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Avaliação do método de extração por precipitação isoelétrica das proteínas da semente de abóbora: estratégia para obtenção de proteína de baixo custo
Evaluation of isoelectric precipitation extraction method of pumpkin seed proteins: low-cost protein acquisition strategy 
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RESUMO
O crescimento populacional, em paralelo com as preocupações com o meio ambiente, tem levado à necessidade de encontrar fontes alternativas de proteínas, como por exemplo proteínas de origem vegetal. As sementes de abóbora oriundas do processamento deste vegetal são geralmente descartadas inadequadamente na natureza ou destinados à alimentação animal, entretanto, esse resíduo pode ser uma fonte promissora de proteínas. Assim, a exploração e uso das sementes de abóbora como potenciais fontes de proteínas torna-se uma estratégia para suprir a demanda populacional por proteínas, bem como minimizar questões ambientais. Dentro deste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a extração das proteínas das sementes de abóbora por meio da técnica de extração alcalina seguida da precipitação isoelétrica. Foi determinado o teor de umidade para a polpa das sementes de abóbora (29,79%) e para o concentrado proteico das sementes de abóbora (19,82%). Utilizando o método de Kjeldahl, a polpa da semente de abóbora apresentou 31,21% de proteínas em base seca, enquanto que o concentrado proteico da semente de abóbora apresentou 66,54% de proteínas em base seca. Conclui-se que as sementes de abóboras são fontes promissoras de proteínas e que a técnica de extração alcalina seguida da precipitação isoelétrica foi capaz de obter amostras com alto teor proteico.
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ABSTRACT
[bookmark: _Hlk56523649]The population growth, in parallel with environmental concerns, has shown the necessity to find alternative protein sources, like vegetable-based proteins. Pumpkin seeds derived from food processing are promising sources of proteins, however they are generally discarded inappropriately in nature or used as animal food. Therefore, the research and usage of pumpkin seeds as potential protein sources becomes a way to meet the populational demands of proteins, and to reduce environmental issues. This context, this study had as objective the extraction of pumpkin seeds proteins by alkaline extraction technique followed by isoelectric precipitation. It was determined the humidity for the pumpkin seed pulp (29.79%) and for the pumpkin seed protein concentrate (19.82%). Using the Kjeldahl method, the pumpkin seed pulp presented 31.21% of protein in the dry base, while the pumpkin seed protein concentrate showed 66.54% of protein in the dry base. It is concluded that pumpkin seeds are promising sources of proteins and the alkaline extraction technique followed by isoelectric precipitation was able to obtain samples with a high protein content.
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1. INTRODUÇÃO 
As proteínas desempenham um importante papel para saúde exercendo diversas propriedades de nutrição básica como fonte de aminoácidos para síntese proteica e de energia [1]. Além disso, as proteínas possuem papel fundamental nas propriedades físico-químicas e sensoriais dos alimentos [2]. A maior conscientização da população sobre a importância das proteínas na dieta humana, bem como a redução dos impactos ambientes decorrido da exploração de proteínas de origem animal têm favorecido a exploração de fontes alternativas de proteína [3].
Segundo as perspectivas da Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura - FAO (2015) [4], a população mundial será superior a 7,8 bilhões de pessoas em 2024 e, em 2050, é esperado que a população mundial chegue a 9,7 bilhões. Isso reflete um aumento anual de 80 milhões de pessoas, equivalente a uma taxa de crescimento populacional de 1,18% por ano. A fim de garantir o abastecimento desta cadeia, fontes alternativas de proteínas, bem como suas características de sustentabilidade, eficiência e segurança, estão cada vez mais sendo exploradas nas últimas décadas pelo âmbito científico. Fontes vegetais de proteínas surge como uma alternativa versátil e econômica em substituição à fonte animal na nutrição humana, bem como ingredientes funcionais para formulação de novos produtos. As proteínas vegetais podem ser extraídas de diversas fontes tais como leguminosas, cereais e muitas outras sementes habitualmente consideradas meros resíduos e subprodutos agroindustriais.
No Brasil, a indústria de alimentos gera grandes quantidades de subprodutos e resíduos, que apresentam alto potencial nutricional, por conter uma alta densidade de proteínas, lipídios e carboidratos [5]. Entretanto, esses subprodutos e resíduos ainda são pouco explorados com seu uso destinado na maioria das vezes à alimentação animal ou até descartados como resíduos agroindustriais [6]. Entre os alimentos que geram uma grande quantidade de resíduos, tais como sementes e cascas, destaca-se a abóbora. As sementes de abóbora (Cucurbita pepo) são fontes promissoras de proteína, com um teor que varia de 24,5% a 36% [7].
Neste sentido, a exploração e uso das sementes de abóbora como potenciais fontes de proteínas, com alto valor agregado e nutricional, torna-se uma estratégia para suprir a demanda populacional por proteínas, bem como minimizar questões ambientais com o descarte inadequado desses subprodutos e resíduos. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a extração de proteínas de sementes de abóbora (Cucurbita pepo) por meio da técnica de extração alcalina seguida de precipitação isoelétrica.
2. MATERIAIS E MÉTODOS
2.1 OBTENÇÃO DAS SEMENTES DE ABÓBORA E PREPARO DA AMOSTRA
As sementes de abóboras (Cucurbita pepo) foram obtidas por doação da empresa Doces Mirahy (Mirai, MG). Após obtenção, as sementes foram lavadas com água destilada para a remoção de sujidades e depois passaram pelo processo de sanitização em água clorada na concentração de 200 ppm por 10 min. Logo em seguida, as sementes foram lavadas novamente com água destilada para a remoção do excesso de cloro. Por fim, as sementes foram descascadas manualmente para a obtenção das polpas e em seguida, as polpas foram moídas em um moedor/moinho analítico (A-11 basic, IKA, Alemanha) para obtenção da torta.
2.2 MÉTODO DE EXTRAÇÃO
A obtenção do concentrado proteico foi realizada por meio da extração alcalina seguida da precipitação isoelétrica conforme descrito por Bucko et al. (2016) [8], com algumas modificações (Figura 1). A torta foi desengordurada 2 vezes utilizando éter de petróleo na proporção 1:5, sob agitação a 40°C. Em seguida, a torta desengordurada foi suspensa em solução de NaOH (1 mol/L) no pH 13,00 sob agitação constante até a total dissolução e, logo após, a solução foi filtrada (papel Whatman n °1). Posteriormente, o filtrado foi submetido a precipitação isoelétrica das proteínas, adicionando HCl (1 mol/L) até o pH 4,50. Após a precipitação, a solução foi levada a centrifugação a 10.000 rpm por 20 min a 4°C e o precipitado foi seco em estufa com circulação forçada de ar à 40°C por 24h.
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Figura 1 - Fluxograma de extração alcalina seguida da precipitação isoelétrica das proteínas das sementes de abóbora.
2.3 DETERMINAÇÃO DOS TEOR DE UMIDADE, SÓLIDOS TOTAIS E PROTEÍNA 
Os métodos utilizados para a determinação da umidade, sólidos totais e proteína (Método de Kjeldahl) para a torta de semente de abóbora e para o concentrado proteico foram realizados de acordo com as metodologias descritas por Gomes et al. (2011) [9]. O teor de umidade foi determinado utilizando uma estufa a 105 °C até peso final constante. Por meio da diferença entre a massa total e a massa de umidade obtida, foi calculado o teor de sólidos totais. O método de Kjeldahl foi utilizado para determinar o teor de proteína utilizando 5,4 como fator de transformação de nitrogênio em teor de proteína. Os valores médios foram obtidos de 3 repetições.
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Na Tabela 1 estão apresentados os resultados do teor de umidade, sólidos totais e proteínas (base úmida e seca) da polpa da semente de abóbora e do concentrado proteico das sementes de abóbora. 
Tabela 1 - Resultados do teor de umidade, sólidos totais e proteínas (base úmida e seca) da polpa da semente de abóbora e do concentrado proteico da semente de abóbora.

	Parâmetros
	Polpa das sementes de abóbora
	Concentrado proteico da semente de abóbora

	Umidade (%)
	29,79 
	19,82 

	Sólidos totais (%)
	70,21 
	80,18 

	Proteína (%) base úmida
	21,91 
	53,35 

	Proteína (%) base seca
	31,21 
	66,54 


O teor de umidade determinado na polpa das sementes de abóbora e do concentrado proteico das sementes de abóbora foi de 29,79% e 19,82%, respectivamente. Após a secagem, o ideal é que o concentrado proteico da semente de abóbora apresenta-se teores de água entre 2 e 10% para que durante o seu armazenamento, a maioria de suas características químicas e nutricionais sejam mantidas inalteradas por vários meses [10]. Neste estudo, na qual a secagem foi realizada em estufa com circulação forçada de ar à 40°C por 24h, o elevado teor de umidade implica em uma necessidade de uma melhoria no processo de secagem (maiores temperaturas ou maior tempo de secagem) de forma a obter valores mais baixos de umidade e assim garantir a integridade do isolado. Outra possibilidade seria a aplicação de métodos de secagem mais eficientes e menos drásticos para os constituintes, como a secagem por liofilização ou pela técnica de atomização (spray drying), de forma a minimizar os impactos negativos da secagem na qualidade do concentrado proteico da semente de abóbora. 
Quanto à composição de proteínas, o valor obtido na polpa das sementes de abóbora e no concentrado proteico de semente de abóbora foi de 31,21% e 66,54%, respectivamente, em base seca.
Esse resultado demonstra o elevado valor proteico obtido para polpa das sementes de abóbora quando comparada com o teor proteico de outras sementes amplamente consumidas pela população como as de girassol (19,8%) e de amendoim (25,5%) [11]. Desta forma, destaca-se que essas sementes podem ser utilizadas como fontes promissoras de proteínas de baixo custo para o desenvolvimento de novos produtos, visto que é constituída por aminoácidos essenciais tais como a lisina, valina, treonina, entre outros [12].
Em relação ao teor de proteína no concentrado proteico da semente de abóbora, Silva et al. (2012) [13] obteve um valor de 91,11% e 57,55% para a extração salina e alcalina, respectivamente. Essas diferenças nas concentrações de proteína dos concentrados proteicos de sementes de abóbora podem ser explicadas pelas diferenças nos métodos de extração (extração alcalina, salina, dentre outras), bem como nos valores de pH utilizados tanto na etapa de solubilização quanto na etapa precipitação.
4. CONCLUSÃO
A polpa das sementes de abóbora e do concentrado proteico obtido por precipitação isoelétrica apresentaram valores significativos de proteínas (31,21% e 66,54% em base seca, respectivamente). Desta forma, a obtenção do concentrado proteico das sementes de abóbora obtido de forma simples pela técnica apresentada neste trabalho permite sua aplicação em diversas áreas, especialmente na indústrias de alimentos, como enriquecimento nutricional e ingrediente tecnológico; além de agregar valor aos subprodutos oriundos de processos industriais e reduzir a geração de resíduos, contribuindo para a conservação do meio ambiente.
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