir até 80% das substancias nitrogenadas (DUARTE e
NUNEZ, 1980 apud VASCONCELOS, 1999).

Num estudo das fragdes protéicas do cacau antes e apds a torracao, Barel ef al. (1983)
estudaram métodos de fermentagdo de cacau em diferentes tempos (até 6 dias) e cacaus nao
fermentados, submetidos a torragdo, a temperatura de 140°C por uma hora. As fragdes protéicas
dos lotes de cacau torrado foram avaliadas e comparadas com aquelas obtidas antes da torragao.
Segundo os autores, entre o segundo ¢ o quinto dia de fermentagdo, a quantidade de proteinas das
améndoas decresceu regularmente. Os autores sugeriram que esta diminui¢do poderia ser
explicada pela formagdo de complexos insoluveis das proteinas com polifendis do cacau e pela
ocorréncia de reagdes de hidrolise, liberando aminoacidos e peptideos durante esses dias da
fermentacdo. A torracao degradou a quase totalidade das proteinas do cacau de todos os lotes,
ap6s 60 minutos de torracao. Esta degradacao foi atribuida a trés tipos de reagoes:

a) Desnaturagdo protéica: a principio, a desnaturacdo ndo afeta a seqiiéncia de aminoécidos das
proteinas, porém certos autores admitem a liberag@o de peptideos;

b) Reag¢do de Maillard: Zak (1988) afirma que os aminoacidos participam das reagdes de
Maillard;

¢) Formac¢ao de complexos com os polifendis: as reagdes de oxidagdo dos polifendis durante a
torracdo ddo origem a quinonas, as quais interagem com as proteinas, formando complexos

insoluveis.

Como relatado por Osborne (1924), as proteinas podem ser classificadas,
quanto a solubilidade, em 4 classes principais: albumina (soluvel em agua e em
solugdes salinas diluidas), globulina (soluvel em solucdes diluidas de sais),
prolamina (solivel em solugdes alcoolicas a 70-80%) e glutelina (solavel em

solugdo 4acida ou alcalina muito diluida).

Segundo Voigt e Biehl (1993), a albumina ¢ a fragdo protéica predominante em cacau
(52% do total da proteina da semente), com peso molecular aparente de 19kDa. Quantidades
consideraveis de globulina (47, 31 e 14,5kDa) também foram encontradas (43% do total da

proteina da semente), as quais sdo parcialmente perdidas apos a fermentacdo. Esta perda ¢
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aparentemente devida a uma digestdo proteolitica seletiva durante a fermentacdo. Porém ndo foi
detectada pelos autores, a fragdo prolamina e nem confirmada a existéncia de glutelina em
sementes de cacau.

Ao contrario das sementes de outras plantas, na semente de cacau a fracdo globulina
contém somente globulina do tipo vicilina, ndo apresentando o tipo legumina (VOIGT e BIEHL,
1993).

Em trabalho realizado com cacau por Lerceteau et al. (1999), os autores observaram que a
degradacao de proteinas foi detectada apds 2 dias de fermentagdo e foi mais pronunciada durante
o terceiro dia. A partir do terceiro dia até o final da fermentacdo, muito pouca degradacdo da
proteina foi observada, possivelmente devido ao surgimento de compostos polifendlicos e sua
subseqiiente complexagdo com as proteinas remanescentes. O teor de proteina total estimado pelo
método de Kjeldahl diminuiu para 57% do valor inicial, durante o periodo de fermentagdo. O
processo de degradagdo ¢ seletivo, com alguns polipeptideos resistindo mais do que outros,
podendo trés categorias serem identificadas. A primeira categoria ¢ representada pelos peptideos
que resistem a degradacdo ou onde a degradacao ¢ pequena (16,5 e 21kDa), mantendo-se
praticamente constantes durante os primeiros sete dias da fermentagdo A segunda categoria
representa os peptideos que estdo ausentes no final da fermentagdo. A proteodlise ¢ normalmente
breve e ocorre entre o primeiro e o terceiro dia da fermentacdo, incluindo as subunidades de 47,
31 e 14,5kDa. A terceira categoria ¢ representada pelos polipeptideos em que um aumento na
concentracao pode ser notada (17 e 11kDa).

O aumento da concentracdo de aminodcidos livres durante a fermentagdo ¢ rapido, pois a
quebra das proteinas ocorre a uma velocidade maior do que a difusdo dos produtos para o meio
externo, atingindo o valor maximo em 4 dias, apds o que, pode ou nao ocorrer decréscimo,
permanecendo sem grandes alteracdes apos esse periodo que coincide com a morte da semente e
com a diminuicao da atividade proteolitica. As proteinas totais extraiveis decrescem linearmente
ao longo da fermentagdo. A diminui¢do do teor de proteina durante a fermentacao ¢ atribuida em
menor parte a protedlise e a difusdo através do tegumento e em maior parte a insolubilizacio das
proteinas causada por reacoes de oxidagdo e de complexacao com polifenois. Proporcionalmente,
as proteinas isoladas mostraram um aumento da fracdo albumina, presente em maior quantidade,
com decréscimo das globulinas, prolaminas e glutelinas. Apesar dessas intensas modificagdes,
deve-se salientar que o teor de aminodcidos totais permanece praticamente inalterado durante a

fermentacao (BRITO, 2000).
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4. Concentrado e isolado protéico

A industria de alimentos tem dado, nos ultimos tempos, grande importancia para a
producdo de alimentos cujos ingredientes contenham concentrados ou isolados protéicos obtidos
de vegetais. Eles podem ser adicionados as proteinas de origem animal, na preparacao de
produtos carneos, produtos de panificagdo, sopas, etc. Tal uso industrial requer grandes
quantidades de concentrados e isolados de proteinas os quais devem ser obtidos através de
métodos simples e rapidos, além de apresentarem propriedades funcionais que tornem seu uso
tecnologicamente apropriado (OTEGUI et al., 1997). Assim, tais produtos podem ser usados nao
s6 como um suplemento nutricional, através do fornecimento de aminoacidos essenciais, mas
também como um ingrediente com propriedades funcionais desejaveis, como capacidade de
emulsificagdo, capacidade de formacdao de espuma, solubilidade, etc., das quais depende o
sucesso de sua incorporacdo em alimentos na suplementagdo ou substituicdo de proteinas
tradicionais (CHAU, CHEUNG e WONG, 1997; KHALIL, 2001).

Varias preparacdes de sementes de vegetais sao grandemente usadas como ingredientes na
industria de alimentos. A soja tem sido o principal material usado para producdo industrial de
concentrados e isolados de proteinas, devido, principalmente, a seu alto teor de proteinas e bom
desenvolvimento tecnoldgico da cultura. Porém, durante os ultimos anos, outras sementes t€ém
sido introduzidas com grande potencial para producdo de isolados protéicos (TOMOSKOZI et
al., 2001).

O concentrado protéico de soja ¢ definido como o produto preparado a partir de graos de
alta qualidade, limpos e descascados, dos quais ¢ removido o 6leo e os componentes nao
protéicos soluveis em agua, obtendo-se um elevado teor de proteina, que no caso do concentrado
protéico de soja, deve apresentar um teor minimo de 70%. O processo de obtengdo baseia-se na
precipitagdo da maior quantidade das proteinas e solubiliza¢do dos carboidratos, sais minerais e
outros componentes soltiveis contidos na farinha (SMITH e CIRCLE, 1972).

Na obten¢ao de isolado protéico de soja, primeiramente ¢ efetuada uma extragdo
em meio aquoso alcalino em determinadas condi¢des de tempo, temperatura, tamanho de
particulas, relagdo solido-liquido, pH e agitacdo. A seguir o extrato aquoso alcalino ¢
separado do residuo insoluvel por filtragdo, centrifuga¢do ou uma combinacao de ambos.

Posteriormente ¢ efetuada a precipitagdo acida a pH entre 4 e 5 no qual a solubilidade das
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proteinas, principalmente globulinas, ¢ minima. O coagulo protéico ¢ separado por
centrifugagdo ou filtracdo e lavado com 4gua acidificada a pH 4 — 5, sendo em seguida
submetido a secagem. No caso de isolado protéico da soja, o produto deve conter no
minimo 90% de proteina na base seca (SMITH e CIRCLE, 1972; PEZOA-GARCIA,
1985).

O pl para a soja encontra-se em pH 4,5, o que ¢ observado também para outras
espécies vegetais como ervilha, algoddo, etc. (SMITH e CIRCLE, 1972; BEROT,
DESHAYES e GUEGUEN, 1995; TOMOSKOZI et al., 2001).

Em trabalho realizado com castanha do Pard, Gloria e Regitano d’Arce (2000)
relatam um ponto isoelétrico em torno do pH 3. Concluem ainda que ¢ possivel a
obtengdo de concentrado e isolado protéico a partir de torta de castanha do Para
desengordurada, com 59,3% e 81,6% de proteina em base seca, respectivamente.

Chau, Cheung e Wong (1997), estudando concentrados protéicos obtidos de trés
espécies de leguminosas, Phaseolus angularis, Phaseolus calcaratus e Dolichos lablab,
concluiram que para as duas primeiras espécies citadas, a minima solubilidade de
nitrogénio observada foi em pH 4. Ja para a Dolichos lablab, o pl encontra-se ao redor do
pH 5. Os concentrados protéicos apresentaram teores de proteinas de 79,6%, 78% e 85%.,
para as espécies Phaseolus angularis, Phaseolus calcaratus e Dolichos lablab,
respectivamente.

Em estudo realizado com isolado protéico obtido de sementes de algaroba, Silva et
al., (1997) observaram a menor solubilidade protéica em pH igual a 5, sendo portanto,
este o pH utilizado para a precipitagao das proteinas. Apds o processamento, obteve-se

um isolado com 94,3% de proteina em base seca.

Bagnis (1984), estudando a obtencdo de isolado protéico de sementes de girassol,
observou, através da curva de solubilidade protéica, que a farinha de girassol apresentou uma
solubilidade minima em uma ampla faixa de pH (3,0 — 6,5), aumentando apreciavelmente a sua
solubilidade em pH acima de 8. O teor de proteina no isolado protéico obtido foi em média

96,6%.
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5. Propriedades Funcionais das Proteinas

Propriedade funcional ¢ uma propriedade fisico-quimica que pode ser afetada pelo
processamento € o comportamento de proteinas em um sistema alimentar, julgada pelos atributos
de qualidade do produto final. As propriedades funcionais sdo as varias caracteristicas que a
proteina hidratada propicia ou com a qual contribui em um produto alimenticio possibilitando:
solubilidade, hidrofobicidade, capacidade de absorcao e retengdo de agua e 6leo, viscosidade,
capacidade emulsificante, e formagdo de géis e espumas (CANDIDO, 1998).

A funcionalidade de uma proteina reflete as complexas interacdes entre a composicao de
aminodcidos, a conformagao estrutural e propriedades da proteina em si, bem como sua interagao
com outros componentes alimentares € com a natureza do meio no qual ela esta inserida
(KILARA e SHARKASI, 1986).

Diversos fatores como concentracdo protéica, pH, temperatura, tempo, forca idnica e
presenga de outros componentes, afetam as forcas que intervém entre as interagdes proteina-
proteina e proteina-agua. A maioria das propriedades funcionais ¢ determinada pelo equilibrio
entre essas forcas (DUARTE, 1997).

As propriedades funcionais das proteinas podem ser classificadas em trés grupos
principais (CANDIDO, 1998):

a) Propriedades de hidratacao (dependentes das interagdes proteina-dgua): absorcdo e
retencao de agua, suculéncia, adesividade, dispersibilidade, solubilidade e viscosidade;

b) Propriedades dependentes da interagdo proteina-proteina: precipita¢do, geleificacdo,
associacdo, agregacdo, coesdo e adesividade;

c) propriedades de superficie (interfacial): hidrofobicidade, tensdo superficial,
emulsificacdo e capacidade de formacao de espuma.

As propriedades funcionais dos alimentos nao dependem somente das proteinas, mas
também de outros componentes que entrem em sua composi¢do. Dai a dificuldade em se medir a
contribuicdo exata das proteinas de um alimento em relagdo a determinadas propriedades
funcionais. Normalmente a medida de uma propriedade funcional em uma proteina purificada ou
isolado protéico nao representa a mesma contribuicao desta proteina para a propriedade funcional
em questdo, quando medida no proprio alimento (SGARBIERI, 1996).

O mesmo autor enfoca que os métodos para a medida de varias propriedades funcionais

sdao ainda muito empiricos, ndo existindo uma padronizagdo dos procedimentos, o que dificulta
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muito a compara¢do de dados obtidos pelos inimeros pesquisadores que se dedicam ao estudo

dessas propriedades.

5.1 Solubilidade

A solubilidade ¢ uma propriedade fisico-quimica fundamental das proteinas, também
classificada como uma propriedade funcional, pela importancia que essa propriedade exerce
sobre a funcionalidade das proteinas nos alimentos (SGARBIERI, 1996).

Muitas das propriedades funcionais das proteinas, incluindo a habilidade de formar géis,
estabilizar emulsdes e espumas, dependem de sua solubilidade. A solubilidade da proteina em um
sistema de multicomponentes ¢ de grande importancia na escolha de métodos para a producgao de
isolados protéicos, fracionamento de proteinas e purificagdo (CANDIDO, 1998).

A solubilidade de uma proteina depende de varios fatores incluindo peso molecular e
conforma¢do das moléculas; densidade e distribuicdo das cargas elétricas, que por sua vez ¢
influenciada pelo pH; natureza e concentracdao de ions ou forga iOnica; temperatura e interacoes
com outros componentes do alimento (LIU, 1999). Pode-se dizer, de um modo geral, que a
solubilidade de uma proteina ¢ influenciada pela maior ou menor afinidade das moléculas de
proteinas pelo solvente, que no caso dos alimentos ¢ a dgua. Dai o fato de ser a solubilidade
classificada como uma propriedade hidrofilica. A composicdo em aminoacidos de uma
proteina, particularmente o nimero de residuos acidos (asparagil e glutamil) e basicos (histidil,
arginil e lisil) também influenciam na sua solubilidade. Esses aminodcidos, por apresentarem
carga, aumentam o nimero de interacdes eletrostaticas com a dgua, contribuindo para uma maior
solubilidade das proteinas. Mudangas, particularmente na diminuicdo da solubilidade das
proteinas, afetam de maneira desfavoravel a sua funcionalidade. A solubilidade das proteinas ¢
particularmente importante em alimentos liquidos como refrescos, sucos, leite e substitutos do
leite (SGARBIERI, 1996).

As variagdes de pH modificam a carga liquida da molécula de proteina, alterando as
forgas atrativas e repulsivas entre as proteinas e sua capacidade de interagir com a agua. No ponto
isoelétrico, onde a carga liquida da proteina ¢ quase nula, as interacdes agua-proteina sdo
minimas e as intera¢des proteina-proteina sdo maximas, levando a formagdo de agregados e

precipitados protéicos (BORDERIAS e MONTERO, 1988).
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A temperatura aumenta a solubilidade das proteinas até o ponto em que comeca a ocorrer
desnaturacdo térmica. A desnaturacdo da molécula da proteina coloca grupos hidrofébicos em
contato com o solvente, ocasionando diminui¢do de solubilidade, podendo haver coagulacao e
precipitacdo. Temperaturas acima de 50°C podem provocar desnaturacdo e diminui¢do de
solubilidade nas proteinas (KARLESKIND et al, 1996). Conseqiientemente, muitas propriedades
funcionais sdo destruidas ou prejudicadas pelo uso do calor (KINSELLA, 1976).

A medida da solubilidade pode ser efetuada por diferentes métodos entre eles o que
determina o teor de nitrogénio solivel em agua; teor de proteina soluvel em agua; o indice de
solubilidade da proteina; o indice de solubilidade de nitrogénio; o indice de dispersibilidade da

proteina; etc. (CANDIDO, 1998).

5.2 Capacidade de absorc¢ao e retencao de agua

A absorcdo de agua por ingredientes protéicos tem um papel fundamental na
textura de diversos alimentos, especialmente carnes trituradas e massas de pao. A agua
absorvida sem dissolugdo da proteina, conduz a uma expansao e lhe confere propriedades
tais como consisténcia, espessamento, viscosidade e aderéncia (CHEFTEL, CUQ e
LORIENT, 1989). A absorcao de agua pela proteina ¢ afetada por diversos fatores como a
composi¢ao de aminodcidos, estrutura e conformacao das proteinas, polaridade, ligacao

ionica, pH e temperatura (LIU, 1999; KINSELLA, 1976).

A atracdo hidrofilica poderda ser medida como grau de hidratacdo (contetido de agua/g de
proteina), ¢ como habilidade do produto para captar dgua espontaneamente (esponjamento).
Relaciona-se também com a quantidade de 4gua que permanece na proteina ou alimento protéico
apds exposi¢do a um excesso de agua e aplicacdo de uma forga de centrifugagdo ou pressao
(capacidade de retencdo de agua) (SGARBIERI, 1996).

A absorcao de dgua por um ingrediente protéico pode, algumas vezes, melhorar com uma
desnaturagdo parcial, principalmente em proteinas com estrutura muito compacta, onde um

desdobramento parcial da estrutura, expoe a superficie ligagdes pepitidicas e grupos polares nao
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ionizados, que podem formar pontes de hidrogénio com a agua, facilitando sua absorgdo
(CHEFTEL, CUQ e LORIENT, 1989)

A presenca de sais, levando a alteragdo da forca io6nica e propriedades do solvente, afeta a
capacidade de absor¢ao de agua. Mudancas nas interagdes proteina-agua, devido a presenca de
sais, podem ser causadas pela competicdo entre grupos laterais de aminoacidos e sais pela agua
(CHOU e MORR, 1979).

A técnica de determinacdo da reten¢ao de agua por uma proteina ou alimento protéico
consta de etapas de exposicado da amostra a um meio aquoso (agua ou salmoura), aplicagao de
uma forca de separacdo da agua (pressdo, centrifugagdo, calor) e finalmente, a medi¢ao da agua
retida na proteina ou alimento protéico. A severidade nos processos de separa¢do podera influir

significativamente nos resultados (SGARBIERI, 1996).

5.3 Propriedades espumantes

Espumas sdo sistemas dispersos de duas fases distintas, onde uma delas liquida, circunda
uma fase dispersa constituida de bolhas de ar. Proteinas podem agir como estabilizantes desse
sistema, acumulando-se na interface ar-agua, alterando as propriedades de superficie. As bolhas
de ar sdo separadas por uma fina camada de liquido, denominada lamela, formando uma interface
gas-liquido de elevada proporg¢ado, resultando num filme adsorvido nesta regido que previne a
coalescéncia das bolhas de ar (HALLING, 1981). Para ser um bom agente formador de espuma, a
proteina deve (CANDIDO, 1998): a) absorver rapidamente na interface ar-agua durante o
batimento; b) sofrer rapido arranjo e rearranjo na interface; c) formar um filme coesivo
viscoelastico.

A capacidade de formar espuma estavel em presenca de ar ¢ uma propriedade funcional
importante das proteinas em muitos produtos alimenticios do tipo bolos, suspiros, suflés, varios
tipos de coberturas de bolos e sobremesas, além de bebidas como as cervejas. Varias substancias
tensoativas como detergentes e saponinas sdo formadoras de espumas, mas em alimentos as
proteinas sdo as mais importantes (SATHE e SALUNKHE, 1981).

O que se procura medir, normalmente, ¢ a expansao de volume da suspensao de proteina,
imediatamente apds batimento ou aeragdo, representada pelo volume de espuma formada
(SGARBIERI, 1996). Excesso de batimento, como por exemplo, com a clara de ovo, causa

coagulagdo-agregacdo das proteinas na interface ar-dgua, insolubilizando a proteina que nao
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adsorve apropriadamente, sendo ineficiente para uma expansdo e estabilidade de espuma-ar
(HALLING, 1981). A estabilidade de espuma diz respeito a retencdo do volume maximo de
espuma formada em funcao do tempo de repouso, sendo geralmente medida pela liberacdo de
fluido da espuma (SGARBIERI, 1996).

A formacgdo de espuma requer a difusdo das proteinas soluveis até a interface ar-agua,
onde deverd se desenovelar, concentrar-se e estender-se rapidamente para baixar a tensdo
superficial. Para estabilizar a espuma, as propriedades requeridas das proteinas sao diferentes das
necessarias a sua formagdo. Para isto, ¢ necessaria a formagdo de uma pelicula protéica
impermeavel ao ar, espessa, eldstica, coesa e continua em torno de cada bolha. Proteinas
globulares de peso molecular elevado produzem espumas mais estdveis e com boas propriedades
reologicas de superficie. As interagdes moleculares presentes incluem: pontes de hidrogénio,
interagdes hidrofobicas e interagdes eletrostaticas (KINSELLA, 1976; BORDERIAS e
MONTERO, 1988).

Durante o processo de formagao de espuma, a proteina na interface ar-agua, sofre algumas
mudancgas conformacionais que resultam em desnaturacao. Este fendmeno podera contribuir para
o aumento de viscosidade observado com a formagdao de espuma. Portanto, a proteina como
surfactante, deve desempenhar duas func¢des fundamentais na formacdo de espuma: reduzir a
tensdo superficial e interfacial do liquido e formar um filme de estrutura continua e coesa
envolvendo as bolhas de gas (SGARBIERI, 1996).

Numerosos fatores influenciam as propriedades espumantes das proteinas. Entre eles
devem ser lembrados: natureza da proteina, método de preparo, solubilidade, concentragdo, pH,
temperatura e duracdo do aquecimento, além da presenca de sais, aglicares, lipidios e método de
medida. Os mecanismos de desestabilizacdo de espuma tém sido descritos como drenagem,
quebra ou escoamento do liquido da lamela com o decorrer do tempo apos formagao da espuma,
devido a gravidade, diferengas de pressao e mesmo evaporacao (KINSELLA, 1976).

Segundo Cheftel, Cuq e Lorient, (1989), embora muitos estudos ressaltem a importancia
de uma alta solubilidade de proteinas para que se manifeste uma boa capacidade espumante e
estabilidade, ¢ aceito que as particulas protéicas insoliveis podem ter um papel benéfico na
estabilidade da espuma. O pH, intrinsicamente relacionado a solubilidade de dispersdes protéicas,
afeta as propriedades espumantes da mesma maneira que em outras propriedades funcionais, pela
alteracdo na carga elétrica das moléculas de proteina. A alta estabilidade da espuma de muitas

proteinas no pH isoelétrico pode ser explicada pelo fato de que as atracdes eletrostaticas
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intermoleculares, que se produzem no ponto isoelétrico, aumentam a espessura e a rigidez das

proteinas adsorvidas na interface ar-agua.

5.4 Capacidade de emulsificacao

Uma emulsdo pode ser definida como uma mistura de dois liquidos imisciveis, um dos
quais ¢ disperso na forma de glébulos no outro liquido. O que torna uma emulsao estavel ¢ a
presenca de um agente emulsificante, o qual diminui a tensao superficial existente entre as duas
fases e permite formacdo de emulsdo com um nivel mais baixo de energia. A principal
caracteristica de um agente emulsificante ¢ a de possuir, na mesma molécula, partes hidrofilicas e
hidrofobicas, o que permite a formacao de uma camada entre as duas fases, separando-as e
impedindo que os globulos da fase interna coalecam, o que resultaria em quebra de emulsdo
(SGARBIERI, 1996).

As proteinas sdo capazes de se difundir na interface e funcionar como emulsificante. Uma
barreira energética para a associagao e separagao de fase de ambas as particulas faz com que se
forme uma camada de proteina na interface dgua/lipidio. A proteina estabiliza a emulsao através
da estruturacdo ordenada de moléculas de dgua resultando num contato minimo de grupos
hidrofébicos com a 4gua. A adsorcdo das proteinas na interface ocorre em trés estagios: a
proteina nativa se difunde as regides de contato, onde penetra, sofrendo desnaturagdao de
superficie. A proteina adsorvida se rearranja para originar um estagio de minima energia livre por
inserir seus residuos hidrofobicos na fase oleosa. Isto resulta na formacao de um filme de
proteina ao redor do glébulo de gordura. A formacdo de um gel pseudoplastico composto de
proteina ou de proteina com carboidrato estabiliza a emulsao. Emulsdes estudadas com proteinas
alimentares sdo geralmente de 6leo em agua (KINSELLA, 1976; BORDERIAS ¢ MONTERO,
1988; CHEFTEL, CUQ e LORIENT, 1989).

A solubilidade e a hidrofobicidade das proteinas sdo os principais determinantes das
propriedades de emulsificagdo. A habilidade das proteinas de ajudar na formacao e estabilizacao
de emulsdes ¢ essencial para varias aplicagdes em alimentos como maioneses, molhos para
saladas, sobremesas geladas, margarinas, carnes cominuidas, dentre outras (LIU, 1999).

Dentre os fatores que influenciam as caracteristicas das emulsdes estdo a temperatura, pH,
forca idnica, presenca de agucares, presenca de surfactantes de baixo peso molecular, tipo de

0leo, exposicdo ao oxigénio, concentragao de proteinas, propriedades emulsificantes da proteina e
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condi¢des de formagdo da emulsdo (tipo e desenho do equipamento, intensidade do aporte
energético, velocidade de adicdo de odleo, etc). O pH, uma vez que altera a solubilidade das
proteinas, ¢ um fator primario no desempenho das mesmas quanto as propriedades de
emulsificacdo, ja que estas devem se dissolver e migrar a interface a fim de alterar as
propriedades de superficie. Algumas proteinas, em seu ponto isoelétrico, sdo pouco soluveis e
isto ja ¢ suficiente para diminuir seu favorecimento na formagao de emulsdes (KINSELLA, 1976;
CHEFTEL, CUQ e LORIENT, 1989).

No ponto isoelétrico, ou submetidas a certas forcas iOnicas, a maioria das proteinas
apresentam minima capacidade emulsificante uma vez que adotam estruturas compactas dotadas
de elevada viscoelasticidade, o que impede o desenovelamento e extensdo necessarias a
emulsificacdo. Este efeito favorece a estabilidade da emulsao, pois a desestabilizagdo da emulsao
é precedida de deformagdo ou desor¢do da pelicula interfacial (CANDIDO, 1998). Entretanto,
alguns pesquisadores tém encontrado proteinas com Otimas propriedades de emulsificagdo na
regido do ponto isoelétrico, atribuindo o fato a propria rigidez da molécula, que pode auxiliar na
estabilizacdo da emulsdo contra a coalescéncia do glébulo e, também, devido as interacdes
hidrofobicas entre lipidios e proteinas serem maximas no ponto isoelétrico (HALLING, 1981).

O método mais utilizado para medir a capacidade emulsificante consiste na medida da
capacidade que tem uma solu¢do de proteina ou uma suspensdo de alimento protéico de formar
uma mistura homogénea e estavel com 6leo ou gordura liquida. A solu¢do ou suspensdo €
mantida em agitacdo permanente enquanto se adiciona lentamente a matéria graxa. A capacidade
maxima de emulsificagdo da proteina ¢ determinada no ponto em que se verifica o colapso ou
quebra da emulsdo. A quebra da emulsdo poderd ser percebida visualmente pela separagdo de
fases, por um som diferente produzido como conseqiiéncia da separagdo das fases ou pela queda

de condutividade lida em um amperimetro (SGARBIERI, 1996).

5.5 Capacidade de geleificacio

Macromoléculas ou biopolimeros quando em presenga de dgua formam coldides de maior
ou menor fluidez dependendo da concentracdo das macromoléculas bem como da natureza das
mesmas. Esses coloides, tanto nas células vivas (animais e vegetais) como nos alimentos,
poderdo se transformar em géis de maior ou menor rigidez e de grande importancia para as

propriedades funcionais desses alimentos (SGARBIERI, 1998). Os géis de proteina sao
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constituidos por uma matriz tridimensional de polipeptidios entrelacados, na qual a agua
permanece presa (KINSELLA, 1976).

O fenomeno de formacao de gel ¢ muito complexo e normalmente ocorre com o
resfriamento da solugdo coloidal, ap6s aquecimento prévio. Com o resfriamento, verifica-se um
aumento de viscosidade, até o ponto em que a rigidez se manifesta. Este ¢ o chamado “ponto de
gel”. Muitos géis, quando submetidos a um repouso prolongado, manifestam perda de solvente e
contragdo em um processo chamado sinerese (CHEFTEL, CUQ e LORIENT, 1989;
SGARBIERI, 1998). A formacao de gel ¢ governada por um balango entre as forcas atrativas e
repulsivas entre cadeias proximas. O balango ¢ muito dependente do pH e as forgas atrativas
podem envolver associagdes hidrofobicas, atragdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio e pontes
dissulfidricas (KINSELLA, 1976).

Uma concentracao minima de proteina ¢ necessaria para a geleificacao e o aumento nessas
concentragdes acima deste valor minimo, diminui o tempo requerido para formar o gel. A
determinag@o da concentragdo de proteina minima requerida para formar o gel ¢ baseada no teste
da “concentracdo minima formadora de gel”. O teste ¢ feito, geralmente, a partir do aquecimento
de uma série de concentragdes de proteinas a 80°C por 30 minutos. A menor concentragdo de
proteina que conseguir formar gel ¢ tida como a “concentragdo minima formadora de gel”

(MORR ¢ HA, 1993).
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CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E CURVAS DE SOLUBILIDADE PROTEICA
DE SEMENTES IN NATURA, AMENDOAS FERMENTADAS E TORRADAS DE
CUPUACU (Theobroma grandiflorum Schum).

Ana Vania Carvalho; Nelson Horacio Pezoa Garcia; Joyce Kazue Alves Wada

Departamento de Tecnologia de Alimentos - UNICAMP - C.P. 6121 - CEP 13083-970 -
Campinas - SP - Brasil.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi caracterizar fisico-quimicamente as sementes, améndoas
fermentadas e améndoas fermentadas e torradas de cupuagu, além de verificar o efeito da
fermentagdo e torragdo sobre a solubilidade de suas proteinas. Verificou-se, através da curva de
solubilidade protéica em diferentes pHs, que o ponto isoelétrico das proteinas de sementes de
cupuacgu in natura situou-se na faixa de pH 3,5, sendo que nestas condi¢des apresentaram ainda
uma solubilidade protéica de 16,90%. Ja para as améndoas fermentadas de cupuagu, verificou-se
que o pl em torno 3,0, um pouco abaixo do pH verificado para as sementes. Observou-se
também, uma ligeira redu¢do na solubilidade, em todos os pHs estudados, quando comparada a
curva obtida das sementes de cupuagu, indicando uma possivel influéncia do processo
fermentativo sobre o estado de ionizagcdo e solubilidade das proteinas. Notou-se, para as
améndoas fermentadas e torradas, uma menor solubilizacdo de proteinas quando comparada as
sementes ¢ as améndoas somente fermentadas. Isso indica, provavelmente, que o processo
térmico de torracao tenha causado uma desnaturagdo de proteinas, a qual foi observada através da
reducao em sua solubilidade.

Palavras-chave: cupuacu, composi¢ao fisico-quimica, solubilidade protéica.

SUMMARY

The objective of the present work was the physico-chemical characterization of raw,
fermented and roasted cupuacu seeds, as well as the evaluation of the effects of fermentation and

roasting on protein solubility. The protein solubility curve at different pH values indicated that
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the isoelectric point (pI) of the proteins from raw cupuacu seeds was about pH 3.5; at such a pH,
the protein solubility was 16.9%. The pl of the proteins from fermented beans was slightly lower
than that of the seed. A slight reduction in solubility was observed at all pH values studied, when
compared to the curve obtained from raw seeds, indicating that the fermentative process possibly
influenced the protein’s ionization state and solubility. The fermented and roasted beans
presented still lower protein solubility than those submitted only to fermentation, indicating that
the thermal treatment in roasting may cause protein denaturation.

Key-words: cupuacu, physico-chemical properties, chemical composition, protein solubility.

1. INTRODUCAO

O cupuagu ¢ uma fruta muito popular na Amazodnia, apresentando grande potencial para
industrializacdo. Apesar das sementes constituirem cerca de 20% do peso do fruto e apresentarem
alto valor nutritivo, constituem-se em residuo, sendo praticamente descartadas durante o
beneficiamento do fruto para obtenc¢ao da polpa.

As sementes de cupuagu possuem um teor de proteinas entre 9 e 12% em base seca
(VASCONCELOS, 1999; LOPES, 2000; MATTIETTO, 2001), apresentando grande
possibilidade de uso como alimento alternativo, com boas qualidades nutricionais quando se
considera que a farinha desengordurada obtida destas sementes, que possuem, em geral, mais de
60% de lipidios, pode alcancar teores de proteina maiores que 26%.

A solubilidade das proteinas ¢ uma propriedade fisica e funcional muito
importante. O pH afeta a densidade e a distribui¢do de cargas elétricas na molécula da
proteina de tal forma que em determinado pH (ponto isoelétrico = pl) a proteina
apresentara um minimo de solubilidade. No pl, o nimero de cargas positivas e negativas ¢
igual, portanto, elas se neutralizam intramolecularmente. Nestas condigdes, as moléculas
de proteinas apresentam a menor afinidade pelo solvente (agua) e atraem-se mutuamente
formando uma massa insolivel que se precipita. O pl varia de produto para produto, mas
para um grande niimero de proteinas esta entre pHs 3,5 e 6,5 (SGARBIERI, 1996).

A medida da solubilidade pode ser efetuada por diferentes métodos: nitrogénio solivel em
agua; proteina soluvel em agua; indice de solubilidade da proteina; indice de solubilidade de

nitrogénio; ou indice de dispersibilidade da proteina. Normalmente esta determinagdo envolve a
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dispersao da proteina em agua, agitacdo sob condi¢des controladas de pH, temperatura, forca
i0nica e centrifugacdo, determinando-se o nitrogénio na fragdo solivel através do método de
Kjeldahl, ou mediante a determinacdo de proteinas através de métodos espectrofotométricos. O
método de Morr et al. (1985), ¢ o resultado de um estudo colaborativo para determinagao desta
propriedade, e considera a solubilidade e ndo a dispersibilidade da proteina, uma vez que a
centrifugacio é realizada a alta velocidade (CANDIDO, 1998).

O conhecimento das caracteristicas de solubilidade protéica ¢ muito 1til na selecdo das
condigdes Otimas para extracdo das proteinas de fontes naturais. Uma boa solubilidade pode
aumentar marcadamente o potencial de aplicacdo das proteinas, e a solubilidade talvez seja o
indice mais pratico de se determinar a extensdo da desnaturagdo de uma proteina. A curva de
solubilidade, em diferentes valores de pH, de uma “nova proteina”, ¢ freqiientemente a primeira
propriedade funcional medida (KINSELLA, 1976).

O objetivo deste estudo foi caracterizar fisico-quimicamente as sementes, améndoas
fermentadas e améndoas fermentadas e torradas de cupuacu, além de verificar os efeitos da

fermentacgdo e torracao sobre a solubilidade de suas proteinas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das sementes in natura

As sementes foram preparadas na Cooperativa Agricola Mista de Tomé-Agu. Foi extraida
o maximo possivel da polpa aderida as sementes, as quais foram secas ao sol em barcagas de
madeira, até atingir umidade de 7 a 8%. Posteriormente, na planta piloto da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp, foi complementada a secagem até 3,94% em média, em

estufa com circulagao de ar a 40°C.

2.2 Fermentacio

As sementes de cupuacu recém despolpadas e contendo aproximadamente entre 4 ¢ 5% de
polpa aderida, foram colocadas em caixa de fermentagdo T-60, construida de acordo com
Grimaldi (1978), com dimensdes de 190x120x60cm de altura e espago entre as tabuas de fundo

de 0,2 cm, para escoamento de liquido durante o processo fermentativo, seguindo metodologia
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proposta por Vasconcelos (1999). Apods a fermentacdo, as améndoas foram secas ao sol em
barcacas de madeira, até atingir uma umidade final de 7 a 8%. A secagem foi complementada em

estufa com circulagao de ar a 40°C, até 3,27% de umidade.

2.3 Classificacdo das améndoas fermentadas de cupuacu (Teste de corte)

As améndoas de cupuacgu fermentadas e secas foram classificadas através da prova de
corte, conforme método para cacau, proposto na Resolugao n® 42 do Conselho Nacional de
Comércio Exterior (CONCEX, 1968), que admite a tolerdncia dos seguintes defeitos para
améndoas de cacau (améndoas contadas e ndo pesadas), adaptado neste caso para o cupuagu:

* améndoas mofadas , maximo de 2%;

* améndoas danificadas por insetos, maximo de 2%;

* améndoas ardosias, maximo de 2%;

* améndoas germinadas, achatadas e/ou outros defeitos, ndo ultrapassando a tolerancia
maxima de 2%.

Foram utilizados 3 lotes de 100 améndoas retiradas aleatoriamente, as quais foram

seccionadas longitudinalmente e observadas uma a uma de acordo com o método proposto acima.

2.4 Torracao das améndoas

O processo de torragdo foi realizado em torrador elétrico rotativo com capacidade de 250g
de améndoas fermentadas, munido de controle de precisdo de temperatura de, em trés repetigoes.
Foram testados os tempos de permanéncia de 45, 50 e 55 minutos a uma temperatura de 150° C
na camisa do torrador, no inicio do processo. Apos a realiza¢dao do teste sensorial, optou-se por
analisar fisico-quimicamente somente as améndoas torradas por 50 minutos.

O processo de torragdo foi realizado acoplando-se um termometro digital no interior do
torrador, sendo a variacdo de temperatura medida em intervalos de tempo constantes de 2

minutos, até o término do processo.

2.5 Analise sensorial
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Estudos sensoriais foram realizados para determinar os atributos de aroma e sabor globais
de améndoas de cupuacu fermentadas e torradas durante os tempos de 45, 50 e 55 minutos, a
temperatura de 150°C na camisa do torrador. As améndoas de cupuagu provenientes da torragao
foram descascadas manualmente sendo os nibs separados das fragdes testa e gérmen e em seguida
refinados até a obtencdo de granulometria inferior a 40um (liquor) para a formulacao de mistura
a base de cupuagu, para a realizacdo dos testes sensoriais.

A formulacdo empregada foi a sugerida por Lopes (2000), ou seja, 16g de liguor de
cupuacu, 12g de leite em po6 desnatado e 12g de acucar refinado. Foram adicionados 100mL de
agua a 80°C, misturando-se em homogeneizador durante 2 minutos e em seguida mais 100mL de
agua a 80°C, homogeneizando-se por mais 2 minutos. As amostras foram codificadas com 3
digitos, servidas em copos plasticos descartdveis de 30mL, a uma temperatura de 50°C, com 35
provadores para cada andlise.

Empregou-se o teste de aceitagdo com escala hedonica estruturada de 9 pontos, utilizando-

se a ficha apresentada conforme Figura 1.
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Nome: Data:

Por favor, avalie cada uma das amostras codificadas de uma mistura a base de améndoas de
cupuacu em relacdo ao aroma global segundo a escala abaixo:

9. Gostei muitissimo

8. Gostei muito

7. Gostei moderadamente

6. Gostei ligeiramente

5. Nem gostei, nem desgostei
4. Desgostei ligeiramente

3. Desgostei moderadamente
2. Desgostei muito
1.Desgostei muitissimo

Amostra Valor

Por favor, avalie cada uma das amostras codificadas de uma mistura a base de améndoas de
cupuagu em relagdo ao sabor global segundo a escala abaixo:

. Gostei muitissimo

. Gostei muito

. Gostei moderadamente

. Gostei ligeiramente

. Nem gostei, nem desgostei
. Desgostei ligeiramente

. Desgostei moderadamente
. Desgostei muito
1.Desgostei muitissimo

N WA 0N 0O

Amostra Valor

Comentarios:

Figura 1 Ficha utilizada nas analises sensoriais das formulagdes a base de améndoas fermentadas
e torradas de cupuacu.
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2.6 Caracterizacao fisica das sementes, améndoas fermentadas e améndoas fermentadas e

torradas de cupuacu.

As sementes, améndoas fermentadas e améndoas fermentadas e torradas a 150°C por 50
minutos, foram quebradas e descascadas manualmente para a remog¢ao da testa (casca) e gérmen,
sendo os cotilédones finamente moidos para a realizacdo das andlises fisico-quimicas.

Os materiais foram caracterizados fisicamente de acordo com as seguintes determinagoes:

* Composicao fisica (% de cotilédone, testa e gérmen): pesou-se 100g de material integro
o qual foi separado nas diferentes fracdes e estas foram pesadas separadamente. O teste foi
realizado em triplicata;

*Densidade aparente: pesou-se 500g de amostra em proveta de 1000mL e esta foi
colocada num vibrador marca Produtest durante 5 minutos, com uma intensidade de vibragao
correspondente a posi¢ao n° 8 do reostato do aparelho. Apos esta operacdo o volume ocupado foi
lido e a relagdo entre a massa por unidade de volume foi considerada como densidade aparente
(MEURSING, 1983);

* Dimensdes (comprimento, largura e espessura): utilizou-se um paquimetro, sendo as
medicdes realizadas em 100 sementes e em triplicata;

* Massa média por améndoa: pesou-se 100 sementes em triplicata, encontrando-se a

seguir o peso médio por améndoa.

2.7 Caracterizacao fisico-quimica das sementes, améndoas fermentadas e améndoas

fermentadas e torradas de cupuacu.

As caracteristicas fisico-quimicas dos materiais descascados e degerminados foram

determinadas utilizando-se os métodos a seguir:

2.7.1 pH
O pH foi determinado utilizando-se o método 31.1.07 da AOAC (1997).

2.7.2 Acidez titulavel total
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Medida por titulagdo segundo o método 11.14.3 da AOAC (1997).

2.7.3 Teor de umidade
O teor de umidade das sementes € améndoas foi determinado de acordo com a

metodologia 31.1.02 da AOAC (1997).

2.7.4 Teor de proteina
O teor de proteina foi determinado pelo método semi micro Kjeldahl, baseado na hidrodlise

e posterior destilacdo da amostra, de acordo com o método 31.1.08 da AOAC (1997).

2.7.5 Teor de lipidios
Foi obtido por extracdo em Soxhlet diretamente na amostra, segundo o método 31.4.02 da

AOAC (1997).

2.7.6 Teor de cinzas
Determinado por carbonizacdo das amostras até cessar a liberagdo de fumaga, seguido de

calcinagdo em mufla a 540° C até peso constante, segundo o método 31.1.04 da AOAC (1997).

2.7.7 Teor de fibras
O teor de fibras foi determinado utilizando-se o método Acid Detergent Fibre (ADF),
segundo Goering e Van Soest (1970).

2.8 Determinacao das curvas de solubilidade das proteinas de cupuacu

Foram obtidas curvas de solubilidade das proteinas da semente de cupuagu cru, da
améndoa fermentada e da améndoa fermentada e torrada. O procedimento adotado foi o proposto
por Morr et al. (1985), com algumas modificagcdes: 1g de amostras desengorduradas de semente
de cupuacu cru, améndoas fermentadas e améndoas fermentadas e torradas foram solubilizadas
em agua destilada (50 mL) e o pH da solugdo foi ajustado com dacido cloridrico (0,1N), ou
hidroxido de sddio (0,1N) numa faixa que variou de 2,0 a 9,0. Em seguida estas solugdes foram
submetidas a agitacdo por 40 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a 3000xg durante

15 minutos. Aliquotas de 15mL do sobrenadante foram tomadas e a solubilidade das proteinas
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determinada através do método semi micro Kjeldahl, com fator de conversdo de nitrogénio de
6,25. Para calcular a porcentagem de solubilidade protéica de cada amostra foi utilizada a

equagao a seguir:

concentragao de proteina no sobrenadante (mg/mL) x 50
contetido de proteina amostra (%)

100

% solubilidade = x100

peso amostra (mg) x

2.9 Analises estatisticas

Os resultados das varias caracteristicas avaliadas foram submetidos a andlise de variadncia
e as meédias, quando significativas, comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade, com auxilio do programa SAS 8.0 (Statistical Analysis System).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Classificacao das améndoas fermentadas de cupuacu

Visando relacionar a qualidade em funcao do grau de fermentagdo, as améndoas secas
foram classificadas pela prova de corte, conforme o método recomendado na Resolugdo 42 do
CONCEX, para cacau. Embora esta norma seja utilizada para améndoas de cacau, foram
realizadas as adaptagdes necessarias, considerando principalmente que as sementes de cupuagu
ndo possuem pigmentos antocianinicos.

Foram consideradas como améndoas bem fermentadas aquelas que apresentavam
coloragdo marrom mais escura ¢ a presen¢a de sulcos profundos e numerosos; parcialmente
fermentadas aquelas com coloragdo marrom um pouco menos intensa e presenca de sulcos,
porém bem menos numerosos € profundos e mal fermentadas aquelas com coloragdo marrom
bem clara e presenca de pouco ou nenhum sulco na superficie analisada. E importante ressaltar
que as améndoas parcialmente fermentadas sofreram o processo de fermentacdo e estavam aptas
a desenvolver boas caracteristicas de sabor no produto final.

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que as améndoas ndo ficaram
suficientemente fermentadas. Observou-se que 15,44% das améndoas foram bem fermentadas,

71,47% parcialmente fermentadas e 13,09% mal fermentadas. Comumente para cacau, espera-se
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que 70 a 80% das améndoas estejam bem fermentadas e 20 a 30% parcialmente fermentadas,
embora na atualidade e por causa da falta de matéria prima no mercado nacional, esteja-se
utilizando matérias-primas com percentuais de améndoas bem fermentadas, consideravelmente

menores.

Tabela 1 Classificacdo das améndoas de cupuacu: Teste de Corte.

Tipo de améndoa %
Améndoas bem fermentadas 15,44
Ameéndoas parcialmente fermentadas 71,47
Améndoas mal fermentadas 12,42
Améndoas mofadas 0,67

Améndoas ardosias -

Améndoas germinadas, achatadas e outros defeitos -

3.2 Torracgao das améndoas de cupuacgu

O perfil da temperatura de torragdo realizada a 150°C na camisa do torrador, por um
tempo de 50 minutos, ¢ mostrado na Figura 2. Apo6s a colocagdo das améndoas na camara de
torra¢ao, observou-se uma queda brusca da temperatura, até¢ aproximadamente 82°C. A seguir,
verifica-se uma tendéncia de elevagdo gradual da temperatura na cdmara de torracdo, até atingir

149,3°C (média de trés repetigdes), no final da torragdo.
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Figura 2 Perfil da temperatura do processo de torragao de améndoas de cupuagu.
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Queiroz (1999) e Lopes (2000), realizaram o processo de torracdo de améndoas de
cupuagu utilizando temperaturas de 150°C por 38, 40, 42 e 44 minutos e 40, 45, 50 e 55 minutos
respectivamente, observando-se uma tendéncia semelhante entre os perfis de temperatura obtidos

pelos autores e o relatado neste trabalho.

3.3 Analise sensorial

Na Tabela 2 encontra-se as médias dos atributos aroma e sabor global para a formulagdo a base
de améndoas de cupuagu. De acordo com a analise estatistica, observa-se que ndo houve efeito
significativo (p<0,05) dos diferentes tempos de torragdo sobre o sabor e aroma global do liquor

de améndoa de cupuagu.

Tabela 2 Médias das amostras de améndoa de cupuacgu por atributo avaliado.

Tempo de torragao (minutos) Atributo
Aroma Sabor
45 6,89+ 1,50 a 6,40+ 1,70 a
50 691+1,27a 6,54+1,42a
55 6,60+ 1,46 a 6,74+ 1,54 a

Médias com letras iguais, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.

Tanto para o atributo sabor global quanto para o aroma global, as notas correspondem a valores
entre “gostei ligeiramente” e “gostei moderadamente”.

Em trabalho realizado por Lopes (2000), também nao foi observada diferenca estatistica entre os
tempos de torragdo de 45, 50 e 55 minutos, quanto ao atributo de aroma global, sendo que
somente para o sabor global foi verificado diferenca estatistica entre as amostras torradas a 40 e
55 minutos.

Queiroz (1999) observou através de analise sensorial (ADQ) que as améndoas de cupuagu
torradas por 38, 40, 42 ¢ 44 minutos ndo diferiram significativamente entre si, no entanto, a
intensidade do sabor de chocolate foi acentuado com o aumento de temperatura.

Pode-se concluir, portanto, que embora 71,47% das améndoas tenham sido classificadas,

de acordo com o teste de corte, como améndoas parcialmente fermentadas, através da andlise
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sensorial percebe-se que elas foram capazes de desenvolver razoavelmente o sabor e aroma

global.

3.4 Caracterizacao fisica das sementes, améndoas fermentadas e améndoas fermentadas e

torradas de cupuacu

Os resultados das dimensdes das améndoas de cupuagu, bem como a densidade aparente e
a massa média por améndoa, sao mostrados na Tabela 3.

Tanto para os valores de dimensdes quanto para a massa média das sementes e améndoas,
estes estdo concordantes com Lopes (2000). Porém, para a densidade aparente, os valores
encontrados neste trabalho estdo ligeiramente superiores aos relatados por aquele autor, que

observou uma densidade aparente média por améndoas de cupuagu de 0,46.

Tabela 3 Caracteristicas fisicas das sementes, améndoas fermentadas e améndoas torradas de

cupuagu .
Caracteristicas fisicas
Amostra
Comprimento Largura Espessura Massa média Densidade
(mm) (mm) (mm) por améndoa aparente
(2) (g/cm’)

Semente seca 2546+0,32a 20,24+0,21a 10,19+0,11a 2,58+0,05a 0,56+0,00a
Améndoa 25,80+£0,23a 19,76+0,23a 1246+0,11b 2,75+0,04b 0,57+0,01a
fermentada

Ameéndoa torrada 23,30+ 0,24a 18,29+0,25a 11,60+0,08c 2,36+0,05¢ 0,58+0,01a

* Os resultados foram obtidos avaliando-se lotes de 100 améndoas em triplicata

Me¢dias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey.
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Na Tabela 4 estdo apresentados os valores médios de cotilédones, testa e gérmen de
sementes, améndoas fermentadas e améndoas fermentadas e torradas de cupuagu. Para a améndoa

fermentada, os valores estao proximos aos dados encontrados por Lopes (2000) e Queiroz (1999),
de 71,54, 27,81 ¢ 0,65% e de 72,6, 26,1 e 1,3%, respectivamente.

Tabela 4 Composicao fisica das sementes, améndoas fermentadas e améndoas torradas de
cupuagu.

Amostra Componentes
Cotilédone (%) Testa (%) Gérmen (%)
Semente seca 65,99 +1,80Db 3338+1,76a 0,66 +0,02 a
Améndoa fermentada 71,90+ 0,94 a 27,46 £1,07b 0,64+0,13a
Améndoa torrada 73,11 +1,34 a 26,09+ 1,27b 0,80+ 0,07 a

* Os resultados foram obtidos avaliando-se lotes de 100g de améndoas em triplicata

Me¢dias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey.
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3.5 Caracterizacdo fisico-quimica das sementes, améndoas fermentadas e améndoas

fermentadas e torradas de cupuacu, decorticadas e degerminadas.

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores médios da caracterizagdo fisico-quimica dos
cotilédones moidos, isentos da testa e gérmen, das sementes ndo fermentadas, améndoas

fermentadas e améndoas fermentadas e torradas de cupuagu, em base seca.

Tabela 5 Caracterizacdo fisico-quimica de sementes ndo fermentadas, améndoas fermentadas e

améndoas fermentadas e torradas de cupuacu, em base seca.

Determinacao Semente Améndoa fermentada Améndoa torrada
pH 6,35+0,01 a 541+0,03b 5,27+0,03 ¢
Acidez total titulavel* 7,70 £0,50 b 11,69+ 0,75 a 11,74 £ 0,75 a
Proteina (%) 9,43+0,12a 8,89 £ 0,36 ab 8,63+0,22b
Lipidios (%) 64,85+0,61 a 53,60+ 1,04 b 53,73+0,30b
Cinzas (%) 2,94+ 0,02 a 2,02+0,01 ¢ 2,15+0,04 b
Fibra (%) 328+0,05b 6,51 +0,98 a 7,63 +0,44 a
Outros compostos ** 19,50 28,98 27,86

* meq de NaOH/100g de MS
** Calculado por diferencga, representa compostos como carboidratos, acidos, alcaldides, etc.
Médias com letras iguais, em uma mesma linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.

A andlise estatistica detectou diferenga significativa entre as sementes ndo fermentadas e
as améndoas fermentadas e améndoas fermentadas e torradas, com relacdo ao pH, conforme
Tabela 5. Os valores de pH encontrados para a semente ndao fermentada e seca sdo
significativamente superiores aos valores encontrados para as améndoas fermentadas e améndoas
fermentadas e torradas. Isso provavelmente seja devido ao acido acético e lactico absorvidos
pelos cotilédones durante o processo fermentativo, o que resulta em decréscimos nos valores de
pH, para as améndoas fermentadas. Os valores encontrados neste trabalho estdo ligeiramente
inferiores aos encontrados por Lopes (2000), que observou um pH médio de 5,74 nas améndoas

fermentadas e secas.
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Vasconcelos (1999) mostrou a influéncia do processo fermentativo na redu¢do do pH nos
cotilédones de améndoas de cupuagu. Os valores do pH para a amostra recém despolpada foi de
6,30, reduzindo para 6,14 ap6s 24 horas de processo. Apds 48 horas, o pH atingiu o valor de 4,99
e ao final do processo, este valor foi de 4,71. Porém, apds a secagem, o pH subiu para 5,34,
provavelmente devido as perdas do acido acético por evaporagdo durante essa etapa.

Para a acidez titulavel total, os valores encontrados para a semente sdo significativamente
inferiores aqueles observados para a améndoa fermentada e para a améndoa fermentada e torrada.
Isso provavelmente seja devido, novamente, ao acido acético e lactico absorvidos pelos
cotilédones durante o processo fermentativo, o que acarreta em um aumento na acidez titulavel
total das améndoas fermentadas. Os valores encontrados neste trabalho estdo proximos aqueles
encontrados por Lopes (2000), que observou uma acidez total de 11,2 meq NaOH/100g MS nas
améndoas de cupuagu fermentadas e secas.

Zamalloa (1994) relata que os teores de acidez total em cacau podem ser afetados por diversos
fatores como variedade, maturacdo do fruto, época de colheita, condi¢gdes climaticas e,
principalmente, a condugdo do processo de fermentagao.

Os valores encontrados para o teor de proteina total, apresentados na Tabela 5, estdo proximos
aqueles relatados por Aragdo (1992), Queiroz (1999) e Lopes (2000). Nas sementes nao
fermentadas, esses teores encontram-se superiores quando comparado ao material submetido a
torracao, sendo esta diferenca estatisticamente significativa. Vasconcelos (1999) verificou que o
teor de proteina total nas sementes de cupuagu varia ligeiramente durante a fermentagao, sendo
observado um pequeno decréscimo.

De acordo com a andlise estatistica, a Tabela 5 mostra que as sementes ndo fermentadas
apresentaram teores de cinza significativamente superiores quando comparados aos teores nas
améndoas fermentadas e améndoas fermentadas e torradas. Isto poderia ser devido as perdas de
minerais por exudagdo durante a fermentacdo e ao consumo destes nos mecanismos bioquimicos
desta etapa. Nas sementes, estes teores encontram-se ligeiramente superiores ao relatado por
Lopes (2000), que foi de 2,35%. Para as améndoas fermentadas e améndoas fermentadas
torradas, os valores encontrados estdo um pouco menores do que aqueles relatados pelo mesmo

autor.
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Quanto ao teor de gordura exposto na Tabela 5, os valores encontrados nas sementes de cupuagu
estdo proximos ao relatado por Lopes (2000), cerca de 60,25%. Nas améndoas fermentadas e
améndoas fermentadas e torradas, esses valores foram inferiores em relagdao as sementes, sendo
esta diferenca estatisticamente significativa, e estdo proximos aos valores relatados por Aragao
(1992). Tal diferenca encontrada neste trabalho provavelmente seja devido ao fato das sementes
obtidas serem de lotes diferentes daquelas que foram submetidas a fermentacao.

A Tabela 5 indica o teor de fibras nas sementes o qual encontra-se inferior aos resultados obtidos
para o material fermentado e para o torrado. Nas sementes esse valor apresenta-se inferior aos
teores encontrados por Lopes (2000), 4,12% e por Vasconcelos (1999), 7,43%. Este autor
realizou a analise no material recém despolpado, o que pode ter contribuido para esta diferenca.
Para o material submetido a fermentagao, o teor de fibras ¢ superior ao relatado para as sementes,
ao contrario do que foi observado em trabalho realizado por Vasconcelos (1999), que encontrou
valores médios de 5,46%, proéximo ao teor relatado por Queiroz (1999), de 5,87%. Porém,
Mattietto (2001) relata teores de fibras de 3,44% para as améndoas fermentadas de cupuagu, que
estdo proximos aos valores encontrados por Lopes (2000) que sdo em média 3,31%. Ja para o
material submetido a fermentagdo e posteriormente a torragdo, foram observados teores de
7,63%, um pouco inferior ao encontrado em trabalho realizado por Marchese (2002) que foi de
8,12%.

Essas diferencas encontradas sugerem que variagdes no teor de fibras podem ocorrer segundo
alguns fatores como variedade do fruto, condig¢des climaticas, solo, época de colheita, estagio de
maturagdo, entre outras. Como j4 relatado anteriormente, as sementes e as améndoas submetidas
a fermentacdo pertenciam a lotes distintos, o que provavelmente explica as diferengas aqui

encontradas.

3.6 Curvas de solubilidade protéica

A solubilidade de produtos protéicos ¢ dependente do estado fisico-quimico de suas

moléculas de proteina, a qual ¢ favoravel ou adversamente afetada pelo calor, secagem ou outros

tratamentos de processamento durante sua produgao e armazenamento (MORR ef al., 1985).
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No presente estudo, observa-se na Figura 3 que, para a farinha desengordurada obtida das
sementes de cupuacu, a menor solubilidade protéica, 16,9%, ocorreu no pH 3,5, sendo este
portanto, considerado o ponto isoelétrico das proteinas deste produto. A partir deste ponto,
observa-se um aumento progressivo na solubilidade protéica até¢ o pH 9 (maximo pH estudado),
onde esta solubilidade atingiu 61,88. Abecia Soria (1999), estudando as proteinas da améndoa de
cacau, reportou, para o pH 4,5, a menor solubilidade protéica, 7,2%. Smith e Circle (1972)
reportam um ponto isoelétrico para a soja entre pH 4 e 4,8. Ja para as proteinas de girassol,
Bagnis (1984) obteve uma regido de minima solubilidade em uma ampla faixa de pH, entre 3 e
6,5. Auler (2002), estudando farinhas de amaranto, observou que os intervalos de pHs entre 4,00
e 4,75 foram os que apresentaram a menor solubilidade das proteinas, confirmando o pH 4,6
como sendo o ponto isoelétrico das proteinas do amaranto. Em trabalho realizado por Gloria e
Regitano d’Arce (2000), os autores relatam, para a castanha do Para, um ponto isoelétrico em
torno do pH 3.

Chau, Cheung ¢ Wong (1997), estudando concentrados protéicos obtidos de trés espécies
de leguminosas, Phaseolus angularis, Phaseolus calcaratus e Dolichos lablab, concluiram que
para as duas primeiras espécies citadas, a minima solubilidade de nitrogénio observada foi em pH
4. Ja para a Dolichos lablab, o pl encontra-se ao redor do pH 5.

Em estudo realizado com isolado protéico obtido de sementes de algaroba, observou-se a
menor solubilidade protéica em pH igual a 5, sendo portanto, este o pH utilizado para a

precipitacdo das proteinas ( SILVA et al., 1997).
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Figura 3 Solubilidade protéica da semente in natura, améndoa fermentada e améndoa

fermentada torrada de cupuacu em funcao do pH de extragao.

Através da curva de solubilidade das proteinas da soja, observa-se que no ponto
isoelétrico, cerca de 10% das proteinas permanecem soluveis, sendo perdidas durante o
processamento para obtencdo de concentrados e isolados protéicos (SMITH E CIRCLE, 1972;
SGARBIERI, 1996). Para sementes de cupuacu, verificou-se que no ponto isoelétrico, 16,91%
das proteinas permaneceram soluveis. J4 Auler (2002), observou uma solubilidade protéica em
pH isoelétrico de cerca de 22% para a farinha de amaranto desengordurada e de 37,2% para a
farinha-base (ndo desengordurada).

Ja em pHs superiores a este de insolubilizagdo protéica, observa-se uma predominancia de
cargas negativas na molécula de proteina, ocorrendo grande formagdo de pontes de hidrogénio
entre as moléculas de dgua e de proteina, observando-se assim, uma maior solubilizacdo protéica.
Esse fenomeno intensifica-se com o aumento crescente do pH, como pode ser verificado na
Figura 3. Em pH 9, a solubilidade para as sementes in natura foi em média 61,88%. Para
sementes de soja, observa-se, geralmente, uma solubilidade protéica superior a 90%, neste
mesmo pH (SMITH E CIRCLE, 1972; SGARBIERI, 1996). Porém, para farinha desengordurada
de amaranto, em pH 9 verificou-se 55,30% das proteinas soluveis (AULER, 2002). Estas

menores solubilidades protéicas em pH 9, observadas tanto para sementes de cupuacu quanto
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para o amaranto, implicam em uma maior perda de proteinas na fase de solubilizacdo das
mesmas, por ocasido do processamento para obtenc¢ao de isolados protéicos.

A Figura 3 mostra que na farinha desengordurada obtida das améndoas fermentadas de
cupuagu, o pl ficou um pouco abaixo do pH verificado para as sementes, em torno do pH 3.
Observou-se também, uma ligeira reducdo na solubilidade, em todos os pHs estudados, quando
comparada a curva obtida das sementes de cupuagu, indicando uma possivel influéncia do
processo fermentativo sobre a solubilidade das proteinas.

Verificou-se, para as améndoas fermentadas e torradas, uma menor solubilizagao de
proteinas quando comparada as sementes e as améndoas somente fermentadas. Isso indica,
provavelmente, que o processo térmico de torracdo tenha causado uma desnaturagdo de proteinas,
a qual foi observada através da reducdo em sua solubilidade, que foi em média de 32,96% em pH
9, pouco mais da metade daquela observada para o produto obtido das sementes, 61,88%.

Embora tenha-se observado no presente estudo, uma maior insolubiliza¢do protéica nas
améndoas de cupuacu torradas, em trabalho realizado por Lopes (2000), relata-se um aumento

significativo do valor biologico da proteina do cupuagu quando este foi submetido a torracao.

4. CONCLUSOES

* O ponto isoelétrico das proteinas de sementes de cupuagu situou-se na faixa de pH 3,5,
sendo que nestas condic¢des apresentaram ainda uma solubilidade protéica de 16,90%.

* Em pH 9, maximo estudado, a solubilidade das proteinas da sementes foi de 61,88%,
considerada baixa .

* As proteinas de semente de cupuagu apresentaram menor solubilidade que outras
proteinas vegetais nas faixas de pH de obtencdo de isolados protéicos (pH 9) e maior solubilidade
nas faixas do ponto isoelétrico, sugerindo um menor rendimento na obtencao de concentrados e
i1solados protéicos de sementes de cupuagu.

* No respectivo ponto isoelétrico, as améndoas fermentadas e améndoas fermentadas
torradas, apresentaram uma solubilidade protéica de 16,28 e 10,28%, respectivamente.

* Em pH 9 observou-se uma solubilidade de 58,22% para as améndoas fermentadas e
32,96% para as améndoas fermentadas torradas, verificando-se que o tratamento térmico

provocou uma desnaturagdo de proteinas, com conseqiiente reducdo da solubilidade protéica.
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CAPITULO 3

PROTEINAS DA SEMENTE DE CUPUACU (Theobroma grandiflorum Schum)
E ALTERACOES DEVIDAS A FERMENTACAO E TORREFACAO.

Ana Vinia Carvalho'; Nelson Horacio Pezoa Garcia'; Jaime Amaya Farfan’

'Departamento de Tecnologia de Alimentos - UNICAMP - C.P. 6121 — CEP: 13083-70
’Departamento de Planejamento Alimentar e Nutri¢do - UNICAMP - Campinas - SP- Brasil.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar as alteragdes da proteina da semente, améndoa
fermentada e améndoa torrada de cupuagu, mediante a andlise dos perfis eletroforéticos, os
aminogramas caracteristicos e fracionamento da proteina em diferentes solubilidades. A
fermentacdo e a torragdo provocaram uma ligeira redugdo nos teores de proteina total e
aminoacidos totais, quando comparadas as sementes ndo submetidas a essas etapas do
processamento. Observou-se para a semente ¢ a améndoa fermentada, a presenga de quatro
bandas protéicas principais de 15,5, 20,4, 27,1 e 33,6kDa. Para as améndoas que foram
submetidas ao processo de fermentacdo e em seguida a torragdo, observou-se a presenca de uma
unica banda protéica forte, com peso molecular aparente de 21,0kDa. As extracdes para
fracionamento das proteinas em diferentes solubilidades ndo resultaram em fragdes protéicas
puras. Observou-se a presenca de quatro bandas principais em todas as fracdes protéicas isoladas,
sendo a banda de peso molecular proximo a 21,1kDa a mais abundante em todos os casos. Esta
banda ¢ aparentemente muito semelhante a fracdo albumina do cacau, que apresenta peso
molecular aparente de 21,3kDa.

Palavras-chave: Theobroma grandiflorum, fragdes protéicas, eletroforese.
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SUMMARY

The objective of this study was to characterize the protein changes in cupuacu seeds,
fermented beans and roasted beans, by means of analysis of the electrophoresis profiles,
aminograms and protein fractionations based on solubility. Fermentation and roasting promoted a
slight reduction in the total protein and amino acid contents. The seeds and fermented beans
presented four main protein bands with 15.5, 20.4, 27.1 and 33.6kDa. The beans which had been
submitted to fermentation followed by roasting presented only one strong protein band, with an
apparent molecular weight of 21.0kDa. The extractions for protein fractionation based on
solubility did not result in pure protein fractions. Four main bands were observed in all isolated
protein fractions, the 21.1 kDa band being the predominant one in all cases. This band is
apparently very similar to the albumin fraction of cocoa, whose apparent molecular weight is
21.3kDa.

Key-words: Theobroma grandiflorum, protein fractions, electrophoresis.

1. INTRODUCAO

O cupuacguzeiro ¢ uma arvore tipica da regido amazodnica, cultivada nos Estados do Para,
Ronddnia, Amazonas, Acre e Maranhdo, sendo considerada uma das melhores e mais
promissoras fruteiras da Amazoénia. O cupuacu vem se destacando como um dos frutos regionais
amazonicos de intensa divulgagdo no territério brasileiro e grande potencial para a
industrializagdo. O seu valor econdmico esta baseado, principalmente, na industrializacdo e
comercializacdo da polpa, aceita sob a forma de suco, creme, doces e outros. Apesar de
constituirem cerca de 20% do peso do fruto e possuirem alto valor nutritivo, as sementes sao
praticamente descartadas no beneficiamento do fruto. Entretanto a semente ¢ considerada valiosa,
pois possui semelhanga botanica e quimica com a semente de cacau, permitindo a sua utilizacao
na fabricagdo de produtos similares ao chocolate (MARCHESE, 2002). O processo de
industrializacdo das sementes de cupuacu ocorre de modo semelhante ao das améndoas de cacau,
que inclui as etapas de fermentacao, secagem e torracao.

A etapa de fermentacdo das sementes € essencial ao processamento, pois € a

responsavel pelo desenvolvimento dos precursores e inumeros compostos de sabor. O

processo de fermentagdo das sementes inicia-se naturalmente pela acdo da atividade

61



microbiana na polpa mucilaginosa que envolve a semente. Os produtos do metabolismo
dos microrganismos, principalmente alcool, 4cidos organicos e o calor gerado nos
primeiros dias de fermentacdo, provocam a morte da semente e desencadeiam importantes
transformagdes fisico-quimicas e estruturais que afetam significativamente a qualidade do
produto final, principalmente os aspectos que envolvem a formacao de sabor (SCHWAN,
1996).

Durante a fermentacao observa-se aumento do contetido de aminoacidos livres,
peptideos e formacdo de aclcares redutores, sendo essas classes de compostos,
conhecidas como os principais precursores do sabor. Brito (2000), estudando améndoas
de cacau, observou que, apos 72 horas de fermentagao, ha aumento significativo de quase
todos os aminoacidos livres, com excec¢ao da tirosina e lisina.

O processo de torragdo das améndoas possui como principal objetivo o
desenvolvimento do sabor caracteristico de chocolate, principalmente pela reacdo de
Maillard, através dos precursores formados durante a fermentagcdo. Lopes (2000)
observou que, tanto para o cacau quanto para O cupuagu, ocorreram elevacdes
significativas nos teores de aminoacidos livres durante a fermentacdo, verificando-se,
também, um consumo relevante durante a torragdo, evidenciando a importante
participagao destes na formagao do sabor.

Conforme descrito por Osborne (1924), as proteinas podem ser classificadas,
quanto a solubilidade, em 4 classes principais: albumina - solivel em dgua e em solugdes
salinas diluidas; globulina - solivel em solugdes diluidas de sais; prolamina - soltivel em
solucdes alcoolicas; e glutelina - soluvel em solugdo acida ou alcalina muito diluida. Para
a maioria das monocotiledoneas estudadas, as prolaminas sdo as principais proteinas da
semente, ja para as dicotiledoneas, em geral predominam as globulinas (VOIGT, BIEHL
e WAZIR, 1993).

Biehl, Wewetzer e Passern (1982) encontraram quatro principais peptideos no
cacau, com pesos moleculares de 12,6, 19, 26 e 44kDa, sendo os peptideos de 26 e 44kDa
originados de proteinas de reserva das sementes. Os autores relatam ainda que os

peptideos das proteinas de reserva sdo preferencialmente perdidos durante a fermentagao
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do cacau, sendo estes, possivelmente, a fonte dos precursores para a formacao do sabor
caracteristico do cacau.

Em estudo realizado por MacDonald, Masters e Pettipher (1994) dois principais
peptideos (20kDa e 44kDa) foram observados em cacau utilizando SDS-PAGE. O
polipeptideo de peso molecular 20kDa corresponde aquele de 19kDa encontrado em
estudo anterior realizado por Biehl, Wewetzer e Passern (1982). Embora esta fracao
represente cerca de 25-39% do total da proteina, ela ndo ¢ considerada uma proteina de
reserva. Outro peptideo de 13kDa também foi encontrado pelos mesmos pesquisadores e
¢, provavelmente, idéntico aquele de 12,6kDa. Os autores concluiram que proteinases
especificas do cacau sdao requeridas para causar a hidrdlise parcial das proteinas de reserva
e assim produzir os precursores do sabor do cacau.

Em cacau, segundo Voigt, Biehl e Wazir (1993) a albumina ¢ a fragdo protéica
predominante, representando 52% do total da proteina da semente e com peso molecular
aparente de 19 kDa. Também foram detectadas pelos mesmos autores, quantidades
consideraveis de globulina, com pesos moleculares aparentes proximos a 14,5, 31 e
47kDa, perfazendo 43% do total da proteina da semente, as quais sdo parcialmente
perdidas apos a fermentacao. Esta perda ¢ aparentemente devida a digestdo proteolitica
seletiva ocorrida durante a fermentagao. Nao foi detectada pelos autores, porém, a fracao
prolamina e nem confirmada a existéncia de glutelina em sementes de cacau.

Em trabalho realizado com cacau por Lerceteau et al. (1999), foi observado que a
degradagdo de proteinas ocorre apds 2 dias de fermentacdo e ¢ mais pronunciada durante
o terceiro dia, a partir do qual muito pouca degradacdo da proteina ¢ observada,
possivelmente devido ao surgimento de compostos polifendlicos e sua subseqiiente
complexacdo com as proteinas remanescentes. O teor de proteina total estimado pelo
método de Kjeldahl diminuiu para 57% do valor inicial, durante o periodo de
fermentag¢do. O processo de degradacdo das proteinas, durante a fermentagdo, ¢ seletivo,
sendo que alguns polipeptideos resistem mais do que outros. Segundo os autores, através
da fermentagdo ocorre o surgimento de peptideos que sdo precursores essenciais do aroma

do cacau.
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O objetivo deste estudo foi caracterizar os principais polipeptideos da semente de cupuagu
antes e apds os processos de fermentacdo e torracdo, em funcdo de sua solubilidade e peso

molecular, além do perfil aminoacidico destes materiais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das sementes in natura

As sementes foram preparadas na Cooperativa Agricola Mista de Tomé-Agu. Foi extraida
o maximo possivel da polpa aderida as sementes, as quais foram secas ao sol em barcagas de
madeira, até atingir umidade de 7 a 8%. Posteriormente, na planta piloto da Faculdade de
Engenharia de Alimentos, Unicamp, foi complementada a secagem até 3,94% em média, em

estufa com circulacao de ar a 40°C.

2.2 Obtenc¢ao das améndoas fermentadas e secas

As sementes de cupuagu recém despolpadas e contendo aproximadamente entre 4 e 5% de
polpa aderida, foram colocadas em caixa de fermentagdo T-60, construida de acordo com
Grimaldi (1978), com dimensdes de 190x120x60cm de altura e espago entre as tabuas de fundo
de 0,2cm, para escoamento de liquido durante o processo fermentativo, seguindo metodologia
proposta por Vasconcelos (1999). Apos a fermentagdo, as améndoas foram secas ao sol em
barcacas de madeira, até atingir uma umidade final de 7 a 8%. A secagem foi complementada em

estufa com circulagao de ar a 40°C, até 3,27% de umidade.
2.3 Torracao das améndoas

O processo de torragdo foi realizado em torrador elétrico rotativo com capacidade de 250g
de améndoas fermentadas, munido de controle de precisao de temperatura. Em base a estudos

anteriores (QUEIROZ, 1999; LOPES, 2000), o tempo de torracao estipulado foi de 50 minutos a

uma temperatura de 150° C na camisa do torrador, no inicio do processo.
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O processo de torracdo foi realizado acoplando-se um termdmetro digital no interior do
torrador, sendo a variacdo de temperatura medida em intervalos de tempo constantes de 2

minutos, até o término do processo.

2.4 Obtenc¢ao do material para analises

As sementes ¢ améndoas fermentadas secas e améndoas fermentadas torradas foram
quebradas e descascadas manualmente para a remocao da testa (casca) e gérmen, sendo os
cotilédones finamente moidos e submetidos a extracao da gordura em aparelho de Soxhlet, por 20

horas.

2.5 Obtencao das fragdes protéicas do cupuagu

A extracdo seqiiencial das proteinas foi realizada como descrito para aveia por Pedd
(1996). Porcoes de 20g de semente desengordurada de cupuacu foram submetidas a extragdao por
1 hora em solug¢ao de NaCl 1M (1:10, p/v), sob agitacdo continua e temperatura de 5°C. A seguir,
a suspensdo foi centrifugada a 15000xg por 30 minutos a 5°C, obtendo-se o sobrenadante I e o
residuo L

O sobrenadante I, contendo albuminas e globulinas soliveis em solugdes levemente
salinas, foi dialisado contra dgua destilada por 48 horas, onde a redu¢ao da forca i6nica do meio
induziu a precipitagdo das globulinas. Apds centrifugagdo do dialisado, o sedimento (fracdo
globulina) e sobrenadante (fracdo albumina) foram liofilizados.

O residuo I foi ressuspendido em etanol a 70%, agitado por uma hora na temperatura
ambiente e centrifugado a 15000xg por 30 minutos a temperatura de 5°C. Apos a centrifugagao
foram obtidos o sobrenadante II e o residuo II. O sobrenadante, apos ser liofilizado, constituiu a
fracdo prolamina.

O residuo II foi ressuspendido em solugdo de dodecil sulfato de sddio 0,5%, mais 2-
mercaptoetanol 0,6% em pH 7,6 e agitado por uma hora na temperatura ambiente. Apos
centrifugacao a 15000xg por 30 minutos a 5°C, obteve-se o sobrenadante III e o residuo III. O
sobrenadante, ap0s ser liofilizado, constitui-se na fragdo glutelina.

O residuo III, contendo basicamente amido, proteinas insoliveis e substancias da fracao

fibra alimentar foi liofilizado e posteriormente analisado juntamente com as demais fragdes.
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2.6 Determinacio do teor de proteina nas sementes, améndoas fermentadas, améndoas

torradas e nas fragoes protéicas

O teor de proteina foi determinado pelo método semi micro Kjeldahl, baseado na hidrolise

e posterior destilacdo da amostra, de acordo com o método 31.1.08 da AOAC (1997).

2.7 Perfil de aminoacidos da semente, améndoa fermentada e améndoa torrada

2.7.1 Composi¢ao em aminoacidos totais

Foi determinada por hidrdlise 4acida da amostra desengordurada, com HC1 6 N a 110°C, a
vacuo, por 22 horas. A amostra foi recuperada em diluente de citrato de sédio pH 2,2, marca
Pickering (SPACKMAN et al., 1958).

As determinacdes foram feitas utilizando CLAE TSP — Thermo Separation Products
(Riviera Beach, Estados Unidos), com bomba degaseificadora, acoplada a um moédulo de pré-
reagdo Pickering Laboratories PCX 3100 post column reaction module (Mountain View,
Canadd), operando com detector de UV, nas faixas de 440 a 570 nm, modelo Spectro System
UV2000. Foi utilizada coluna analitica Pickering Laboratories 1193250 (Na" 8um, 3mm ID x
250mm) acoplada a uma pré-coluna Pickering Laboratories 1192020 (Na® 8um, 2mm ID x
20mm). Solucdes de Na (3,15; 7,4 e 0,2N) foram utilizadas com um fluxo de 0,3mL/min a 55°C

na coluna e 130°C no reator.

2.7.2 Triptofano
O aminodacido triptofano foi determinado apods hidrolise enzimatica com pronase, a 40°C,
por 24 horas, seguida de reacao colorimétrica, na auséncia de luz, com dimetilamino benzaldeido

(DAB) e nitrito de sodio, e posterior leitura em espectrofotometro, a 540nm (SPIES, 1967).
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2.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A determinacdo do perfil eletroforético das proteinas da semente, améndoa fermentada,
améndoa torrada e fragdes protéicas foi realizada de acordo com Laemmli (1970), com algumas
modificacdes, utilizando-se o Sistema Mini- Protean II com fonte Bio Rad (Oregan, Estados
Unidos). As amostras (0,4% de proteina) foram dispersas em 1 mL de tampao contendo 42,5% de
agua destilada, 12,5% de Tris-HCI 0,5M (pH 6,8), 20% de glicerol, 20% de SDS, 5% de B-
mercaptoetanol e 0,1% de bromofenol, aquecidas a 95°C por 5 minutos e apds resfriamento,
aliquotas de 5SpL de cada amostra foram aplicadas no gel. Utilizou-se o gel de separacdo a 12% e
o gel de empilhamento a 4%. Apods a corrida, os géis foram mantidos em solugdo corante de
Brillant Blue G a 0,1% em acido fosforico por 24 horas e a seguir descorados em agua destilada.

Os pesos moleculares da proteina foram determinados utilizando-se o padrao Pharmacia
(17-0446-01): fosforilase b (97kDa), albumina sérica bovina (66kDa), ovalbumina (45kDa),
anidrase carbdnica (30kDa), inibidor de tripsina (20,1kDa) e a-lactalbumina (14,4kDa).

A densitometria dos géis foi realizada em densitometro Sharp JX 330, empregando o
software Image Master (Pharmacia) (Upsala, Suécia), para calcular os pesos moleculares

aparentes de cada banda comparando-os a proteina-padrao.

2.9 Eletroforese em sistema SDS-PAGE-tricina

Proteinas e oligopeptideos com massa molecular abaixo de 14kDa ndo apresentam boa
resolugdo em sistema SDS-PAGE, como descrito por Laemmli (1970) e também em sistema de
gradiente de gel.

O procedimento descrito por Schagger e Jagow (1987), no qual o ion carregador, a
glicina, do sistema de Laemmli ¢ substituido por tricina, apresenta boa resolucdo para peptideos
na faixa de 1 a 100kDa. Além disso, sdo empregados trés géis: gel de separagdo, gel espacador e
gel de empilhamento.

Assim, o perfil eletroforético dos peptideos de peso molecular inferior a 14kDa foi
realizado de acordo com Schagger e Jagow (1987), utilizando-se o gel de separacdo a 16,5% de
acrilamida e 3% de bis-acrilamida, o gel espagador a 10% de acrilamida e 3% de bis-acrilamida e

o gel de empilhamento a 4% de acrilamida e 3% de bis-acrilamida. Apos a corrida, os géis foram
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mantidos em solugdo corante de Brilhante Blue G a 0,1% em 4cido fosforico por 24 horas e a
seguir descorados em agua destilada.

Os pesos moleculares da proteina foram determinados utilizando-se o padrao Pharmacia
(80-1129-83): globulina I+II (14404Da), globulina I+III (10700Da), globulina I (8159Da),
globulina II (6214Da), globulina III (2512Da). A densitometria dos géis foi efetuada em
densitdmetro Sharp JX 330, empregando o software Image Master (Pharmacia) (Upsula, Suécia)

para calcular os pesos moleculares aparentes de cada banda, em relacao a proteina-padrao.

2.10 Analises estatisticas

Os resultados das varias caracteristicas avaliadas foram submetidos a analise de variancia
e as meédias, quando significativas, comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade, com auxilio do programa SAS 8.0 (Statistical Analysis System).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Eletroforese das fracoes isoladas da semente de cupuacu

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores médios da quantidade de proteina extraida e
teor protéico de cada uma das fragcdes obtidas da tentativa de fracionamento da proteina de
cupuagu, a partir de 20g de farinha desengordurada. E pertinente ressaltar que as extragdes néo
resultaram em fragdes protéicas puras, sendo cada uma das fragdes corrigida pelo fator de pureza
correspondente (teor de proteina da amostra ou residuo); ou seja 54,15 para a fragdo albumina,
42,81 para a fracdo globulina, 11,87 para a fracdo prolamina, 17,92 para a fragdo glutelina e
20,51 para o residuo III.
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Tabela 1 Quantidade de proteina extraida (PE) e teor protéico (TP) de cada uma das fracdes
isoladas no fracionamento da proteina de semente de cupuacu, a partir de 20g de farinha

desengordurada.

Fracées protéicas

Albumina Globulina Prolamina Glutelina Residuo 111

Teor de proteina na 54,15+0,22 4281+0,17 11,87+0,13 17,92+0,17 20,51 +0,23
amostra (%)

Proteina extraida (%) 3,5+0,11 0,65+0,10 2,75+0,83 1,50+0,19 11,70+0,44

O perfil eletroforético e a descrigdo dos pesos moleculares de cada uma das fragdes
isoladas no fracionamento da proteina de semente de cupuacu estdao apresentados na Figura 1 e
Tabela 2, respectivamente.

Foi realizado a eletroforese de semente de cacau, juntamente com a semente de cupuagu e
as fragOes protéicas obtidas a partir da semente de cupuacu (Figura 1 e Tabela 2), a fim de que se
pudesse fazer melhores comparagdes entre as duas espécies.

Observou-se a presenca de quatro bandas principais em todas as fragdes protéicas
isoladas, com pesos moleculares proximos a 16,1, 21,2, 34,8 e 40,5kDa, sendo a banda de peso
molecular proximo dos 21,1kDa a mais abundante em todos os casos. Esta banda ¢
aparentemente muito semelhante a da fragdo albumina do cacau, que apresenta peso molecular
aparente de 21,3kDa. Notou-se ainda, na fra¢do tida como globulina, a presenga de duas bandas
fracas com pesos moleculares aparentes de 28,3 e 63,6kDa. Para o residuo III, verificou-se, além
das bandas presentes nas demais fra¢des, a presenca de quatro bandas com pesos moleculares

maiores, as quais estdo presentes também na farinha desengordurada.
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Figura 1 Perfil eletroforético das fragdes protéicas de cupuagu, em gel de poliacrilamida - SDS.
Coluna 1: padrao Pharmacia (17-0446-01); coluna 2: semente de cacau; coluna 3: semente de
cupuagu; coluna 4: albumina; coluna 5: globulina; coluna 6: prolamina; coluna 7: glutelina;

coluna 8: residuo I11.

Tabela 2 Pesos moleculares aparentes (kDa) das proteinas da semente de cacau, semente de

cupuacu e das fracdes isoladas de semente de cupuacu, calculados por densitometria.

Espécime
Cacau cupuacu  Albumina Globulina Prolamina Glutelina  Residuo
S-1 R-1 S-11 S-111 R-II1
17,7 16,2 16,1 16,4 16,2 17,1 17,3
21,3 21,7 21,1 21,5 21,5 22,2 223
* 27,8 * 28,3 * * 29,2
37,3 35,3 34,8 35,6 35,6 36,5 35,8
55,3 40,5 39,5 41,4 41,7 423 *
* 45,9 * * * * 479
* 54,9 * * * * 56,9
* 61,8 * 63,6 * * 64,6
* 88,9 * * * * 90,9

* bandas nao detectadas
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Como pode ser observado do perfil eletroforético das proteinas (Figura 1), o
fracionamento realizado neste estudo resultou em fragdes protéicas bastante impuras, razao pela
qual poucas conclusdes podem ser feitas com relagdo as fragdes protéicas do cupuacgu.

Voigt, Biehl e Wazir (1993), estudando as principais proteinas do cacau, encontraram que
as fracdes albumina e globulina se encontravam presentes em propor¢des de 52 e 43% do total
das proteinas da semente, respectivamente. A mais importante albumina ¢ um polipeptideo com
peso molecular aparente de 19kDa, presumivelmente idéntica aquela de 21kDa ja relatada por
outros autores estudando o cacau e cuja seqliéncia de aminodcidos ja foi reportada (SPENCER e
HODGE, 1991).

J& a fragdo globulina contém polipeptideos com pesos moleculares aparentes de 47, 31 e
14,5kDa e possui globulinas somente do tipo vicilina. Porém nao foi detectada a fragao prolamina
e nem confirmada a existéncia de glutelina. Entretanto, em trabalhos realizados anteriormente
(ZAK e KEENEY, 1976a,b), a fracdo prolamina foi identificada em sementes de cacau e a
proporcao da fragdo glutelina foi consideravelmente maior ao valor encontrado por Voigt, Biehl e

Wazir (1993), que foi cerca de 5% do total das proteinas.

3.2 Efeito da fermentacio e torracio no perfil de aminoacidos da semente de cupuacu

Os perfis de aminoacidos totais encontrados na semente, améndoa fermentada e améndoa
torrada, bem como o teor de proteina total, estdo apresentados na Tabela 3.

Os valores encontrados para o teor de proteina total (Tabela 3) estdo proximos aqueles
relatados por Aragdo (1992), Queiroz (1999) e Lopes (2000). Nas sementes ndo fermentadas,
esses teores encontram-se superiores quando comparado ao material submetido a fermentagao e
aquele submetido a fermentacao e torracao. Vasconcelos (1999) verificou que o teor de proteina
total nas sementes de cupuagu varia ligeiramente durante a fermentag¢ao, sendo observado um
pequeno decréscimo. Ja Lerceteau et al. (1999), estudando as proteinas do cacau durante o
processo de fermentacdo, observaram que o teor total de proteina diminuiu para 57% do valor

inicial durante o periodo de fermentagao.
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Tabela 3 Composicdo em aminoacidos totais (mg/100mg de farinha desengordurada seca) das
sementes, améndoas fermentadas e améndoas fermentadas e torradas de cupuagu, comparadas

com sementes de cacau.

Amostras

Aminoacidos Semente de Semente de Améndoa Améndoa

cacau cupuagu fermentada de torrada de

(Lopes, 2000) cupuagu cupuagu

Ac. aspartico 2,74 3,24+ 0,07 3,05+0,09 3,05+0,04
Treonina 1,03 1,55+ 0,01 1,21 + 0,04 1,14+ 0,03
Serina 1,23 1,39 + 0,09 1,26 0,06 1,17+ 0,06
Ac. glutamico 4,33 3,88 +£0,03 2,99 + 0,08 2,96 + 0,09
Prolina 0,95 1,16 = 0,06 1,10+ 0,04 1,03+0,18
Glicina 1,06 1,51 £ 0,01 1,29+0,13 1,25+0,02
Alanina 1,20 1,25+ 0,01 0,97 + 0,06 0,95+ 0,02
Cistina 0,25 0,61 +0,01 0,48 +0,03 0,46 £ 0,05
Valina 1,42 1,90 + 0,04 1,34+ 0,08 1,22+ 0,01
Metionina 0,31 0,12+0,03 0,09 +£0,03 0,05 +£0,06
Isoleucina 0,92 1,20 + 0,01 0,88 £ 0,01 0,85+ 0,02
Leucina 1,63 2,21 +0,04 1,63 + 0,04 1,60 + 0,04
Tirosina 0,61 0,97 £0,02 0,92 +£ 0,04 0,86+ 0,03
Fenilalanina 0,95 1,19+ 0,01 0,87+ 0,01 0,81+ 0,01
Lisina 3,96 1,39 + 0,04 0,96 + 0,10 0,88 +0,01
Amonia - 0,40 + 0,02 0,31 +£0,01 0,29 + 0,02
Histidina 0,50 0,38 +£ 0,02 0,27 + 0,04 0,23 +£0,03
Arginina 1,87 1,48 + 0,04 1,20 + 0,08 1,06 = 0,01
Triptofano - 0,34+ 0,00 0,33 +0,02 0,26 + 0,01
Total 24,96 26,17+0,12a  21,15+0,36ab 20,12+ 0,22 b

Médias com letras iguais, em uma mesma linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.
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As etapas de fermentagdo e torragdo provocaram uma ligeira redu¢do nos teores de
aminodcidos totais, quando comparado as sementes que ndo foram submetidas a essas etapas de
processamento. Vasconcelos (1999), estudando as transformacdes fisicas e quimicas durante a
fermentacdo de améndoas de cupuacu, observou uma pequena redug¢dao no teor da maioria dos
aminoacidos durante o processo fermentativo, a exce¢do dos aminoacidos serina, glicina,
metionina, fenilalanina e arginina que apresentaram uma suave elevagdo. Ja Brito (2000),
estudando améndoas de cacau encontrou que, apesar das intensas modifica¢des ocorridas durante
a fermentacdo, o teor de aminoacidos totais permaneceu praticamente inalterado ao longo do
processo fermentativo.

Lopes (2000) relata que as etapas de fermentagdo e torracdo ndo provocaram tantas
alteragdes nos perfis de aminoacidos totais em relagdo a semente ndo fermentada, tanto para o
cupuagu como para o cacau. Porém, em relagdo aos teores de aminoacidos livres, o autor
observou elevagdes significativas quando as sementes de cupuagu foram submetidas a etapa de
fermentagdo, assim como consumo relevante durante o processo de torragdo, evidenciando a
importante participagdo destes na formacao do sabor.

E interessante ressaltar que a destrui¢do de alguns aminoéacidos durante a hidrélise acida
limita sua quantifica¢do para a avaliagdo do ponto de vista nutricional, pois alguns aminoacidos
(triptofano cistina, treonina, asparagina, glutamina) podem ser parcial ou totalmente destruidos
durante essa etapa.

Lopes (2000), estudando améndoas de cacau e cupuagu, observou que as proteinas do
cupuagu possuem composicdo aminoacidica que supera a composicdo do cacau no que diz
respeito aos aminoacidos leucina, isoleucina e tirosina, que sdo limitantes no cacau. A autora
ainda relata um maior valor bioldgico para as proteinas do cupuagu em comparagdo as proteinas
do cacau, as quais promoveram menor crescimento em ratos. Assim, o maior valor nutritivo da
proteina do cupuagu pode ser explicado pela ndo limitancia de alguns aminoacidos (leucina,
isoleucina e tirosina), porém nao deve ser descartada a possibilidade da presenca ou auséncia de
outras substancias, ou mesmo de caracteristicas fisico-quimicas peculiares nas proteinas do

cupuacgu.
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3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS-PAGE e em gel de poliacrilamida -SDS-

tricina, da semente, améndoa fermentada e améndoa fermentada e torrada

O perfil eletroforético das proteinas, a descricdo de seus pesos moleculares e a area de
cada banda protéica, da semente, da améndoa fermentada e da améndoa torrada de cupuagu estdo

apresentados na Figura 2, Tabela 4 e Tabela 5, respectivamente.
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Figura 2 Perfil eletroforético da proteina da semente, da améndoa fermentada ¢ da améndoa
fermentada e torrada de cupuacu, em gel de poliacrilamida-SDS. Coluna 1: padrdo Pharmacia
(17-0446-01); Coluna 2: semente de cupuacu; coluna 3: améndoa fermentada de cupuacu; Coluna

4: améndoa torrada de cupuacu.

Observou-se para a semente de cupuacu, a presenca de um total de nove bandas protéicas,
sendo quatro bandas principais, com pesos moleculares aparentes proximos a 15,5, 20,4, 27,1 e
33,6kDa (Figura 2). Notou-se também a presenca de mais cinco bandas fracas de maior peso
molecular (38,7, 44,3, 54,4, 60,8 e 83,4kDa).

Para a améndoa submetida a fermentacdo (Figura 2), verificou-se também a presenca de
quatro principais bandas protéicas, com pesos moleculares aparentes similares ao observado para
a semente, 15,5, 20,4, 27,1 e 33,6kDa e apenas uma banda ténue de maior peso molecular,

proximo a 39,2kDa.
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Tabela 4 Pesos moleculares aparentes (kDa) das proteinas da semente, améndoa fermentada e

améndoa fermentada e torrada de cupuagu, calculados através da densitometria do gel .

Semente Ameéndoa fermentada Améndoa torrada
15,5 15,9 *
20,4 20,7 21,1
27,0 27,2 *
33,6 34,0 *
38,7 39,2 *
443 * *
54,4 * *
60,8 * *
83,4 * *

* abaixo do limite de quantificacao

Tabela 5 Area de cada banda protéica relativa a area total da proteina da semente, da améndoa

fermentada e da améndoa fermentada e torrada, calculadas a partir da densitometria do gel.

Bandas (PM) Bandas (%)
Semente Améndoa Améndoa torrada

fermentada

15,5-15,9 9,79 10,79 *
20,4 -21,1 40,77 47,99 100,00

27,0-272 4,92 23,56 *
33,6 —34,0 14,47 10,02 *
38,7—-39,2 11,57 7,64 *
443 5,43 * *
54,4 4,09 * *
60,8 6,61 * *
83,4 2,34 * %

* abaixo do limite de quantificagao
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Para as améndoas que foram submetidas ao processo de torra¢do, observou-se, no perfil
eletroforético das proteinas (Figura 2), a presenca de uma tnica banda protéica forte com peso
molecular aparente de 21,0kDa. Para as demais bandas seu desaparecimento pode ser atribuido
provavelmente a ocorréncia de reagdes durante o processo de torragdo, como a reacao de
Maillard, complexagao de proteinas com compostos polifenolicos, além da possivel formagao de
diversos polimeros. Estas vérias reagdes que ocorrem durante a torragdo podem produzir
insolubilizacdo e menor extratabilidade da proteina, por ocasido do preparo da amostra a ser
aplicada no gel. Além disso, ndo se descarta a possibilidade de que as reacdes tenham produzido
polimeros de grande peso molecular, incapazes de penetrar no gel, sendo excluidos da corrida
eletroforética.

Pettipher (1990), estudando a extragdo e parcial purificagdo das proteinas de reserva do
cacau encontrou, através da SDS-PAGE, a presenca de duas proteinas de reserva, S1 e S2, com
pesos moleculares aparentes de 48 e 28kDa, respectivamente. Estes pesos moleculares estdo
proximos aos encontrados por Biehl, Wewetzer e Passern (1982), que foram de 44 e 26kDa.
Segundo Pettipher (1990), estas proteinas de reserva estdo presentes nas sementes, porém estao
ausentes nas folhas e nas sementes germinadas. A densitometria do gel mostrou que as proteinas
de reserva S1 e S2 representam aproximadamente 19 e 17% do total da proteina,
respectivamente. Segundo o mesmo autor, uma outra importante proteina, a qual assumiu-se nao
ser uma proteina de reserva, uma vez que ela ndo foi utilizada durante a germinagdo, representa
cerca de 20% do total de proteina. Como ocorreu na germinacgao, durante a fermentagdo do cacau,
observou-se uma perda total das proteinas de reserva S1 e S2, indicando que elas sdo
preferencialmente degradadas por ocasido do processo fermentativo.

Ja Lerceteau et al. (1999), estudando as proteinas da semente de cacau, encontraram cinco
grupos predominantes de polipeptidios, com pesos moleculares de 47,0, 31,0, 21,0, 16,5 e
14,5kDa. Os autores relatam que, ao final da fermentagdo, os polipeptidios com pesos
moleculares de 47,0, 31,0 e 14,5kDa estavam ausentes, indicando que estes, provavelmente,

sejam polipeptidios de armazenamento e que foram clivados em subunidades menores.
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Figura 3 Perfil eletroforético dos peptideos da semente, da améndoa fermentada e da améndoa
fermentada e torrada de cupuacu, em gel de poliacrilamida-SDS-tricina. Coluna 1: padrao
Pharmacia (80-1129-83); Coluna 2: semente de cupuagu; Coluna 3: améndoa fermentada de

cupuagu; Coluna 4: améndoa torrada de cupuacu.

Tabela 6 Pesos moleculares aparentes (kDa) dos peptideos da semente, améndoa fermentada e

améndoa fermentada e torrada de cupuacu, calculados da densitometria do gel.

Pesos moleculares (kDa)

Semente Ameéndoa fermentada Ameéndoa torrada
7,3 7,2 *
8,6 8,6 *
10,0 10,2 *
11,3 12,6 *
13,8 14,4 *

* abaixo do limite de quantificagdo

Observou-se no perfil eletroforético dos peptideos da semente e da améndoa fermentada
(Figura 3), a presenca de cinco bandas fracas com pesos moleculares aparentes proximos a 7,2,
8,6, 10,1, 12,0 e 14,0kDa (Tabela 6). J4 nas améndoas submetidas a fermentagdo e torracao,

houve diminui¢do progressiva de todas as bandas, especialmente das de maior peso molecular.
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Estas bandas ndo foram detectadas na densitometria do gel, suspeitando-se que, provavelmente
estes peptideos tenham participado da reacdo de Maillard, formando polimeros de maior peso
molecular, durante o processo de torragao.

Voigt, Biehl e Wazir (1993), estudando as principais proteinas do cacau durante o
processo fermentativo, observaram uma perda quase total das globulinas, indicando uma digestao
proteolitica seletiva, uma vez que a fracdo albumina praticamente ndo sofreu alteracao
quantitativa. Os autores sugerem que as globulinas, possivelmente, sejam a fonte dos precursores
para a formagao do sabor caracteristico do cacau.

Amin, Jinap e Jamilah (1997), estudando sementes de cacau também observaram a
degradacdo da fracdo vicilina (47,1 e 39,2kDa) durante a fermenta¢do do cacau, sendo a fragdo
albumina a mais resistente a proteolise. Ao final da fermentagdo, o polipeptideo de 39,2kDa foi
completamente degradado, porém o de peso molecular de 47,1kDa ainda estava presente em
baixa intensidade, indicando que ambos sdo importantes para a formagao de precursores do sabor
do cacau. A fracdo de peso molecular 21kDa tem sido caracterizada como um inibidor de tripsina

(SPENCER e HODGE, 1991; TAl et al., 1991; DODO, FRITZ e FURTEK, 1992).

4, CONCLUSOES

e Os processos de fermentagdo e torracdo provocaram uma ligeira reducdo nos teores de
proteinas, quando comparado a semente in natura.

e As sementes de cupuacu apresentaram boa composicdo aminoacidica, com teores em
geral superiores aos encontrados para sementes de cacau, por outros autores.

e As etapas de fermentacdo e torragdo provocaram uma ligeira redugdo nos teores de
aminoacidos totais, quando comparado as sementes que nao foram submetidas a essas etapas de
processamento.

e Para as proteinas da semente ¢ améndoa fermentada de cupuagu, verificou-se a presenga
de quatro bandas eletroforéticas principais, com pesos moleculares proximos a 15,5, 20,4, 27,1 e
33,6kDa. Nas améndoas fermentadas e torradas, observou-se perfil eletroforético das proteinas
contendo somente uma banda protéica forte, com peso molecular aparente de 21,0kDa. As
demais bandas aparentemente desapareceram durante o processamento. Observou-se também
para sementes de cacau, a presenca de quatro bandas protéicas principais, com pesos moleculares

préximos a 17,7, 21,3, 37,3 e 55,3kDa.
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e As extragdes para fracionamento das proteinas em diferentes meios de solubilidades
resultaram em fragdes protéicas impuras. A presenca de quatro bandas principais em todas as
fragdes protéicas isoladas (16,1, 21,2, 34,8 e 40,5kDa) foi observada, sendo a banda de peso
molecular proximo a 21,1kDa a mais abundante em todos os casos. Esta banda ¢ muito

semelhante a da fragdo albumina do cacau, que apresenta peso molecular aparente de 21,3kDa.
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CAPITULO 4

OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE CONCENTRADO E
ISOLADO PROTEICO DE SEMENTES DE CUPUACU (Theobroma grandiflorum
Schum).

Ana Vania Carvalho; Nelson Horacio Pezoa Garcia; Joyce Kazue Alves Wada

Departamento de Tecnologia de Alimentos - UNICAMP - C.P. 6121 - CEP 13083-970 -
Campinas - SP - Brasil.

RESUMO

O cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum) ¢ uma fruta tipica da regido Norte do
Brasil, com grande potencial econdomico. Atualmente ¢ a polpa que sustenta a producdo,
industrializagdo e comercializagdo desta fruta. A semente, um subproduto da industrializacdo da
polpa, comeca a despertar interesse como um produto de alto valor nutricional e com grande
potencial de mercado para produtos industrializados. O presente estudo teve como objetivo a
produgdo e caracterizagdo fisico-quimica de farinha, concentrado e isolado protéico de semente
de cupuagu. A farinha, obtida das sementes trituradas e desengorduradas, serviu como matéria-
prima para a extracdo da fragdo protéica em meio aquoso, obtendo-se o concentrado protéico
(precipitacdo em pH 3,5) e o isolado protéico (solubilizacdo em pH 9 e precipitacdo em pH 3,5).
A farinha desengordurada, o concentrado e o isolado protéico de semente de cupuacu foram
submetidos as andlises de caracterizagdo fisica, cor e composi¢do centesimal. As sementes de
cupuagu apresentaram a menor solubilidade protéica em pH 3,5, sendo este considerado o ponto
isoelétrico das proteinas da semente do cupuacu. Quanto a coloracdo, o isolado protéico
apresentou-se mais escuro que a farinha e o concentrado, provavelmente devido ao seu processo
de obtengdo, que pode ter causado reagio de Maillard e/ou oxidagdo de compostos fendlicos. E
possivel a obten¢do de concentrados e isolados protéicos a partir de sementes de cupuacu, com
teores de proteinas de 31,18% e 64,29%, respectivamente.

Palavras-chave: semente de cupuagu, solubilidade de proteinas, concentrado e isolado protéico.
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SUMMARY

Cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum) is a native fruit from northern Brazil, with
great economical potential. Its production chain is currently sustained by the pulp market. The
seed, treated as an industrial by-product of pulp, has recently come to public attention as a highly
nutritive product with great market potential for industrialized products. The objective of the
present work was to study the production and physico-chemical characteristics of the flour,
protein concentrate and protein isolate obtained from cupuacu seeds. The flour from ground,
defatted seeds, was used to extract the protein fraction in an aqueous medium, obtaining the
protein concentrate (precipited at pH 3.5) and the protein isolate (solubilized at pH 9.0 and
precipited at pH 3.5). The defatted flour, the protein concentrate and the protein isolate were
analyzed in terms of their physical characterization, color and chemical composition. The
isoelectric point of the cupuacu seeds proteins was pH 3.5. The concentrate presented a protein
content of 31.18%, and the isolate, 64.29%. The protein isolate was darker than the flour and the
concentrate, probably because of the Maillard reaction and/or enzymatic browning during its
production. It was possible to obtain protein concentrates and isolates from cupuacu seeds, with
protein contents of 31.18% and 64.29%, respectively.

Key-words: cupuacu seeds, protein solubility, protein concentrate, protein isolate.

1. INTRODUCAO

O cupuagu ¢ um fruto tipico da regido Amazonica, sendo muito apreciado devido ao seu
sabor bastante exodtico e agradavel. Apresenta grande potencial para a industrializagdo, sendo que
seu valor econdmico atualmente estd baseado na comercializacdo da polpa (35% do fruto).
Apesar das sementes apresentarem um valor nutritivo muito bom, ainda sdo praticamente
descartadas durante o beneficiamento do fruto, ou utilizadas como adubo. Porém, apresentam
grande possibilidade de uso ndo somente para a produ¢do de um produto analogo ao chocolate,
mas principalmente como um alimento alternativo com Otimas qualidades nutricionais e
funcionais.

Virias preparacdes de sementes de vegetais sao grandemente usadas como ingredientes na
industria de alimentos. A soja tem sido o principal material usado para producdo industrial de

concentrados e isolados de proteinas, devido, principalmente, a seu alto teor de proteinas e bom
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desenvolvimento tecnoldgico da cultura. Porém, durante os ultimos anos, outras sementes t€ém
sido introduzidas com grande potencial para producdo de isolados protéicos (TOMOSKOZI et
al.,2001).

Além dos concentrados e isolados de proteinas possuirem boa qualidade nutricional, estes
produtos destacam-se por suas propriedades funcionais como dispersibilidade, emulsificagao,
acdo estabilizante de emulsdes, boas caracteristicas de ligacdo de agua e gordura, geleificacdo e
outras. Estas propriedades sdao aproveitadas em diversos produtos alimenticios de carne,
panificacao, etc (LOCKMILLER, 1973).

Segundo Smith e Circle (1972), concentrado protéico ¢ o produto preparado a partir da
farinha desengordurada, obtida de graos de alta qualidade. O processo de obtengdo baseia-se na
imobilizacdo da maior quantidade das proteinas e solubiliza¢do dos carboidratos, sais minerais e
outros componentes soltveis contidos na farinha, resultando em um produto com elevado teor de
proteina. No caso do concentrado protéico de soja, o teor minimo de proteina deve ser de 70%.

O isolado protéico de graos ¢ definido como o produto com a maior fragdo protéica, sendo
removidos a maior parte dos componentes nao protéicos. No caso de isolado protéico da soja, o
produto deve conter no minimo 90% de proteina na base seca (SMITH e CIRCLE, 1972).

O presente estudo visa o aproveitamento da proteina de sementes de cupuagu na forma de
concentrados e isolados protéicos para formulagdes alimentares diversas, bem como a sua

caracterizacao fisico-quimica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Foram utilizadas sementes de cupuacgu in natura devidamente secas, provenientes da
Cooperativa Mista de Tomé-A¢u (CAMTA), no Estado do Par4d. As sementes foram quebradas
em moinho de rolos, segundo metodologia proposta por Vilalba (2003), de acordo com esquema

exposto na Figura 1.

Quebra: Moinho de Peneiragem Material peneirado
rolos 7mm (abertura) ®  Peneira 4,75mm
Sementes secas Material retido Quebra: Moinho de
rolos 2mm (abertura)
Quebra: Moinho de Peneiragem Material peneirado
rolos Smm (abertura) Peneiras 2mm
Quebra: Moinho de Material Retido Nibs
rolos 2mm (abertura) (descarte)
Material Retido Peneiragem
(descarte) il Peneiras 3,35mm
Material peneirado Quebra: Moinho de
rolos 0,5mm (abertura)
Peneiragem Material retido Peneiragem Material Retido
Peneiras 2mm > Peneiras 2mm —> (descarte)

v v

Material peneirado Material peneirado
Nibs Nibs

Figura 1 Fluxograma de quebra das sementes de cupuacu para obtencao dos nibs.
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Os nibs obtidos foram laminados em um rolo laminador e em seguida submetidos a
extracdo parcial da gordura em prensa hidraulica de discos, utilizando-se pressdo gradual até
atingir 50 toneladas, em um periodo de tempo de extracdo de 50 minutos. Posteriormente foi
complementada a extragdo de gordura utilizando-se o método proposto por Boatright e
Hettiarachchy (1995), com algumas modificagdes. Uma parte do material semi-desengordurado
foi misturado com cinco partes de hexano, agitado manualmente por 10 minutos e centrifugado a
1000xg por 10 minutos a 20°C. Apds a centrifugacdo, o hexano contendo a gordura foi separado
do precipitado e posteriormente recuperado para ser utilizado em novas extragdes. A operagao de
extracdo da gordura foi repetida por mais 5 vezes. A seguir, o material desengordurado foi
deixado em capela, por 6 horas, e apos isso, em estufa com circulagdo de ar a 30°C, durante 16
horas, para evaporacdo do hexano. O material desengordurado foi moido até aproximadamente
297um, obtendo-se a farinha de sementes de cupuagu, a qual foi utilizada no preparo do

concentrado e isolado protéico.

2.2 Obtencao do concentrado protéico de semente de cupuacu

Durante o procedimento para obten¢do do concentrado (Figura 2), realizou-se um
monitoramento a fim de se verificar a recuperacdo de proteinas. Para isso, tomou-se amostras em
algumas etapas do processamento, as quais foram analisadas quanto ao teor de proteina.

A farinha desengordurada da semente de cupuacu foi dispersa em agua acidificada com
HCI até pH 3,5 (ponto isoelétrico, definido a partir da curva de solubilidade, conforme Capitulo
2), numa relagdo de 1:15 (m/m). A suspensdo foi mantida sob agitacdo durante 30 minutos e em
seguida centrifugada a 1500xg por 20 minutos. O precipitado foi submetido a duas lavagens
consecutivas. Apds homogeneizacao dos sobrenadantes obtidos, foram tomadas amostras destes e

do precipitado para determinagdo protéica. O precipitado obtido foi a seguir liofilizado.
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Farinha desengordurada
v

Suspensao em agua potavel
acidificada com HCl até pH 3,5%*

v
Agitacdo 30min
v
Centrifugagdo 1500xg, 20min |—p | Determinagdo do
teor de proteina do
¢ sobrenadante’'
Precipitado proteina isoelétrica
4
Lavagem com agua potavel,
pH 3,5%*
v
Agitagdo 10min
v
Centrifugagdo 1500xg, 20min Adicionado ao
_> 1
sobrenadante para
v determinacao de
proteinas

Precipitado isoelétrico

v

Liofilizag¢ao

v

Moagem

\ 4
CONCENTRADO PROTEICO

* pH definido mediante a determinagdo da curva de solubilidade.

Figura 2 Esquema do processamento para a obtencao e monitoramento do concentrado protéico

de farinha desengordurada de semente de cupuagu.
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2.3 Obtencao do isolado protéico de semente de cupuacu

Assim como para o concentrado, durante o procedimento para obten¢dao do isolado
(Figura 3), realizou-se também um monitoramento a fim de se verificar a recuperacdo de
proteinas. Para isso, tomou-se amostras em algumas etapas do processamento, as quais foram
analisadas quanto ao teor de proteina.

A farinha desengordurada de semente de cupuagu foi dispersa em agua numa relagao de
1:15 (m/m) com NaOH suficiente para atingir pH 9,0. A suspensdo foi mantida sob agitacdo
durante 1 hora e em seguida centrifugada a 1500xg durante 20 minutos. O precipitado foi
submetido a duas lavagens consecutivas em solucdo alcalina, a fim de se obter a maior
recuperacdo possivel de proteinas. Retirou-se amostras do precipitado e dos sobrenadantes para
determinagdo do teor de proteinas. Ao sobrenadante foi acrescentado HCI para obter pH 3,5. Esta
suspensao foi mantida sob agitacdo durante 30 minutos e centrifugada a 1500xg por 20 minutos.
O precipitado foi submetido a duas lavagens consecutivas em solugdo acida (pH 3,5). Apds
homogeneiza¢ao dos sobrenadantes, retirou-se amostras destes e do precipitado para analise do

teor de proteinas, sendo o precipitado obtido liofilizado.

91



Farinha desengordurada

v
Suspensdo em agua potavel contendo NaOH e

ajusteapH 9

v

Agitacdo 30min

A 4
Centrifugacdo 1500xg, 20min  |—p» Precipitad0+ 2 lavagens com

agua potavel pH 9

¢ - - Determinagdo do '
Sobrenadante (proteina soliivel) teor de proteina L

do sobrenadant
¢ FOSO renadante W

Precipitagdo com HCI pH 3,5*
Determinagdo do

v teor de proteina
Agitagdo 30min do precipitado
4

Centrifugacdo 1500xg, 20 min |—p | Determinagao do teor de
proteina do sobrenadante

v

Precipitado (proteina isoelétrica)

A 4
2 lavagens com agua potavel pH 3,5*

L
Agitagdo 10min

Adicionado ao
sobrenadante para
—»| determinacdo de
v proteinas

A 4
Centrifugacdo 1500xg, 20min

Precipitado isoelétrico

v

Liofilizagdo

v

Moagem

\ 4
ISOLADO PROTEICO

* pH definido mediante a determinagdo da curva de solubilidade.

Figura 3 Esquema do processamento para a obtengdo e monitoramento do isolado protéico de
farinha desengordurada de semente de cupuagu.
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2.4 Caracterizacao fisica da farinha desengordurada, do concentrado e do isolado protéico

de sementes de cupuacu

2.4.1 Granulometria

Os percentuais das fragdes com diferentes tamanhos de particulas foram determinados
apo6s peneiragem de 100g de farinha num classificador vibratério marca Produtest, utilizando-se
peneiras equivalentes a 590, 297, 210, 150 e 105um. O tempo estabelecido foi de 10 minutos a

uma intensidade de vibrag¢ao correspondente a posi¢ao n° 8 do reostato do aparelho.

2.4.2 Densidade aparente

Pesou-se 100g de amostra de cada produto (farinha desengordurada, concentrado e
isolado protéico) em proveta de 500mL e colocadas num vibrador marca Produtest durante 5
minutos, com uma intensidade de vibracao correspondente a posi¢cao n° 8 do reostato do aparelho.
ApOs esta operagdo o volume ocupado foi lido e a relagdo entre a massa por unidade de volume

foi considerada como densidade aparente (MEURSING, 1983).

2.5 Analise de cor da farinha, do concentrado e do isolado protéico de sementes de cupuacu

A coloracao foi determinada em espectrofotdémetro HUNTERLAB/COLORQUEST 1II. A
leitura foi realizada com o aparelho ajustado em reflectancia, com especular incluida, utilizando-
se o padrao de calibragdo branco (n° C6299 de 03/96) e cinza (n° C6299 de 03/96). A
configuracdo incluiu iluminante D65 e angulo 10°. As leituras foram realizadas em sistema
CIELAB (L*, a* e b*) a temperatura de 22°C, com uma area de visao de 1 polegada. Utilizou-se
cubeta de vidro opticamente limpo de 20mm de caminho 6ptico.

O parametro L* estd associado a luminosidade das amostras e pode variar de 0 a 100,
sendo que valores mais altos de L* caracterizam amostras mais claras e valores menores de L*
(menores que 50) caracterizam amostras mais escuras. A coordenada cromatica a* estd associada
a dimensdo verde-vermelho; valores positivos de a* indicam amostras mais avermelhadas e

valores negativos indicam amostras mais esverdeadas. A coordenada cromatica b* estd associada
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a dimensdo azul-amarelo; valores positivos de b* indicam amostras mais amareladas e valores

negativos indicam amostras mais azuladas.

2.6 Caracterizacio fisico-quimica da farinha desengordurada, do concentrado e do isolado

protéico de semente de cupuacu.

A determinagcdo do pH e dos teores de umidade, lipideos, cinzas, proteinas e acidez
titulavel total foram realizados de acordo com os métodos da AOAC (1997). O teor de fibras
foi determinado utilizando-se o método Acid Detergent Fibre (ADF), segundo Goering ¢ Van
Soest (1970).

2.7 Analise estatistica

Os resultados das varias caracteristicas avaliadas foram submetidos a andlise de variadncia
e as meédias, quando significativas, comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade, com auxilio do programa SAS 8.0 (Statistical Analysis System).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao fisica da farinha desengordurada, do concentrado e do isolado protéico

de sementes de cupuacu

A andlise estatistica detectou diferenca significativa entre a densidade aparente dos
trés materiais, a farinha desengordurada, o concentrado e o isolado protéico. Para a
farinha de cupuagu desengordurada crua, utilizada como matéria-prima na obtencdo do
concentrado e isolado protéico, observou-se uma densidade aparente de 0,29g/cm’. No
concentrado protéico, a densidade aparente encontrada foi de 0,21g/cm’ e para o isolado

este valor foi de 1,00g/cm’.
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A distribui¢do do tamanho de particulas, apresentada na Tabela 1, mostra que o isolado
protéico apresenta uma granulometria mais fina que os demais produtos, com 79,07% das
particulas com tamanhos inferiores a 297um, seguido pelo concentrado protéico com 56,38% e

por ultimo a farinha desengordurada, com 30,21%.

Tabela 1 Distribuicdo das particulas e densidade da farinha desengordurada, concentrado e

isolado protéico de cupuacu.

Amostra Tamanho de particulas (um) Densidade
>590 297-590 210-297 150-210 105-150 <105 (g/em’)

Farinha 0 69,57 21,30 8,09 0,41 0,41 0,29

desengordurada (%)

Concentrado 0 44,38 38,64 15,70 1,32 0,72 0,21

protéico (%)
Isolado protéico (%) 0 20,93 28,46 46,46 2,38 1,77 1,0

3.2 Analise de cor da farinha, do concentrado e do isolado protéico de sementes de cupuacgu

Observa-se que houve diferenca estatistica (p<0,05), entre a farinha desengordurada, o
concentrado e o isolado protéico de cupuagu, quanto ao parametro L* e as coordenadas
cromaticas a* e b* da andlise de cor (Tabela 2). Para a farinha desengordurada de cupuagu,
observou-se que esta apresentou o maior valor do parametro L*, menor valor para a* e valor
intermediario de b*, indicando que a farinha apresentava-se mais clara, com menor intensidade
de coloracdo avermelhada e com coloracdo amarelada intermediaria, quando comparada as
demais amostras. Observa-se também que, para o isolado protéico de cupuacu, foi encontrado o
menor valor de L*, maior valor para a coordenada a* e menor valor para a coordena b*,
indicando que esta foi a amostra mais escura, mais avermelhada e com menor intensidade de
coloragdo amarelada. Isso pode ser atribuido, provavelmente, ao seu processo de obtencdo, que
pode ter causado reagdo de Maillard e/ou oxidacao de compostos fendlicos, acarretando um

maior escurecimento no isolado protéico.
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Tabela 2 Valores obtidos do pardmetro L* e das coordenadas cromaticas a* e b*, da analise de

cor das amostras de farinha desengordurada, concentrado e isolado protéico de cupuagu.

Amostra L* a* b*
Farinha desengordurada 76,59 £ 0,24 a 4,64+0,02c 16,44 £ 0,06 b
Concentrado protéico 75,64 £0,24 b 5,49+0,02b 17,70 £ 0,08 a
Isolado protéico 51,57+ 0,12 ¢ 8,19+ 0,04 a 14,09 +£ 0,03 ¢

Médias com letras iguais, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.

3.3 Caracterizacio fisico-quimica da farinha desengordurada de cupuacu, do concentrado e

do isolado protéico

Através do monitoramento durante o procedimento de obtengdo do concentrado,
verificou-se que 13,91% das proteinas permaneceram soltveis, sendo perdidas no sobrenadante.
Foram recuperadas 86,09% das proteinas, obtendo-se um rendimento de 73,36%. Para o isolado,
observou-se perdas de 42,99% de proteinas na fase de solubilizagdo em pH 9,0 e de 19,14% na
fase de precipitagdo em pH 3,5. A recuperacdo protéica no isolado foi de 37,87%, com um
rendimento de 14,84%. J& Auler (2002), estudando concentrados protéicos produzidos a partir de
trés tipos diferentes de farinhas de amaranto, observou que o concentrado protéico obtido da
farinha desengordurada foi o que obteve maior rendimento (47,54%), seguido dos concentrados
originados da farinha-base (28,95%) e da farinha hidrolisada (20,48%), demonstrando assim que,
a remocao de gordura € capaz de provocar uma maior extratibilidade da proteina. A autora
observou também, que o concentrado protéico da farinha desengordurada apresentou as menores
perdas de proteina durante o processo de obtencdo do concentrado, seguido pelo concentrado
produzido a partir da farinha hidrolisada. As maiores perdas protéicas observadas para o
concentrado protéico da farinha-base, provavelmente ocorreram pela interagdo natural das fibras,

gordura, amido e proteina presentes nesta farinha.
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Os dados sobre a composicao fisico-quimica da farinha desengordurada, do concentrado e
do isolado protéico de sementes de cupuagu, estdo apresentados na Tabela 3. Pelos dados obtidos
verificou-se que o concentrado e o isolado protéico de cupuagu apresentaram teores protéicos de
31,18 e 64,33%, respectivamente. Estes valores foram menores que aqueles encontrados para
concentrado protéico de amaranto, 80,47% (AULER, 2002), para concentrado protéico de ervilha
48,5% (TOMOSKOZI et al., 2001) e para concentrado protéico de castanha-do-Para, 59,30%
(GLORIA, 1996). Para o isolado protéico de semente de cupuagu, os teores de proteina
encontraram-se abaixo do observado em isolado protéico de semente de tomate, 71,3%
(LIADAKIS et al., 1998), em isolado protéico de grio-de-bico, 78% (SANCHEZ-VIOQUE et
al., 1999) e em isolado protéico de ervilha, 89,6% (TOMOSKOZI et al., 2001). Em isolados
comerciais de soja, Henn e Netto (1998), encontraram valores de proteina na faixa de 87,9 a
94,1%.

Com relagdo ao teor de lipidios, o valor observado para o concentrado protéico de
semente de cupuacu, 3,83%, encontra-se superior ao observado em concentrado protéico de
ervilha, 0,9% (TOMOSKOZI et al., 2001) e em concentrado protéico de castanha-do-Para, 1,37%
(GLORIA, 1996). Para o isolado protéico de semente de cupuacu, o teor de 0,44%, encontra-se
inferior ao observado em isolado protéico de ervilha, 1,6% (TOMOSKOZI et al., 2001), porém
superior ao observado em isolado protéico de castanha-do-Paré, 0,16% (GLORIA, 1996). Henn e
Netto (1998), estudando diferentes isolados comerciais de soja, encontraram teores de lipidios
variando de 3,0 a 4,7%.

Observou-se uma reduc¢do nos teores de cinzas e fibras, para o isolado protéico de
semente de cupuacu, quando comparado aos resultados obtidos para a farinha desengordurada.
Este fato era esperado, uma vez que a solubiliza¢ao das proteinas em pH alcalino, seguida da
centrifugacdo, tem como objetivo a separacao dos solidos insoluveis (fibras e polissacarideos
insoluveis) dos soluveis (actcares, sais e proteinas). A precipitacdo das proteinas em ponto
isoelétrico, seguida de centrifugacdo, tem como fungdo separar as proteinas precipitadas dos
outros constituintes que continuaram soluveis no pl, como aclcares e sais minerais

principalmente.

Tabela 3 Caracterizagdo fisico-quimica da farinha desengordurada, do concentrado e do isolado

protéico de semente de cupuagu, em base seca.
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Determinacao Farinha Concentrado Protéico Isolado Protéico
pH 631 +0.01 a 3.14+001 ¢ 3.44+001b
Acidez titulavel total * 22,93 +£0,04 ¢ 66,70 + 0,66 b 91,52+ 0,67 a
Proteina (%) 27,65+ 0,13 ¢ 31,18+ 0,24 b 64,33 +0,35a
Lipidios (%) 3,25+0,01 b 3,83 40,01 a 0,44 £0,01 ¢
Cinzas (%) 7,88 +0,04 a 2,38+0,01 b 1,44+ 0,05 ¢
Fibra (%) 10,88 £0,19 b 17,33+ 0,11 a 7,11£0,27 ¢
Outros compostos™* 50,34 45,28 26,68

* meq de NaOH/100g de MS
** Calculado por diferenga, representa compostos como carboidratos, acidos, alcaldides, etc.

Médias com letras iguais, em uma mesma linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.

4. CONCLUSOES

¢ Utilizando-se as metodologias propostas neste trabalho, ¢ possivel a obtencdo de
concentrado e isolado protéico a partir de sementes de cupuagu, com 31,18 e 64,33% de proteina,
respectivamente.

* Pelo monitoramento realizado durante a obtencdo do concentrado, verificou-se que
13,91% das proteinas permaneceram soluveis, sendo perdidas no sobrenadante. Observou-se
também um rendimento de 73,36% durante a obtencdo do concentrado protéico de sementes de
cupuagu. Para o isolado, observou-se perdas de 42,99% de proteinas na fase de solubilizagdao em
pH 9,0 e de 19,14% na fase de precipitagdo em pH 3,5. A recuperacdo protéica no isolado foi de
37,87%, com um rendimento de 14,84%.

* Como no caso de outras fontes de proteina vegetal, as proteinas do cupuacu parecem
estar interagindo com outros componentes da semente que previnem a sua liberacao, impedindo a
obtenc¢do de concentrados e isolados com teores protéicos mais elevados.

* Através da caracterizacdo fisica da farinha desengordurada, do concentrado e do isolado
protéico de semente de cupuagu, observou-se que o isolado protéico apresentou a granulometria
mais fina e a maior densidade aparente quando comparado aos demais produtos.

* Observou-se, pela andlise de cor, diferenga entre os trés produtos estudados, com o

isolado protéico obtido de sementes de cupuacu apresentando a coloragdo mais escura, o que
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pode ser atribuido, provavelmente, a ocorréncia de reacdo de Maillard e/ou a oxidagdo de

compostos fendlicos, durante o processamento para sua obtencao.
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CAPITULO 5

OBTENCAO E ESTUDO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS TECNOLOGICAS DO
CONCENTRADO E ISOLADO PROTEICO DE SEMENTES DE CUPUACU (Theobroma

grandiflorum Schum).

Ana Vania Carvalho; Nelson Horacio Pezoa Garcia

Departamento de Tecnologia de Alimentos - UNICAMP - C.P. 6121 - CEP 13083-970 -
Campinas - SP - Brasil.

RESUMO

Foram obtidos farinha desengordurada, concentrado e isolado protéico a partir de
sementes de cupuacu. Esses trés produtos foram caracterizados quanto as suas propriedades de
solubilidade, capacidade de retencdo de agua e oOleo, formacdo e estabilidade de espuma,
capacidade de geleificagdo, capacidade emulsificante e estabilidade de emulsdo. A farinha
desengordurada de semente de cupuacgu apresentou um teor de proteina de 27,65%. Para o
concentrado e o isolado protéico, foram observados teores de 31,18 e 64,29% de proteina,
respectivamente. De maneira geral, o isolado protéico de cupuagu apresentou maior solubilidade
em comparagdo com o concentrado protéico, atingindo solubilidades superiores a 90% em pH
8,0. Tanto a farinha como o concentrado protéico de cupuacu apresentaram muito boa capacidade
de retencdo de 4dgua e de dleo. Observou-se também, boa capacidade emulsificante em pH 7,0,
para a farinha, o concentrado e o isolado protéico, 987,50, 977,50 e 1380,00mL o6leo/g produto,
respectivamente. Nenhum dos trés produtos apresentou capacidade de formar géis. Tanto a
farinha como o concentrado e o isolado protéico apresentam potencial de utilizagdo, ndo somente
para enriquecer outros alimentos, mas também para melhorar certas propriedades funcionais de
diversos alimentos.

Palavras-chave: semente de cupuacgu, concentrado protéico, isolado protéico, propriedades

funcionais.
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SUMMARY

Defatted flour, protein concentrate and protein isolate were obtained from cupuacu seeds.
These products were characterized in terms of their solubility properties, water and oil retention
capacity, foam formation and stability, gelling properties, emulsifying ability and emulsion
stability. The protein contents of the cupuacu defatted flour, the protein concentrate and the
isolate were, respectively: 27.65%, 31.18 and 64.29%. In overall terms, the protein isolate
presented higher solubility when compared to the protein concentrate, achieving more than 90%
solubility at pH 8.0. The flour and the protein concentrate exhibited excellent water and oil
retention capacities. Good emulsifying ability at pH 7.0 was also observed for all three products:
987.50 mL oil/g for the flour, 977.50 mL oil/g for the protein concentrate and 1380.00 mL oil/g
for the protein isolate. Gelling properties were not exhibited by any of the products, but all of
them presented good utilization potential, not only to enrich other foods, but also to enhance
some functional properties.

Key-words: cupuacu seeds, protein concentrate, protein isolate, functional properties.

1. INTRODUCAO

Durante as ultimas trés décadas, a industria de alimentos tem dado especial atencdo para a
producao de alimentos usando concentrados e isolados de proteinas obtidos de vegetais. Eles
podem ser adicionados a proteinas de origem animal, na preparagdo de produtos carneos,
produtos de panificagdo, sopas, etc. Tal uso industrial requer grandes quantidades de
concentrados e isolados protéicos que devem ser obtidos mediante métodos simples e rapidos e
devem apresentar propriedades funcionais que tornem seu uso tecnologicamente apropriado
(OTEGUI et al., 1997). Assim, tais produtos podem ser usados ndo s6 como um suplemento
nutricional, pelo acréscimo de aminoacidos essenciais, mas também como ingrediente com
propriedades funcionais tecnoldgicas desejaveis, como capacidade de emulsificacdo, capacidade
de formag¢do de espuma, solubilidade, etc., das quais depende o sucesso de sua incorporagdo em
alimentos na suplementagdo ou substituicdo de proteinas tradicionais (CHAU, CHEUNG e
WONG, 1997; KHALIL, 2001).

O cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum) ¢ uma fruta tipica da regido Norte do

Brasil, com grande potencial econdomico. Atualmente ¢ a polpa que sustenta a producdo,
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industrializacdo e comercializagdo desta fruta. A semente, um subproduto da industrializacdo da
polpa, comeca a despertar interesse como um produto de alto valor nutricional e com grande
potencial de mercado para produtos industrializados.

O objetivo do presente estudo foi a obtencao de concentrado e isolado protéico a partir de

sementes de cupuacu bem como a caracterizagdo de suas propriedades funcionais tecnologicas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Foram utilizadas sementes de cupuagu in natura devidamente secas, provenientes
da Cooperativa Mista de Tomé-Acu (CAMTA), no Estado do Para. As sementes foram
quebradas em moinho de cilindros, segundo metodologia proposta por Vilalba (2003),
laminadas em um rolo laminador e em seguida submetidas a extragao parcial da gordura
em prensa hidraulica de discos, utilizando-se pressao gradual até atingir 50 toneladas, em
um periodo de tempo de extracdo de 50 minutos. Seguidamente foi complementada a
extracdo de gordura utilizando-se o método proposto por Boatright e Hettiarachchy
(1995), com algumas modificagdes. Uma parte do material semi-desengordurado foi
misturado com cinco partes de hexano, agitado manualmente por 10 minutos e
centrifugado a 1000xg por 10 minutos a 20°C. Apos a centrifugacao, o hexano contendo a
gordura foi separado do precipitado e posteriormente recuperado para ser utilizado em
novas extragdes. A operacao de extracao da gordura foi repetida por mais 5 vezes. A
seguir, o material desengordurado permaneceu em capela, por 6 horas, e posteriormente,
em estufa com circulacao de ar a 30°C, durante 16 horas, para evaporagao do hexano. O
material desengordurado foi moido até aproximadamente 297um, obtendo-se a farinha de

sementes de cupuacgu, a qual foi utilizada no preparo do concentrado e isolado protéico.
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2.2 Obtencao do concentrado e isolado protéico

O concentrado e o isolado protéico de semente de cupuagu foram obtidos conforme

descrito no Capitulo 4.

2.3 Teor de proteina

Utilizou-se, na quantificacao do teor protéico da farinha desengordurada, do concentrado
e do isolado, o método semi micro Kjeldahl, baseado na hidrdlise e posterior destilacdo da

amostra, de acordo com o método 31.1.08 da AOAC (1997).

2.4 Propriedades funcionais

2.4.1 Solubilidade

A solubilidade das proteinas do concentrado e do isolado protéico foram determinadas de
acordo com o método de Morr et al. (1985), com algumas modificacdes. Amostras (1g) foram
solubilizadas em agua destilada (50mL) e o pH da solugdo foi ajustado com 4cido cloridrico
(0,IN), ou hidréxido de sodio (0,1N) na faixa que variou de 2,0 a 10,0, e em seguida submetidas
a agitagao por 40 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a 3000xg durante 15 minutos.
Aliquotas do sobrenadante foram tomadas e a solubilidade das proteinas determinada através do
método semi micro Kjeldahl. Para calcular a porcentagem de solubilidade protéica de cada

amostra em cada pH, foi utilizada a equacgao a seguir:

concentragio de proteina no sobrenadante (mg/mL) x 50
contetido de proteina amostra (%)

100

% solubilidade = x 100

peso amostra (mg) x
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2.4.2 Capacidade de reten¢io de agua

Amostras de 0,5g de farinha desengordurada, concentrado e isolado protéico de sementes
de cupuagu foram solubilizadas em 10mL de adgua destilada e o pH da solucao foi ajustado para
3,5 e 7,0, utilizando-se NaOH 0,IN ou HCI 0,IN. As amostras foram homogeneizadas por 1
minuto, ap6s o qual foram deixadas em repouso durante 30 minutos a temperatura ambiente
(28°C), sendo em seguida submetidas a centrifugacao por 30 minutos a 1300xg. A 4gua retida
apés a centrifugagdo foi considerada como agua absorvida (SOSULSKI et al., 1976). O
sedimento no tubo da centrifuga, apds separacao do sobrenadante foi pesado e a capacidade de

retengdo de agua (CRA) calculada pela expressao:

Peso do sedimento (g)

%CRA = x100

Peso da amostra seca (g)

2.4.3 Capacidade de retencio de oleo

Amostras de 0,5g de farinha desengordurada, concentrado e isolado protéico de sementes
de cupuagu foram homogeneizadas com 3g de 6leo de milho refinado marca Liza, por 1 minuto e
deixadas em repouso durante 30 minutos a temperatura ambiente (28°C) e, em seguida,
centrifugadas durante 30 minutos a 1300xg (LIN, HUMBERT e SOSULSKI, 1974). A
capacidade de retencdo de 6leo foi avaliada no pH préprio de cada produto, ou seja, nao foi
realizado o ajuste de pH das amostras. O sedimento no tubo da centrifuga, apds separagdo do

sobrenadante foi pesado e a capacidade de reten¢do de dleo calculada pela expressao:

Peso do sedimento (g)

%CRO = x100

Peso da amostra seca (g)
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2.4.4 Formacao e estabilidade de espumas

A capacidade de formagdao de espuma (evidenciada pela expansdo de volume) foi
determinada do método de Paredes-Lopez, Ordorica-Falomir e Olivares-Vazquez (1991).
Suspensdes de 150mL de produto a 3% (farinha desengordurada, concentrado ou isolado protéico
de sementes de cupuagu) foram submetidas ao ajuste de pH (3,5 e 7,0) e a seguir agitadas em
homogeneizador Ika Labortechnik, modelo T25 basic, a 11500rpm por 1 minuto e apods isso
transferidas para provetas de 250mL, para avaliagao da estabilidade. A expansdo de volume foi

calculada pela equacao:

Expansio de volume (%) = B ;A) x100

A =volume antes da agitagdo (mL)

B = volume ap6s agitacdo (mL)

Para a estabilidade de espuma, avaliou-se a redug¢ao do seu volume em relagdo ao volume
inicial, nos tempos 5, 10, 30 e 60 minutos. O percentual de estabilidade do volume de espuma (%

EE) foi calculado pela formula a seguir:

volume residual de espuma apds tempo (mL)

%EE = x 100

volume inicial de espuma incluindo volume do liquido (mL)

2.4.5 Capacidade de geleificacao

Para a determinagdo da capacidade de geleificagdo foi empregado o método descrito por
Voutsinas et al. (1983), com modificagdes. Para se determinar a concentragdo minima de produto
onde ocorre geleificagdo, dispersdes de farinha desengordurada, concentrado e isolado protéico a
10 e 15% (m/m) foram preparadas a pH 3.5 e 7,0 em 4gua destilada, sendo os pHs ajustados com
NaOH 0,1N ou HC1 0,1N.

Para o isolado protéico testou-se também concentracdes de 20 e 30% de produto; para a
farinha desengordurada e o concentrado protéico de semente de cupuagu nao foram testadas estas
concentracdes, pois ndo foi possivel a formacao de dispersdes, mas sim de uma massa nessas

concentracdes. Transferiu-se 10 mL das dispersdes para tubos vazados de 2,0 cm de diametro
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interno, 2,6cm de didmetro externo e 6¢cm de altura que foram aquecidos em banho-maria a
temperatura de 80 e 90°C por 30 minutos, e a seguir resfriados em banho de gelo por 10 minutos
e mantidos em geladeira (9°C) até o dia seguinte, quando verificou-se a capacidade de
geleificacdo das amostras. A minima concentracdo de proteina para a formagdao de gel ¢
determinada quando os tubos sdo invertidos e as amostras ndo caem ou deslizam pelas paredes do

tubo.

2.4.6 Capacidade de emulsificacio e estabilidade de emulsao

A capacidade de emulsificagdo foi determinada pelo método de De Kanterewicz et al.
(1987), com algumas modificagcdes. Foram preparadas dispersdoes de farinha desengordurada e
concentrado protéico na concentragdo de 2% de produto. Para o isolado protéico de sementes de
cupuagu a concentracdo foi de 1% de produto. Tomou-se aliquotas de 10mL das dispersdes e
iniciou-se a adi¢cdo de 6leo de milho refinado, marca Liza, com bureta, enquanto as dispersdes
eram misturadas a velocidade de 3500rpm. Interompeu-se a incorporacao de dleo quando se
observou a quebra da emulsdo, pela mudanga das fases. O resultado foi expresso em mL de o6leo

adicionados até o ponto de inversdo, por g de produto.
2.5 Analise estatistica
Os resultados das varias caracteristicas avaliadas foram submetidos a analise de variancia

e as médias, quando significativas, comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade, com auxilio do programa SAS 8.0 (Statistical Analysis System).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencao do concentrado e isolado protéico

Verificou-se que o concentrado e o isolado protéico de cupuacgu apresentaram teores
protéicos de 31,18 e 64,33%, respectivamente. Estes valores do concentrado foram menores que
aqueles encontrados para amaranto, 80,47% (AULER, 2002), para ervilha, 48,5% (TOMOSKOZI
et al., 2001) e para o concentrado de castanha-do-Pard, 59,30% (Gloria, 1996). Para o isolado
protéico de cupuacu, os teores de proteina encontram-se abaixo do observado em isolado da
semente de tomate, 71,3% (LIADAKIS et al., 1998), em grao-de-bico, 78% (SANCHEZ-
VIOQUE et al., 1999) e em isolado de ervilha, 89,6% (TOMOSKOZI et al., 2001). Em isolados
comerciais de soja, Henn e Netto (1998), encontraram valores de proteina na faixa de 87,9 a

94,1%.
3.2 Propriedades funcionais
3.2.1 Solubilidade
Os perfis de solubilidade do concentrado e do isolado protéico de cupuagu sdo similares
aos de outras proteinas vegetais (TOMOSKOZI et al., 2001) e sio caracterizados por uma alta

solubilidade em pH alcalino, minima solubilidade no ponto isoelétrico e moderada solubilidade

em meio acido.

110



—e— concentrado protéico de cupuagu
—=— jsolado protéico de cupuagu

o 100 ~

S

ES 80 -

'§§ 60 -

©° 9 40

»w o

3 20 -

°\° 07 T T T 1

0 2 4 6 8 10 12

pH de extragao

Figura 2 Solubilidade protéica do concentrado e do isolado protéico de cupuagu em fungao do

pH de extragao.

Tanto para o concentrado como para o isolado protéico de cupuagu, observa-se o aumento
na solubilidade das proteinas a partir do pH 7 (Figura 2), com o maximo de solubilidade em pH
10 (méximo pH estudado). Isto pode ser explicado pelo predominio de cargas negativas que
ocorrem em pHs alcalinos, provocando maior intera¢do entre as moléculas de proteina e agua e a
maior repulsdo entre as moléculas de proteina, aumentando a solubilidade no referido pH
(SGARBIERI, 1996).

Dentre todos os pHs estudados, a minima solubilidade foi observada na faixa de pH 3 a 5.
Esta faixa engloba o ponto isoelétrico das proteinas do cupuagu (3,5), onde as quantidades de
cargas positivas e negativas expressas das proteinas sao iguais, ocorrendo a neutralizagdo
intramolecular com menor afinidade entre as moléculas de proteina e o solvente, auséncia de
repulsdo eletrostatica e, portanto, promovendo a agregacdo e precipitacdo de uma massa
insoluvel, via intera¢des hidrofobicas (DAMODARAN, 1996; SGARBIERI, 1996).

Pode-se observar que, de maneira geral, o isolado protéico de cupuacu apresenta maior
solubilidade em comparagao com o concentrado protéico. Estes resultados estdo de acordo com
Gloria (1996), que também observou uma maior solubilidade das proteinas no isolado de
castanha-do-Pard que no concentrado. Esta diferenga pode ser explicada, em parte, pela maior
presenca de polissacarideos no concentrado, que podem competir com as proteinas pela adgua

disponivel.
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Segundo Damodaran (1996), proteinas soliveis no pl (ponto isoelétrico) apresentam alta
relacdo entre os residuos hidrofilicos e os ndo polares presentes na superficie. Se as forcas de
repulsdo, devidas aos grupos carregados das cadeias laterais dos residuos forem maiores que as
interacdes hidrofobicas proteina-proteina, a proteina permanecera solavel no pl.

Takeiti (2002), estudando isolados protéicos de soja, observou que o perfil de
solubilidade, em NaCl 0,1M, do isolado de soja com teor protéico de 97%, nos pHs 3, 5 e 7, foi
de 14, 1 e 12% de solubilidade da proteina, respectivamente. Observa-se que os valores
encontrados por esse autor sao bem diferentes aos obtidos no presente estudo, onde, para o
isolado de cupuacu em pH 7, observa-se uma solubilidade de 61,61%.

Em trabalho realizado com concentrados protéicos de amaranto, Auler (2002) relata
solubilidades protéicas em pHs 3 e 7, maiores que 50% e em pH 9, a solubilidade foi maior que
90%. Dentre os pHs estudados, o autor relata que o pH 5 foi o que apresentou a menor
solubilidade das proteinas, pouco maior que 20%, e explica que este pH estd proximo ao ponto
isoelétrico das proteinas do amaranto (4,6), ocorrendo, portanto, agregacdo e precipitacdo de
grande parte das proteinas.

Boatright e Hettiarachchy (1995), relatam, para isolados comerciais de soja, uma
solubilidade variando de 11 a 14%, em pH 6,8. Porém, para isolados de soja preparados em
laboratorio, a solubilidade subiu para 34%. Quando o isolado foi preparado a partir de farinha
com 0% de lipidio, a solubilidade protéica subiu para 84%, em pH 6,8. Os autores sugerem que
alguma forma de degradacao de lipidios ocorreu durante o processamento do isolado protéico,
contribuindo para a reducdo da solubilidade das proteinas.

Para o isolado protéico de sementes de tomate, Liadakis et al. (1998), encontrou uma
solubilidade protéica de 67,8%, em pH 7. Este valor esta proximo ao observado para o isolado
protéico de cupuacu, no presente trabalho.

Sanchez-Vioque et al. (1999), estudando isolados protéicos de grao-de-bico, encontrou
uma solubilidade de 46,3% para o isolado B e de 26,6% para o isolado A. Os autores explicam
que este fato deve ter ocorrido devido, provavelmente, as diferentes condi¢gdes usadas para a
extracdo das proteinas, que no caso do isolado A foram mais drasticas, acarretando maior

desnaturagdo de proteinas e refletindo em uma pobre solubilidade.
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3.2.2 Capacidade de retencio de agua e oleo

Os resultados de capacidade de retengdo de dgua para a farinha desengordurada, o
concentrado e o isolado protéico de semente de cupuacu, estdo apresentados na Tabela 1.
Observou-se que o concentrado protéico de cupuagu apresentou a maior capacidade de retencao
de dgua e o isolado a menor capacidade, em ambos os pHs estudados. Estas diferencas na
capacidade de retencdo de agua entre a farinha desengordurada, o concentrado e o isolado
protéico de cupuacu, podem ser atribuidas a mudangas na conformagdo das moléculas de
proteina, variagdes no numero e natureza dos locais de ligacdo da dgua nas moléculas de proteina
e também a diferencas no teor de carboidratos contidos nos diferentes produtos (CHAU, CHENG
E WONG, 1997; PAREDES-LOPEZ, ORDORICA-FALOMIR e OLIVARES-VAZQUEZ,
1991). Segundo Kinsella et al. (1985), componentes nao protéicos podem afetar muito a absor¢ao
de 4dgua de um produto protéico. A capacidade de absor¢do de 4gua varia com a fonte protéica,
composicdo e presenga de carboidratos, lipidios, sais, pH e pode ser influenciada por
processamentos sofridos pela proteina, como aquecimento, alcalinizagao, etc..

Quando a farinha desengordurada de cupuagu entra em contato com a agua, ocorre a
solubilizagdo de algumas moléculas, principalmente sais minerais e agucares, ficando espacos
livres os quais poderdo ser preenchidos pelas moléculas de 4dgua. Isso provavelmente explica a
alta capacidade de reten¢ao de agua observada para a farinha desengordurada de cupuacu. De
acordo a Tabela 1, o concentrado protéico apresentou maior retengdo de adgua em relacdo a
farinha desengordurada e isolado protéico. Isso possivelmente seja devido as sucessivas lavagens
as quais o concentrado foi submetido durante o processamento de obtencdo, resultando com isso
espacos intersticiais que poderao ser preenchidos por moléculas de agua. Além disso, observou-
se elevado teor de fibra no concentrado protéico de semente de cupuagu, os quais também podem
contribuir para o aumento na capacidade de reter agua. Para o isolado foi observado o menor
valor de capacidade de retencdo de agua. Isso provavelmente seja devido a menor concentragdo
de outros componentes soliveis ndo protéicos, os quais, como ja dito, podem contribuir para uma

maior capacidade de reter agua.
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Tabela 1 Capacidade de retencdo de agua da farinha desengordurada, do concentrado e do

isolado protéico de cupuacu, em pH 3,5 e 7,0.

Amostra Capacidade de reten¢ao de agua (%)

pH 3,5 pH 7,0
Farinha desengordurada 4828 +£4,2Db 505,2+1,5b
Concentrado protéico 6323+19a 6558+ 1,5a
Isolado protéico 202,3+0,1 ¢ 222,0+3,8¢c

Médias com letras iguais, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.

As variagdes de pH modificam a ionizacdo e a carga liquida da molécula protéica,
alterando as forcas atrativas e repulsivas entre as proteinas e a sua capacidade de interagir com a
agua. O pH da solucdo de proteina tem influéncia sobre a solubilidade e a capacidade de retencdo
de agua. Estas propriedades sdo, em grande parte, dependentes da presenca de grupos hidrofilicos
na molécula de proteina (CANDIDO, 1998). Isto explica as diferengas encontradas nos resultados
da capacidade de reten¢do de agua, nos dois pHs estudados (3,5 e 7,0).

Sanchez-Vioque et al. (1999), estudando isolados protéicos de grao-de-bico, encontraram
valores para a capacidade de retencdo de agua, de 343,7 e 199,8%, para o isolado A e B,
respectivamente. Segundo os autores, o isolado A foi preparado em condigdes de processamento
mais drasticas o que ocasionou maior desnaturacdo de suas proteinas. Ja em estudo realizado por
Paredes-Lopez, Ordorica-Falomir e Olivares-Vazquez (1991), com a mesma espécie, foram
encontrados valores de 240% para a capacidade de retencdo de agua.

Segundo Liadakis et al. (1998), para isolado protéico de semente de tomate, a capacidade
de retencdo de agua foi de 276,3%. Os mesmos autores analisaram também, isolados protéicos de
soja comerciais e encontraram valores variando de 241,2 a 855,5% para capacidade de retengdo
de agua.

Para a capacidade de retengdo de Oleo (Tabela 2), observou-se a mesma tendéncia
percebida nos resultados para a capacidade de retengdo de dgua, com o concentrado apresentando

os maiores valores e o isolado protéico de cupuacu apresentando os menores valores.
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Tabela 2 Capacidade de reten¢do de 6leo da farinha desengordurada, do concentrado e do isolado

protéico de cupuacu.

Amostra Capacidade de retencao de dleo (%)
Farinha desengordurada de cupuacgu 346,5+2,0b
Concentrado protéico de cupuagu 577,1+£23a
Isolado protéico de cupuacgu 172,7+ 1,7 ¢

Médias com letras iguais, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.

Estas diferencas encontradas podem ser explicadas, provavelmente, de acordo com as
mesmas consideracdes feitas para a retengao de agua.

Para a capacidade de retengdo de 6leo, Sanchez-Vioque et al. (1999) encontraram valores
de 409,4% para o isolado A e de 125,7% para o isolado B. Ja Paredes-Lopez, Ordorica-Falomir e
Olivares-Véazquez (1991), observaram teores de 170% de retengdo de Oleo, para o isolado
protéico no ponto isoelétrico.

Para isolado protéico de semente de tomate, a capacidade de reten¢do de oleo verificada
em trabalho realizado por Liadakis et al.(1998) foi de 317,5%. Ja em isolados protéicos de soja
comerciais, 0s mesmos autores encontraram teores variando de 228,8 a 250,8%.

A capacidade de absor¢ao de 6leo ¢ uma importante propriedade funcional, uma vez que
melhora a textura e reten¢do de sabor dos produtos (KINSELLA, 1976; KHALIL, 2001).

De maneira geral, observou-se que os trés produtos estudados apresentaram alta
capacidade de retencdo de agua e Oleo. Como estas propriedades estdo relacionadas as
caracteristicas de textura, tais como consisténcia, espessamento, viscosidade e aderéncia, além de
contribuir para a retengdo de sabor nos alimentos, produtos que venham a utilizar tanto o
concentrado como a farinha desengordurada e o isolado protéico de semente de cupuagu como
ingredientes em sua formulagdo, provavelmente terdo estas caracteristicas de textura e retencao

de sabor incrementadas.
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3.2.3 Formacio e estabilidade de espumas

As propriedades espumantes das proteinas incluem: capacidade de formagdo de espuma,
que mede a quantidade de espuma formada num tempo determinado, e¢ a estabilidade que pode
ser analisada sob dois aspectos, isto €, a drenagem de liquido da espuma devido a gravidade e
baixa tensdo superficial, e o colapso da espuma, que depende da resisténcia do filme e do
tamanho da bolha. Uma série de eventos determinam o colapso da espuma: ruptura do filme de
proteina adsorvido na interface ar/espuma; ruptura da lamina aquosa que separa as bolhas, o
aumento do tamanho da bolha por coalescéncia e a velocidade de transporte de bolhas maiores
através da espuma até a interface com o ar (KINSELLA, 1976; BORDERIAS e MONTEIRO,
1988; CHEFTEL, CUQ e LORIENT, 1989). E uma propriedade funcional de interface que
depende da natureza da proteina, da solubilidade e do estado de desnaturagdo da proteina, da
presenga de sais e de outros aditivos utilizados no processamento dos alimentos (SGARBIERI,
1996).

Os dados da capacidade espumante para a farinha desengordurada, o concentrado e o
isolado protéico de cupuagu, estdo apresentados na Tabela 3. Observou-se uma capacidade
reduzida de formar espuma para os trés produtos, tanto no pH 3,5 como no pH 7,0, porém com
uma alta estabilidade de espuma ao longo do tempo (Figuras 3, 4 ¢ 5).

Em pH 3,5, ponto isoelétrico das proteinas do cupuagu, observou-se a menor formagao de
espuma tanto para o concentrado como para o isolado protéico de semente de cupuacu, 1,32 e
6,67%, respectivamente. Esta constatacdo era esperada, uma vez que neste pH as proteinas estao
precipitadas e, portanto impossibilitadas para formar espuma. Ja para a farinha desengordurada
verificou-se maior formacao de espuma em pH 3,5. Isso provavelmente seja devido ao fato de
alguns hidrocoloides ou outros compostos presentes, que também possam contribuir para a
formacdo de espuma, apresentarem-se insoluveis em pH 7, prejudicando assim a formacao de
espuma nestas condigdes.

O concentrado protéico de semente de cupuagu apresentou a menor capacidade de
formagao de espuma nos dois pHs estudados. Esta observacao estd de acordo com Gloria (1996),
que estudando produtos protéicos de castanha-do-Pard, encontrou menor formacao de espuma no
concentrado protéico, em ponto isoelétrico. O valor de formagdo de espuma encontrado no
presente trabalho para o concentrado protéico de cupuagu, de 1,32 e 2,64%, em pH 3,5 ¢ 7,

respectivamente, encontra-se abaixo do observado para castanha do Para, de 9,90% (GLORIA,
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1996) e para concentrado protéico obtido de fava, que apresentou formagao de espuma de 15% e
estabilidade de 77% (OTEGUI et al., 1997).

Para o isolado protéico de semente de cupuagu, observou-se a maior capacidade de
formagdo de espuma em pH 7, 16,62%, embora ainda reduzida quando comparada a capacidade
espumante de alguns isolados protéicos como o de grao-de-bico, que apresentou formagdo de
espuma de 47,5% e estabilidade de 66,6% (PAREDES-LOPEZ, ORDORICA-FALOMIR e
OLIVARES-VAZQUEZ, 1991) e isolado protéico de castanha do Para, com 170% de formagio
de espuma (GLORIA, 1996). Ja Liadakis et al. (1998), estudando trés diferentes isolados
protéicos de soja comerciais, encontrou, para capacidade espumante, valores variando de 18 a
66,8%.

Sgarbieri (1996), estudando farinha desengordurada, concentrado e isolado protéico de
feijdo, conseguiu um aumento de volume de 32,2, 64,3 e 7,7%, respectivamente. O autor também

ressalta a baixa capacidade espumante do isolado de feijao.

Tabela 3 Capacidade de formagdo de espuma da farinha desengordurada, do concentrado e do

isolado protéico de cupuacu, em pH 3,5 ¢ 7,0.

Amostra Aumento de volume (%)
pH 3,5 pH 7,0
Farinha desengordurada 14,67+ 1,89 a 558+1,42Db
Concentrado protéico 1,32+0,01b 2,64+0,02b
Isolado protéico 6,67+0,01b 16,62+ 1,46 a

Médias com letras iguais, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.
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Figura 3 Estabilidade da espuma da farinha desengordurada de cupuagu, em pH 3,5 ¢ 7,0, ao

longo do tempo.

Figura 4 Estabilidade da espuma do concentrado protéico de cupuacu, em pH 3,5 ¢ 7,0, ao longo

do tempo.

Figura 5 Estabilidade da espuma do isolado protéico de cupuagu, em pH 3,5 e 7,0, ao longo do

tempo.
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Kinsella (1981) relatou que algumas propriedades que facilitam a formagdo de espuma
pelas proteinas, como a flexibilidade da molécula, ndo asseguram a sua estabilidade. Em
contrapartida, outras caracteristicas moleculares que favorecem sua estabilidade, como interacdes
intermoleculares e coesividade, ndo sdo compativeis com a facilidade de formacao de espuma.
Por outro lado, uma direta relacdo entre capacidade de formacdo de espuma e solubilidade da
proteina, para proteinas de origem vegetal, tem sido sugerida. Em pHs acidos ou basicos (longe
do pl das proteinas), ocorre um aumento de cargas na molécula de proteina, as quais enfraquecem
as interagdes hidrofobicas, aumentando a flexibilidade da proteina. Isto permite a proteina
difundir mais rapidamente para a interface ar-dgua e encapsular particulas de ar e assim,
aumentar a formagao de espuma (CHAU, CHENG e WONG, 1997). Este comportamento pode
ser percebido no presente trabalho, onde o concentrado e o isolado protéico de semente de
cupuagu apresentaram um aumento na forma¢dao de espuma, ainda que pequeno, quando
comparados os resultados obtidos nos dois pHs estudados. Exce¢do nota-se para a farinha
desengordurada de semente de cupuacu, que apresentou uma queda na formagdo de espuma em
pH 7,0.

De acordo com Lin, Humbert e Sosulski (1974), a exposi¢ao da proteina a condigdes
extremas de alcalinidade (pH 11 a 12) durante o processo de producao do isolado protéico, pode
melhorar a capacidade de formacao e estabilidade da espuma.

Em isolados protéicos de soja, observa-se, para formagao de espuma, valores variando de
18,0 a 395,0% (BEROT, DESHAYES e GUEGUEN, 1995; LIADAKIS et al., 1998; PEZOA-
GARCIA, 1985; CHAU, CHENG ¢ WONG, 1997). Segundo Kinsella (1984), o volume de
expansdo e as propriedades da espuma, variam com os equipamentos ¢ métodos usados em sua
preparagdo. Devido a esta extensa possibilidade de variabilidade, a comparagdo e interpretagao
dos resultados da propriedade espumante, obtidos em diferentes tipos de proteinas, condicoes,
métodos e laboratérios, € freqlientemente dificultada ou impossibilitada.

Como j4 dito anteriormente, verificou-se baixa capacidade de formagao de espuma para os
trés produtos estudados, farinha desengordurada, concentrado e isolado protéico de semente de
cupuacu, quando comparado a produtos similares obtidos de outras sementes. Isto sugere a
possibilidade de utilizagao desses produtos como ingredientes, principalmente em alimentos onde
a formacdo de espuma e incorporagdo de ar forem prejudiciais devido a possibilidade de

ocorréncia de vérios tipos de oxidagdes ou alteracdes indesejaveis.
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3.2.4 Capacidade de geleificacio

A etapa inicial no processo de geleificagdo das proteinas globulares, consiste no
aquecimento da solugdo protéica acima de sua temperatura de desnaturagdo. Apos o resfriamento,
os grupamentos expostos do polipeptidio desnaturado integram-se, conduzindo a formagdo de
uma complexa rede que atua como uma matriz capaz de reter agua e outros componentes
(DAMODARAM, 1988).

Para a farinha desengordurada e o concentrado protéico de cupuagu, ndo foi observada
formagdo de gel nas concentragdes testadas (solugdes de 10 e 15% do respectivo produto), nos
pHs estudados (3,5 e 7,0). Concentracdes mais elevadas ndo chegaram a produzir uma solucao
adequada para posterior formacao de gel, formando-se simplesmente uma pasta semi-solida. Para
o isolado, testou-se também concentragdes de 20 e 30% de produto, nos pHs 3,5 ¢ 7,0. Em pH 7,0
e temperatura de aquecimento de 90°C, houve uma formag¢do muito incipiente de gel, apenas no
fundo e nas laterais do tubo. Nas demais condi¢des testadas para o isolado, ndo ocorreu nenhuma
formacao de gel.

Ao contrario do que foi encontrado neste trabalho para produtos protéicos de semente de
cupuagu, Takeiti (2002), estudando isolados protéicos de soja, observou a formagdo de géis
nestes produtos, partindo de uma dispersao protéica com 14% de proteina.

Otegui (1997) relata que a capacidade de geleificagdo depende nao somente da

concentracao de proteina, mas, também, do tipo de proteina e dos componentes nao protéicos.

3.2.5 Capacidade de emulsificacido e estabilidade de emulsiao

As proteinas sdo consideradas bons agentes emulsificantes devido a sua capacidade
de adsorcao na interface, o que proporciona estabilidade contra a separacao de fases de
varios sistemas alimenticios, como produtos lacteos, de panificacdo, sorvetes, maioneses €

embutidos de carnes (KESTER e RICHARDSON, 1984).
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As caracteristicas de uma emulsdo sdo afetadas por uma série de fatores: tipo e geometria
do equipamento utilizado, velocidade de adicdo do dleo, volume da fase oleosa, temperatura, pH,
for¢a i0nica, solubilidade e hidrofobicidade da proteina, presenca de agucares e agentes de
superficie de baixo peso molecular, exposi¢ao ao oxigénio, concentracao de proteinas soluveis e
da capacidade emulsificante da proteina. O processo de emulsificagdo demanda muita energia e ¢
um processo dindmico que envolve a criagdo de interfaces 6leo/agua, a adsorcao de
surfactantes para estabilizar a interface e a coalescéncia das goticulas ndo estabilizadas.
Uma vez formada, a emulsio ¢ termodinamicamente instavel (KINSELLA, 1981;
BORDERIAS ¢ MONTERO, 1988).

Enquanto a formagao da emulsdao depende de uma rapida adsorcao, desdobramento
na interface e reorientacdo, a estabilidade ¢ determinada pelo decréscimo da energia livre
interfacial e também pelas propriedades reoldgicas do filme protéico formado
(DAMODARAN, 1996).

Os resultados obtidos para capacidade emulsificante e estabilidade de emulsao, da
farinha desengordurada, do concentrado e do isolado protéico de cupuacu, estdo
apresentado na Tabela 4. Observa-se que somente a farinha desengordurada de cupuacu,
apresentou capacidade de formar emulsdo em pH 3,5. J& em pH 7,0, os trés produtos
estudados apresentaram alta capacidade emulsificante e alta estabilidade de emulsao. Isto
pode ser explicado pelo fato de que ha um aumento na propriedade emulsificante com o
aumento da solubilidade protéica (PAREDES-LOPEZ, ORDORICA-FALOMIR e
OLIVARES-VAZQUEZ, 1991; CHAU, CHEUNG e WONG, 1997).

Em trabalho realizado por Swamylingappa e Srinivas (1994), o isolado protéico de
soja apresentou uma capacidade emulsificante de 98mL de 6leo/ g de proteina e uma
estabilidade de emulsdo de 55%. Ja para isolado protéico de grao-de-bico, Paredes-Lopez,
Ordorica-Falomir e Olivares-Vazquez (1991), encontraram valores de 72,9% para
atividade emulsificante e de 85% para estabilidade de emulsao.

Liadakis ef al. (1998), observaram valores de capacidade emulsificante de 431,3 e
386,7mL de oleo/ g de proteina, para o isolado protéico de semente de tomate e um

isolado protéico comercial de soja, respectivamente.
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Tabela 4 Capacidade emulsificante e estabilidade de emulsdo da farinha desengordurada, do

concentrado e do isolado protéico de cupuagu, em pH 3,5 ¢ 7,0.

Amostra Capacidade Emulsificante Estabilidade de Emulsao
(mL de dleo/ g de produto) (%)
pH 3.5 pH 7,0 pH 3,5 pH 7,0
Farinha desengordurada 367,5+ 3,53 987,5+1,8b 99,4 +£0,43 99,6 £0,16 a
Concentrado protéico * 977,5+2,1b * 98,0+ 0,36 a
Isolado protéico * 1380,0+9,9 a * 98,4 +0,83 a

* nao houve formacdo de emulsdo

Médias com letras iguais, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.

Segundo Silva, Bora e Neto (1997), estudando isolado protéico de semente de algaroba
modificado por acetilagdo, encontraram resultados de 238mL 6leo/100mg proteina, para o isolado
com 91,1% de modificagdo. J4 para o isolado que ndo sofreu modifica¢do, o resultado foi de
91,3mL 06leo/100mg proteina. Os autores também observaram um aumento na capacidade
emulsificante com o aumento do pH. A estabilidade de emulsdo variou de 92,69 a 95,6%, de
acordo com a modificac¢do sofrida pelo isolado de semente de algaroba.

Ja Ma (1984), estudando a proteina de aveia, encontrou uma capacidade emulsificante de
196mL o6leo/g proteina.

Novamente deve ser ressaltado o cuidado na comparag@o de resultados para a propriedade
emulsificante, uma vez que, como ja foi dito anteriormente, existe grande variedade de condigdes

laboratoriais, de métodos, tipo de matéria-prima, etc.
4. CONCLUSOES

e Os perfis de solubilidade do concentrado e do isolado protéico de cupuagu sdo similares
aos de outras proteinas vegetais, sendo caracterizados por uma alta solubilidade em pH alcalino,

minima solubilidade no ponto isoelétrico ¢ moderada solubilidade em meio &cido. Tanto para o

concentrado como para o isolado protéico de cupuagu, a minima solubilidade foi observada na
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faixa de pH 3 a 5, sendo que esta faixa engloba o ponto isoelétrico das proteinas do cupuagu
(3,5).

e Observou-se que, de maneira geral, o isolado protéico de cupuagu apresentou maior
solubilidade em comparag¢dao com o concentrado protéico.

e Tanto a farinha como o concentrado apresentaram alta capacidade de reteng¢do de agua
e de oleo, observando-se para o isolado protéico os menores valores em ambos os atributos
avaliados.

e Observou-se boa capacidade emulsificante em pH 7,0, para a farinha, o concentrado e o
isolado protéico, 987,50, 977,50 e 1380,00mL 6leo/g produto, respectivamente.

e Os trés produtos tiveram uma reduzida capacidade de formacao de espuma tanto no pH
3,5 como no pH 7,0, porém a espuma mostrou alta estabilidade.

e Nao foi verificado formagao de gel, nas concentracdes e pHs testados, em nenhum dos
produtos estudados (farinha desengordurada, concentrado e isolado protéico de cupuagu).

e Os trés produtos estudados (farinha desengordurada, concentrado e isolado protéico de
cupuagu) apresentam caracteristicas proprias, diferentes das de outras sementes, abrindo
possibilidades de utilizagdo, ndo somente para enriquecer produtos alimenticios, mas também
para alvejar certas propriedades funcionais. Contudo, maiores pesquisas sao necessarias com o

objetivo de estudar o desempenho da funcionalidade destes em sistemas complexos de alimentos.
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CAPITULO 6

CARACTERIZACAO DA PROTEINA DE CONCENTRADO E ISOLADO PROTEICO
OBTIDOS A PARTIR DE SEMENTES DE CUPUACU (Theobroma grandiflorum Schum).

Ana Vinia Carvalho'; Nelson Horacio Pezoa Garcia'; Jaime Amaya Farfan’

"Departamento de Tecnologia de Alimentos - UNICAMP - C.P. 6121 - CEP 13083-970
’Departamento de Planejamento Alimentar e Nutri¢do - UNICAMP - Campinas - SP- Brasil.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi a caracterizagao, quanto ao perfil eletroforético e composi¢ao
de aminoacidos, das proteinas de concentrado e isolado protéico obtidos a partir de sementes de
cupuagu. Observou-se, através do perfil eletroforético das proteinas do concentrado e do isolado
protéico, a presenca de trés principais bandas protéicas, com pesos moleculares variando de 20,03
a 39,79kDa além de trés bandas fracas adicionais. As bandas mais fracas parecem ter sido
seletivamente perdidas durante a extragdo alcalina para produ¢do do isolado protéico, estando
presentes apenas na farinha desengordurada e no concentrado protéico. Observou-se que a farinha
desengordurada, o concentrado e o isolado protéico de cupuagu, apresentaram boa composi¢ao
aminoacidica, com teores superiores aos recomendados para a grande maioria dos aminoacidos.
Palavras-chave: semente de cupuagu, concentrado e isolado protéico, eletroforese, perfil de

aminoacidos.

SUMMARY

The objective of this study was to characterize the protein of the protein concentrate and
isolate obtained from cupuacu seeds in terms of their electrophoresis profiles and amino acid
composition. The electrophoresis profile of the proteins indicated the presence of three main
protein bands, with molecular weights ranging from 20.03 to 39.79 kDa, in addition to three
weaker bands. The weaker bands seem to have been lost during the alkaline extraction for the
production of the protein isolate, as they were only detected in the defatted flour and in the

protein concentrate. All products (defatted flour, protein concentrate and isolate) presented good
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amino acid compositions, as the contents of most amino acids were higher than those
recommended for daily intake.
Key-words: cupuacu seeds, protein concentrate, protein isolate, electrophoresis, amino acid

profile.

1. INTRODUCAO

Fruto proveniente da regido Amazdnica, o cupuagu ¢ muito apreciado na regido e
atualmente vem ganhando mercado em outras regides do Brasil e até mesmo internacionalmente,
devido ao sabor e aroma bastante agradavel e exdtico (MATTIETTO, 2001). No beneficiamento
do cupuacu hé o aproveitamento de somente 35% do fruto, correspondente a polpa. As sementes
e a casca correspondem a 20 e 45% do peso do fruto, respectivamente, porém praticamente nao
sdo utilizadas (VASCONCELOS, 1999). Contudo, a possibilidade de aproveitamento das
sementes, ndo s para a fabricagdo de produtos similares ao chocolate, mas principalmente como
alimentos alternativos com qualidade nutricional superior, vem despertando grande atencao.
Lopes (2000), estudando améndoas de cupuagu e cacau, encontrou que o valor biologico das
améndoas de cupuacu foi significativamente superior ao do cacau, sugerindo que, apos testes
adequados, produtos a base de suas sementes poderiam ser usados, principalmente para o
consumidor infantil.

O valor nutricional das proteinas como formadoras dos tecidos e promotoras da boa satde
em qualquer estadio de vida ¢ bem conhecido. Apesar do valor calérico da proteina ser
importante em determinadas condicdes fisioldgicas, a sua maior importancia esta na quantidade e
tipo de peptideos e aminoacidos fornecidos ao organismo (RUSSEL, 1972).

As proteinas dos vegetais sdo todas “imperfeitas” como fontes individuais de aminoacidos
essenciais, mas comumente podem satisfazer as necessidades de aminodcidos através de uma
dieta variada. A aceita¢do de uma proteina como matéria-prima na industria de alimentos ndo esta
condicionada apenas as suas propriedades nutritivas. Suas propriedades funcionais afetam de
forma decisiva sua possibilidade de uso em alimentos industrializados (SGARBIERI, 1996).

O objetivo deste estudo foi a caracterizacdo das proteinas de concentrado e isolado
protéico obtidos a partir de sementes de cupuagu, quanto ao perfil eletroforético e composicao de

aminoacidos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Foram utilizadas sementes de cupuacgu in natura devidamente secas, provenientes da
Cooperativa Mista de Tomé-A¢u (CAMTA), no Estado do Par4d. As sementes foram quebradas
em moinho de cilindros, segundo metodologia proposta por Vilalba (2003). A seguir, os nibs
obtidos foram laminados em um rolo laminador e apds isso, submetidos a extracao parcial da
gordura em prensa hidraulica de discos, utilizando-se pressdo gradual até atingir 50 toneladas, em
um periodo de tempo de extracdo de 50 minutos. Seguidamente foi complementada a extragdo de
gordura utilizando-se o método proposto por Boatright e Hettiarachchy (1995), com algumas
modificagdes. Uma parte do material semi-desengordurado foi misturado com cinco partes de
hexano, agitado manualmente por 10 minutos e centrifugado a 1000xg por 10 minutos a 20°C.
Ap6s a centrifugacdo, o hexano contendo a gordura foi separado do precipitado e posteriormente
recuperado para ser utilizado em novas extragdes. A operagao de extragao da gordura foi repetida
por mais 5 vezes. A seguir, o material desengordurado foi mantido em capela com circulagao de
ar por 6 horas e posteriormente permaneceu em estufa com circulagdo de ar a 30°C, durante 16
horas. O material desengordurado foi moido até aproximadamente 297um, obtendo-se a farinha

de sementes de cupuagu, a qual foi utilizada no preparo do concentrado e isolado protéico.
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2.2 Obtencao do concentrado e isolado protéico de semente de cupuacu

O concentrado e o isolado protéico de semente de cupuagu foram obtidos conforme

descrito no Capitulo 4.

2.3 Teor de proteina

Utilizou-se, na quantificacao do teor protéico da farinha desengordurada, do concentrado
e do isolado protéico, o método semi micro Kjeldahl, baseado na hidrélise e posterior destilagao

da amostra, de acordo com o método 31.1.08 da AOAC (1997).

2.4 Perfil de aminoacidos

2.4.1 Composicao em aminoacidos totais

Foi determinada por hidrdlise 4acida da amostra desengordurada, com HC1 6 N a 110°C, a
vacuo, por 22 horas. A amostra foi recuperada em diluente de citrato de sodio pH 2,2, marca
Pickering (SPACKMAN et al., 1958).

As determinagdes foram feitas utilizando CLAE TSP — Thermo Separation Products
(Riviera Beach, Estados Unidos), com bomba degaseificadora, acoplada a um moédulo de pré-
reacdo Pickering Laboratories PCX 3100 post column reaction module (Mountain View,
Canadd), operando com detector de UV, nas faixas de 440 a 570 nm, modelo Spectro System
UV2000. Foi utilizada coluna analitica Pickering Laboratories 1193250 (Na" 8um, 3mm ID x
250mm) acoplada a uma pré-coluna Pickering Laboratories 1192020 (Na® 8um, 2mm ID x
20mm). Solugdes de Na (3,15; 7,4 ¢ 0,2N) foram utilizadas com um fluxo de 0,3mL/min a 55°C

na coluna e 130°C no reator.

2.4.2 Triptofano

O aminodcido triptofano foi determinado apods hidrolise enzimatica com pronase, a 40°C,
por 24 horas, seguida de reacdo colorimétrica, na auséncia de luz, com dimetilamino benzaldeido

(DAB) e nitrito de sodio, e posterior leitura em espectrofotometro, a 540nm (SPIES, 1967).
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2.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A determinacao do perfil eletroforético das proteinas da semente, améndoa fermentada,
améndoa torrada e fragdes protéicas foi realizada de acordo com Laemmli (1970), com algumas
modificacdes, utilizando-se o Sistema Mini- Protean II com fonte Bio Rad (Oregan, Estados
Unidos) . As amostras (0,4% de proteina) foram dispersas em 1 mL de tampao contendo 42,5%
de agua destilada, 12,5% de Tris-HCI 0,5M (pH 6,8), 20% de glicerol, 20% de SDS, 5% de -
mercaptoetanol e 0,1% de bromofenol, aquecidas a 95°C por 5 minutos e apds resfriamento,
aliquotas de 5SpL de cada amostra foram aplicadas no gel. Utilizou-se o gel de separacdo a 12% e
o gel de empilhamento a 4%. Apods a corrida, os géis foram mantidos em solugdo corante de
Brillant Blue G a 0,1% em acido fosforico por 24 horas e a seguir descorados em agua destilada.

Os pesos moleculares da proteina foram determinados utilizando-se o padrdo Pharmacia
(17-0446-01): fosforilase b (97 kDa), albumina sérica bovina (66kDa), ovalbumina (45kDa),
anidrase carbonica (30kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4kDa).

A densitometria dos géis foi realizada em densitometro Sharp JX 330, empregando o
software Image Master (Pharmacia) (Upsula, Suécia), para calcular os pesos moleculares

aparentes de cada banda comparando-os a proteina-padrao.

2.6 Analises estatisticas

Os resultados das varias caracteristicas avaliadas foram submetidos a analise de variancia

e as meédias, quando significativas, comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade, com auxilio do programa SAS 8.0 (Statistical Analysis System).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil de aminoacidos

A Tabela 1 apresenta os teores de proteina total e aminoacidos totais da farinha
desengordurada, do concentrado e do isolado protéico de cupuagu, comparado ao padrdo
referéncia (INSTITUTE OF MEDICINE OF THE ACADEMIES, 2002). Observa-se uma ligeira
variacao nos teores de aminoacidos entre os trés produtos estudados. Verifica-se que a farinha, o
concentrado e o isolado protéico de sementes de cupuagu apresentaram teores de proteina de
27,7, 31,2 e 64,3%, respectivamente.

De acordo com os dados apresentados, a histidina aparece como aminodcido limitante na
farinha desengordurada, no concentrado e no isolado protéico de cupuacu, com Escore Quimico

de 0,64 para a farinha desengordurada, 0,55 para o concentrado e 0,61 para o isolado protéico.
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Tabela 1 Teor de proteina total (%) e aminoacidos totais (mg/100mg de proteina) da farinha

desengordurada, do concentrado, do isolado protéico de cupuagu, do padrao de referéncia (IMA,

2002) e escores quimicos.

Aminoacidos Teor de aminoacidos Escore quimico
Farinha  Concentrado Isolado IMA*® EQg EQc¢ EQq

Indispensaveis

Leucina 723+0,14 6,74+0,12 7,52+0,07 5,5 1,31 1,23 1,37

Lisina 571+£0,04 536+0,01 4,99+0,02 5,1 1,12 1,05 0,98

Treonina 528+0,04 5,16+0,05 5,42+0,09 2,7 1,96 1,91 2,00

Fenilalanina 438+0,04 394+009 438+0,02 47° 1,71 1,58 1,9°

Tirosina 3,69+0,11 3,50+0,03 4,66=+0,02

Valina 571+0,14 5,07+0,06 5,54+0,05 3,2 1,78 1,58 1,73

Histidina 1,16+£0,03 0,99+0,01 1,09+0,04 1,8 0,64 0,55 0,61

Isoleucina 430+0,15 3,62+0,04 4,07+0,04 2,5 1,72 1,45 1,63

Metionina 1,41+0,01 0,38+0,01 0,25+0,01 2,5¢ 1,60 0,94  0,95°

Cistina 2,60+£0,05 1,99+0,04 2,13+0,02

Triptofano 1,66 £0,02 1,60+0,05 2,30+0,07 0,8 2,08 2,00 2,88

Nao indispensaveis

Ac. Glutamico 14,21 £0,20 13,12+0,19 15,16+0,22

Arginina 5,93+0,13 5,48+0,07 6,83+0,04

Ac. Aspartico 12,19+0,12 11,64 +0,15 14,53 +£0,09

Glicina 539+0,01 4,84+0,04 5,80+0,05

Serina 550+0,17  5,39+£0,09 5,49+ 0,03

Prolina 4,52+0,09 481+0,05 4,68+0,04

Alanina 4,63+0,11 3,88+0,06 4,07+0,06

Proteina Total (%) 27,7+0,13 31,2+0,24 64,3+0,35

*Teor de aminoacidos para criangas de 1 a 3 anos (INSTITUTE OF MEDICINE OF THE ACADEMIES,

2002).

® fenialanina + tirosina

¢ metionina + cisteina

EQg : Escore quimico da farinha desengordurada; EQc: Escore quimico do concentrado protéico; EQ:

Escore quimico do isolado protéico
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Para a farinha desengordurada de cupuagu, observa-se altos teores de aminoécidos
sulfurados, com Escore Quimico de 1,60. Ja para o concentrado e o isolado protéico, nota-se uma
perda destes aminoacidos durante o processamento, com Escores Quimicos de 0,94 ¢ 0,95. Os
teores de aminoacidos sulfurados encontrados no concentrado e isolado protéico, 2,37 e
2,38mg/100mg de proteina, respectivamente, encontram-se ligeiramente inferiores ao padrdo de
referéncia, que recomenda teores de 2,5mg/100mg de proteina, para criancas de 1 a 3 anos
(INSTITUTE OF MEDICINE OF THE ACADEMIES, 2002).

Quando se compara os teores de aminoacidos entre sementes de cupuagu e cacau
(LOPES, 2000; MATTIETTO, 2001) verifica-se para o cupuagu teores superiores para
praticamente todos os aminoacidos, principalmente no que diz respeito aos aminoacidos leucina,
isoleucina e tirosina, que sao considerados limitantes no cacau.

Em trabalho realizado com isolado protéico de grao de bico, observou-se também uma
redug¢do nos teores de lisina, metionina e cisteina por ocasido do processamento. Os autores
concluiram que essa diminuicdo seja, provavelmente, devido a uma grande reducdo das
albuminas, as quais sdo ricas em lisina e aminoacidos sulfurados (SANCHEZ-VIOQUE et al.,
1999).

Em trabalho realizado por Lasztity et al. (2001), os autores também observaram uma
reducdo nos teores de metionina e cisteina apds o processamento de isolados protéicos de
sementes de tremoco. Segundo eles, essas mudangas podem estar relacionadas com a perda de
algumas proteinas soltiveis e/ou ligadas a danos causados pela extracao alcalina.

Tomoskozi et al. (2001), estudando proteinas isoladas de ervilha, observaram uma ligeira
redu¢@o nos teores de metionina do isolado quando comparado a farinha de ervilha. Porém, para
0 aminoacido cisteina houve um aumento nos teores quando a proteina foi isolada.

Auler (2002), estudando concentrados e isolados protéicos de sementes de amaranto,
encontrou altos teores de aminoacidos sulfurados tanto para as farinhas como para os
concentrados obtidos. A autora relata que a presenca destes aminoacidos pode favorecer inumeras
propriedades funcionais, tanto na area tecnolédgica (formagao de gel) como na érea fisiologica.

Em rela¢do aos aminoacidos ndo indispensaveis, observaram-se teores elevados de acido
glutamico e acido aspartico, para a farinha desengordurada, para o concentrado e para o isolado
protéico de semente de cupuacu. Este fato pode contribuir para a melhoria das propriedades
funcionais tecnologicas que exigem a presenga de aminoacidos polares para conferir solubilidade

a proteina (SGARBIERI, 1998).
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3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da farinha desengordurada, do

concentrado e do isolado protéico de cupuacu

O perfil eletroforético das proteinas, a descricdo de seus pesos moleculares e a area de
cada banda protéica, da farinha desengordurada, do concentrado e do isolado protéico de cupuagu

estao apresentados na Figura 2, Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente.

A——>»
B—»B

c—%

- f}
E » = - -
F '-

1 2 3 4

Figura 2 Perfil eletroforético da proteina da farinha desengordurada, do concentrado e do
isolado protéico de semente de cupuagu, em gel 12% de poliacrilamida - SDS. Coluna 1: padrao
Pharmacia (A: 97kDa, B: 66kDa, C: 45kDa, D: 30kDa, E: 20,1kDa, F: 14,4kDa); coluna 2:
isolado protéico de semente de cupuagu; coluna 3: concentrado protéico de semente de cupuacu;

coluna 4: farinha desengordurada de semente de cupuagu.
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Tabela 2 Pesos moleculares das proteinas da farinha desengordurada, do concentrado e do

isolado protéico de semente de cupuagu.

Farinha desengordurada Concentrado protéico Isolado protéico
(kDa) (kDa) (kDa)
15,76 15,47 15,70
20,54 20,03 20,39
26,39 25,92 *
3491 34,91 34,79
39,65 39,65 39,79
43,89 44,05 47,19
53,40 53,40 53,02
57,43 58,69 61,76
82,58 82,58 *

* nao detectadas

Tabela 3 Area de cada banda protéica relativa a 4rea total da proteina da farinha desengordurada,

do concentrado e do isolado protéico de semente de cupuagu, calculadas a partir da densitometria

dos géis.
Bandas Distribuicio das Bandas (%)
(kDa) Farinha Concentrado Isolado protéico
desengordurada protéico

15,47 - 15,76 3,24 3,06 2,53
20,03 - 20,54 45,73 46,40 49,17
25,92 -26,39 2,56 2,11 *
34,79 - 3491 17,94 16,53 16,43
39,65 - 39,79 14,62 13,84 17,57
43,89 — 47,20 5,55 5,78 5,45
53,02 - 53,40 4,42 4,73 3,27
57,43 - 61,76 3,71 5,76 5,58

82,58 2,24 1,79 *

* nao detectadas
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Pelo perfil eletroforético das proteinas mostrado na Figura 2, observa-se a presenca de
trés principais bandas protéicas, com pesos moleculares variando de 20,03 a 39,79kDa e seis
bandas fracas adicionais. Duas bandas mais fracas parecem ter sido seletivamente perdidas
durante a produgdo do isolado protéico. E evidente que o mais proeminente de todos é o
componente com peso molecular aparente proximo a 20kDa, seguido por dois componentes
maiores de pesos moleculares aparentes proximos a 34,8 e 39,7kDa.

Adicionalmente, nota-se que o tratamento alcalino empregado na obtengdo do isolado
protéico ndo alterou a mobilidade eletroforética de nenhuma das bandas. Observa-se também que,
embora existam outros componentes que possam estar associados a proteina na farinha ou no
concentrado, eles ndo alteraram significativamente a carga elétrica da proteina ou,
principalmente, a massa do complexo nativo.

Diversos trabalhos realizados com sementes de cacau descrevem a presenga de quatro
principais bandas protéicas para este produto, com pesos moleculares proximos a 47, 31, 21 e
14,5kDa. Apo6s o processo fermentativo, estudos relataram que os polipeptidios com pesos
moleculares de 47, 31 e 14,5kDa estavam ausentes, indicando que eles foram clivados em
subunidades menores € que provavelmente sejam importantes para a formagao de precursores do
sabor do cacau. Ja a fragdo de peso molecular proximo a 21kDa, mostrou-se resistente a
proteodlise durante a fermentagdo, ndo sendo degradada (BIEHL, WEWETZER e PASSERN,
1982; VOIGT, BIEHL ¢ WAZIR, 1993; MACDONALD, MASTERS e PETTIPHER, 1994;
AMIN, JINAP e JAMILAH, 1997; LERCETEAU et al., 1999).

4, CONCLUSOES

* Todos os trés produtos estudados, a farinha desengordurada, o concentrado e o isolado
protéico de semente de cupuagu, apresentaram boa composi¢ao aminoacidica. A histidina foi o
unico aminodcido limitante nos trés produtos. J& os aminodcidos sulfurados apresentaram teores
adequados na farinha desengordurada, porém esses teores foram ligeiramente inferiores aos
recomendados quando se analisou o concentrado e o isolado protéico.

* Trés bandas fortes e distintas (20,4, 34,8 e 39,7kDa) foram observadas nos perfis
eletroforéticos das proteinas de semente de cupuagu presentes na farinha desengordurada, no
concentrado e no isolado. Seis bandas adicionais ténues foram observadas na farinha e no

concentrado, sendo duas delas praticamente ausentes no isolado.
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* Sugere-se que novos estudos devam ser realizados, com o objetivo de aplicacdes futuras

para este produto amazonico, atualmente sub-utilizado.
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CONCLUSOES GERAIS

* O ponto isoelétrico das proteinas de sementes de cupuagu situou-se na faixa de pH 3,5,
sendo que nestas condi¢cdes apresentaram ainda uma solubilidade protéica de 16,90%. Em pH 9,
maximo pH estudado, a solubilidade de 61,88% ¢ considerada baixa.

* As proteinas de cupuagu possuem menor solubilidade que outras proteinas vegetais, nas
faixas de pH de obtengao de isolados protéicos (pH 9) e maior solubilidade nas faixas do ponto
isoelétrico, o que implica em um menor rendimento na obtencdo de concentrados e isolados
protéicos de cupuagu.

* No respectivo ponto isoelétrico, as améndoas fermentadas e améndoas fermentadas
torradas de semente de cupuacu apresentaram uma solubilidade protéica de 16,28 e 10,28%,
respectivamente.

* Em pH 9 observou-se uma solubilidade de 58,22% para as améndoas fermentadas e
32,96% para as améndoas fermentadas e torradas, respectivamente, sugerindo que o tratamento
térmico provavelmente tenha causado desnaturagao das proteinas.

e As sementes de cupuagu apresentaram boa composi¢ao aminoacidica.

* As etapas de fermentagdo e torragdo provocaram uma ligeira reducdo nos teores de
aminoacidos totais, quando comparado as sementes que nao foram submetidas a essas etapas de
processamento.

e Observou-se para sementes de cacau, a presenca de quatro bandas protéicas principais,
com pesos moleculares proximos a 17,7, 21,3, 37,3 e 55,3kDa. Para a semente ¢ a améndoa
fermentada de cupuagu, verificou-se também a presenca de quatro bandas protéicas principais,
com pesos moleculares proximos a 15,5, 20,4, 27,1 e 33,6kDa.

* As améndoas que foram submetidas aos processos de fermentagdo, seguido de torracao,
observou-se, pelo perfil eletroforético das proteinas, a presenca de uma unica banda protéica
forte, com peso molecular aparente de 21,0kDa. Para as demais bandas, houve um aparente total
desaparecimento. Este fato pode ser atribuido a ocorréncia de diversas reacdes quimicas durante
0 processo de torragao.

e As extragOes para fracionamento das proteinas em diferentes solubilidades resultaram
em fracdes protéicas impuras, com a presenca de quatro bandas principais em todas as fracdes

protéicas isoladas (16,1, 21,2, 34,8 e 40,5kDa), sendo a banda de peso molecular préximo a
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21,1kDa a mais abundante em todos os casos. Esta banda ¢ aparentemente muito semelhante a
fracdo albumina do cacau, que apresenta peso molecular aparente de 21,3kDa.

* Utilizando-se as metodologias propostas neste trabalho, ¢ possivel a obtengdo de
concentrado e isolado protéico a partir de sementes de cupuagu, com 31,18 e 64,33% de proteina,
respectivamente.

* As proteinas do cupuagu parecem estar interagindo com outros componentes da semente
que previnem a sua libera¢do, impedindo a obtengdo de concentrados e isolados com teores
protéicos mais elevados.

* Tanto a farinha como o concentrado apresentaram boa capacidade de retencao de agua e
de 6leo.

* A farinha, o concentrado e o isolado protéico mostraram boa capacidade emulsificante
em pH 7,0, com valores de 987,50, 977,50 e 1380,00mL 6leo/g produto, respectivamente. Dessa
forma, estes produtos apresentam potencial de utilizagdo, ndo somente para enriquecer outros
alimentos, mas também para melhorar certas propriedades funcionais.

* A farinha desengordurada, o concentrado e o isolado protéico de semente de cupuagu
apresentaram boa composi¢ao aminoacidica. A histidina foi o inico aminoacido limitante nos trés
produtos. J& os aminoacidos sulfurados apresentaram teores adequados na farinha
desengordurada, porém esses teores foram ligeiramente inferiores aos recomendados quando se
analisou o concentrado e o isolado protéico.

* Trés bandas fortes e distintas (20,4, 34,8 e 39,7kDa) foram observadas nos perfis
eletroforéticos das proteinas da farinha desengordurada, do concentrado e do isolado protéico de
semente de cupuagu. Cinco bandas ténues adicionais foram observadas na farinha e no
concentrado, sendo duas delas praticamente ausentes no isolado.

* Maiores pesquisas sdo necessarias com o objetivo de estudar o desempenho da

funcionalidade destes produtos protéicos em sistemas complexos de alimentos.
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ANEXOS

Tabela 1 Valores médios e desvios padroes das temperaturas, durante o processo de torragdo de

améndoas de cupuagu, por 50 minutos.

Tempo (minuto) Temperatura (°C)
0 143,07 + 3,13
2 90,57 + 0,99
4 101,13 £ 1,82
6 110,03 £ 1,79
8 115,57 £2,31
10 121,33 £0,55
12 124,93 + 1,17
14 128,27 + 0,81
16 131,43 £ 1,59
18 133,13 £ 1,59
20 135,00 + 1,39
22 136,90 + 1,57
24 138,47 £ 1,66
26 139,93 + 1,78
28 141,10 + 2,01
30 142,20 + 1,65
32 143,23 + 1,68
34 144,23 + 1,89
36 145,03 1,78
38 145,70 £ 1,84
40 146,43 +2,18
42 147,07 + 1,96
44 147,73 £ 2,27
46 148,07 +2,02
48 148,33 £2,06
50 148,57 £2,02
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Tabela 2 Valores médios e desvios padrdes da solubilidade protéica da semente, améndoa

fermentada e améndoa fermentada torrada de cupuagu, em fungdo do pH de extragdo.

pH % solubilidade protéica
semente améndoa fermentada améndoa torrada

2,0 28,85+ 0,66 25,62 £0,82 11,61 £0,41
3,0 18,03 £ 0,02 16,28 £ 0,50 10,53 £ 0,40
3,5 16,91 £0,38 16,55 +£0,13 10,28 £ 0,02
4,0 18,23 £0,13 17,66 £ 0,33 10,80 + 0,40
5,0 29,62 +£0,14 26,47 +0,31 12,40 £0,19
6,0 36,33 +0,01 31,63 +£0,40 14,68 £ 0,07
7,0 42,48 + 0,04 40,90 = 0,37 19,18 £ 1,22
8,0 51,61 £0,52 50,36 £ 1,11 24,73 £ 0,55
9,0 61,88 +£0,45 58,22 + 0,66 32,96 + 0,23

Tabela 3 Valores médios e desvios padrdes da solubilidade protéica do concentrado e do isolado

protéico de semente de cupuagu, em funcao do pH de extragao.

pH % solubilidade protéica
concentrado isolado
2,0 22,34 +0,27 51,43 £ 0,40
3,0 2,28+0,15 2,95+ 0,28
4,0 2,37+0,16 0,99 +0,11
5,0 12,47 £ 0,87 2,78 £ 0,31
6,0 23,57+ 1,36 16,71 + 0,98
7,0 42,48 +1,84 61,61 +£0,71
8,0 49,38 £ 1,12 90,99 + 0,64
9,0 57,39 £ 1,67 97,08 £ 1,28
10,00 68,79 £ 1,16 97,17 £0,32
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Tabela 4 Valores médios e desvios padrdes da estabilidade da espuma da farinha desengordurada

de cupuacu, em pH 3,5 e 7,0, ao longo do tempo.

pH Estabilidade de espuma (%)

5 minutos 10 minutos 30minutos 60 minutos
3,5 98,28 +£2,44 08,28 + 2,44 97,67 £ 1,61 97,69 + 1,61
7,0 96,59 + 1,29 96,59 + 1,29 96,28 + 0,85 95,96 + 0,40

Tabela 5 Valores médios e desvios padroes da estabilidade da espuma do concentrado protéico

de semente de cupuacu, em pH 3,5 ¢ 7,0, ao longo do tempo.

pH Estabilidade de espuma (%)

5 minutos 10 minutos 30minutos 60 minutos
3,5 99,35+ 0,92 99,03 + 0,46 99,03 + 0,46 99,03 + 0,46
7,0 100 + 0,01 99,68 + 0,45 98,71 £ 0,01 97,74 + 0,44

Tabela 6 Valores médios e desvios padrdes da estabilidade da espuma do isolado protéico de

semente de cupuacu, em pH 3,5 e 7,0, ao longo do tempo.

pH Estabilidade de espuma (%)

5 minutos 10 minutos 30minutos 60 minutos
3,5 95 £ 0,00 94,38 + 0,00 94,38 + 0,00 94,38 + 0,00
7,0 92,74 £ 0,74 88,55+ 0,30 87,71 +£0,10 86,87 + 0,29
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