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Resumo

MENDES, M. K. A. Estudo da solubilidade de proteinas e avaliacdo dos
compostos fendlicos em castanhas in natura, processadas e ultraprocessadas.
2018. 104 p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacdo em Quimica,
Departamento de Quimica, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2018.

Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do processamento na solubilidade de proteinas e
no teor de compostos fendlicos em amostras de castanhas in natura e nos estagios, processado e
ultraprocessado. Para isso, amostras de castanha de caju (Anacardium occidentale L.), do-para
(Bertholletia excelsa) e de baru (Dipteryx alata) adquiridas junto ao comércio local de Teresina — PI
foram submetidas aos ensaios de solubilidade. Para extragdo dos compostos fendlicos um
planejamento de misturas foi realizado utilizando agua, acetona, metanol, etanol e suas misturas e
castanha de caju como amostra teste. Os extratos obtidos foram analisados por ESI(-)-Q-TOF MS e a
partir de analise quimiométrica por andlise de componente principal (PCA) e agrupamento hierarquico
(HCA) foi definida a condi¢@o 6tima de extracdo e empregada as demais amostras. Os resultados
revelaram que as proteinas da castanha de caju apresentam menor solubilidade em pH 3 e as de
castanha-do-pard em pH 4 préximo aos pl’s das proteinas de sua composi¢cao e maior solubilidade
em pH’s alcalinos. As castanhas ultraprocessadas apresentaram menores teores de proteinas totais
comparadas as amostras in natura e processadas. O modelo cubico especial ndo apresentou falta de
ajuste e forneceu uma variagcdo maxima explicada de 89,2%. A condicdo ideal para extractabilidade
de compostos fendlicos das castanhas foi alcancada empregando etanol puro extraindo
preferencialmente &cido anacardico identificado pelos picos m/z 341, 343 e 345. O processamento
interferiu significativamente no contetdo fendlico total, onde o estagio ultraprocessado forneceu os
menores teores, porém, nado interferiu na composi¢do quimica das amostras. As castanhas do-paréa e
de baru, contiveram flavonoides como apigenina (m/z 269), quercetina e acido elagico (m/z 301) e
miricetina-3-O-raminosidea (m/z 463), acidos fendélicos como acido cafeico (m/z 179) e acido galico
(m/z 169) e acidos graxos (m/z 255, 279, 281, 283, 297 311, 325, 339).

Palavras-Chave: castanhas; processamento; solubilidade proteica; compostos fendlicos;

planejamento de misturas.



Abstract

MENDES, M. K. A. Study of the solubility of proteins and evaluation of phenolic
compounds in chestnut in natura, processed and ultraprocessed. 104 p.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacdo em Quimica, Departamento
de Quimica, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2018.

The objective of this study was to evaluate the influence of the processing on the solubility of proteins
and the content of phenolic compounds in samples of cashew nuts in natura and in the processed
and ultra-processed stages. For this, samples of cashew nuts (Anacardium occidentale L.), Brazil nuts
(Bertholletia excelsa) and baru (Dipteryx alata), purchased from the local market of Teresina-Pl, were
subjected to solubility tests. For the extraction of the phenolic compounds a planning of mixtures was
carried out using water, acetone, methanol, ethanol and their mixtures, and cashew nuts as test
sample. The obtained extracts were analyzed by ESI(-)-Q-TOF MS , and from chemometric analysis
by principal component analysis (PCA) and hierarchical grouping (HCA), the optimal extraction
condition was defined and used for the other samples. The results showed that cashew nut proteins
have lower solubility at pH 3 and those of brown nuts at pH 4, which are near the pl's of the proteins of
their composition. Both of them have higher solubility at alkaline pH's. The ultra-processed nuts
presented lower total protein contents compared to in natura and processed samples. The special
cubic model did not present a lack of adjustment and provided a maximum explained variation of
89.2%. The ideal condition for extraction of phenolic compounds from nuts was achieved by using
pure ethanol extracting preferably anacardic acid identified by the peaks m/z 341, 343 and 345. The
processing interfered significantly in the total phenolic content, where the ultra-processed stage
provided the lowest levels, however , it did not interfere in the chemical composition of the samples.
The do-para and baru nuts contained flavonoids such as apigenin (m/z 269), quercetin and ellagic
acid (m/z 301) and myricetin-3-O-raminoside (m/z 463), phenolic acids such as caffeic acid (m/z 179)
and gallic acid (m/z 169) and fatty acids (m/z 255, 279, 281, 283, 297 311, 325, 339).

Keywords: chestnut; processing; protein solubility; phenolic compounds; mixture design.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos os padrbes de alimentacdo estdo sofrendo transformacgdes
em todo mundo, em especial nos paises emergentes como o Brasil. O setor
agroalimentar passa por um processo de globalizacdo e desenvolvimento de novas
tecnologias que tém favorecido a substituichio de alimentos in natura ou
minimamente processados de origem vegetal como frutas, sementes, nozes, raizes,
legumes e verduras por alimentos processados e/ou ultraprocessados. O consumo
excessivo destes pode acarretar o desequilibrio no fornecimento de nutrientes e
ingestao excessiva de calorias o que implica no aumento de doencas crbnicas como
obesidade, diabetes, hipertensdo (pressao alta), doencas cardiovasculares e alguns
tipos de cancer (1). Nesse sentido, ha uma preocupacao por parte da sociedade
sobre a origem, seguranca e qualidade dos produtos consumidos, buscando, assim,
maior numero de informacgdes a respeito da natureza dos mesmos (2).

Dentre os alimentos, as nozes séo largamente procuradas e consumidas em
todo o mundo, devido suas propriedades organolépticas e funcionais que contribuem
para a saude humana (3). Diante disso, tem-se recomendado o consumo de
alimentos in natura ou minimamente processados, aumentando, assim a procura por
aqueles de origem vegetal, especialmente, as nozes e sementes. Sabe-se que estes
apresentam um grande potencial nutricional por conter: elevado teor de fibras e
compostos bioativos, tais como vitaminas, proteinas e minerais essenciais a saude
(4,5). Frente estas caracteristicas, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) através
da Consulta de Especialistas sobre Dieta, NutricAo e Prevencdo de Doencas
Crbnicas, sugere a ingestao diaria de 30 g de nozes e sementes para um individuo
adulto, esta quantidade pode reduzir o risco do aparecimento de diferentes tipos de
cancer e de doencgas cardiacas coronarianas (6).

Conforme o guia alimentar elaborado pelo Ministério da Saude para a
populacéo brasileira e publicado em 2014, os alimentos tais como castanhas, nozes,
amendoim e outras oleaginosas sem sal e/ou acUcar foram classificados como
alimentos in natura ou minimamente processados. Oleos derivados desses s&o
definidos como ingredientes culinarios. A adicdo de sal ou agucar os identifica como
alimentos processados e quando submetidos a diversas etapas de processamento
com adicdo de outros ingredientes sado classificados como alimentos

ultraprocessados, por exemplo, barras de cereais. (1)



Dentre as nozes, as castanhas possuem maior abrangéncia de distribuicéo e
consumo, sendo encontradas principalmente na Europa e Asia (7). Entre as nozes
verdadeiras, obtidas de frutas secas, destacam-se a castanha de caju, a castanha-
do-par4, o pistache, a aveld, a macadamia e a noz, jA entre as sementes
comestiveis destacam-se o amendoim, e a castanha de baru ou améndoa de baru
(8,9). O consumo de alimentos que fornecam em seus nutrientes compostos
bioativos, como proteinas e compostos fendlicos, € de suma importancia para a
manutencdo do equilibrio metabdlico no organismo humano, resultando em uma
vida saudavel e na diminuicdo do aparecimento de diversas doencas (1,10).

Dentre os compostos bioativos as proteinas sdo encontradas em alimentos
como leite, carne, ovos, cereais, legumes e algumas oleaginosas (11). Tais
macromoléculas sdo fundamentais em diversos processos fisiolégicos no organismo
humano, haja vista que inUmeras reacfes que ocorrem no metabolismo celular séo
catalisadas por elas. Atualmente, tém-se observado a busca por proteinas vegetais
como ingredientes em sistemas alimentares devido possuirem propriedades
funcionais e nutricionais. Dentre as propriedades funcionais a solubilidade de uma
proteina destaca-se, visto que outras propriedades sdo fortemente dependentes
dessa (12-17).

Os compostos fendlicos sé@o caracterizados como metabdlitos secundarios de
diversas matrizes vegetais como plantas, frutas, legumes, nozes, chés, vinhos
dentre outros que sao utilizados na alimentacdo humana (18,19). Estudos recentes
indicam que esses compostos sao considerados fundamentais para o bem-estar e
longevidade da populagéo (20). Eles apresentam uma série de atividades, tais como
anti-inflamatérias, antimicrobianas, antifingicas, antivirais e anticancerigenas, (21—
23) além de atuarem na prevencdo da sindrome metabdlica, disfuncdo endotelial,
hipertensdo e regulacédo lipidica (24). Os diversos efeitos biol6gicos apresentados
pelos polifendis sdo atribuidos principalmente a facilidade que tém de perderem
seus hidrogénios ionizaveis presentes em suas hidroxilas fendlicas frente a radicais
(25).

s OBJETIVO
» Objetivo geral

Realizar um estudo sistematico combinado a abordagens quimiométricas para

avaliar o efeito do processamento na solubilidade de proteinas e no conteudo

fendlico total de castanhas.



Objetivos especificos

Investigar o efeito do processamento na solubilidade de proteinas em
castanhas de caju e do-parég;

Definir uma condicao 6tima de extracdo de compostos fendlicos em castanha
de caju;

Aplicar a metodologia de extragéo nas demais amostras de castanhas;

Avaliar o efeito do processamento no contetdo fendlico total (CFT) e na

composicdo quimica das amostras de castanhas de caju, do-para e de bara.



Capitulo 1

Estudo do efeito do processamento na solubilidade de proteinas de castanhas



1.1 OBJETIVO

O objetivo do trabalho consistiu na investigacdo do teor de proteinas totais
(soluveis) e da solubilidade de amostras de castanhas in natura, processadas e
ultraprocessadas empregando espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regiao

do ultravioleta/visivel.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Castanha de caju

As castanhas de caju (Figura 1) sdo as nozes verdadeiras mais consumidas
mundialmente, devido ao seu alto potencial nutritivo (26). O caju é provindo do
cajueiro (Anacardium occidentale), arvore que pertence a familia Anacardiaceae e
origindrio da Ameérica tropical, com altura variando entre 10 a 15 metros de tronco
curto e de forma irregular (27,28).

No tocante as caracteristicas fisicas do fruto do cajueiro, este € composto
pelo pedunculo (pseudofruto) que € ligado a castanha (fruto real, constituido de
casca e grao). O pedunculo corresponde a parte de maior massa do caju, sendo
consumida in natura ou na forma de suco, polpa e conserva (29). O fruto do cajueiro,
popularmente conhecido como castanha de caju, € um aquénio de comprimento e
largura variavel, casca coriacea lisa, e mesocarpo alveolado. Na parte mais interna
da castanha esta localizada a améndoa (ou grao), constituida de dois cotilédones
carnosos e oleosos, que compdem a parte comestivel do fruto, revestida por uma
pelicula em tons avermelhados (30). A castanha é ligeiramente curvada e envolta
por uma casca de dificil remocéo, que representa ca. de 5 % da castanha, e sua
améndoa (grdo) pode ser consumida crua, torrada e/ou salgada, ou adicionada a
outros alimentos (26,31).

A castanha de caju € considerada um produto alimentar nutritivo, devido
possuir em sua constituicdo apresentar proteinas, carboidratos e gorduras,
majoritariamente na forma de &cido oleico e acido linoleico (26). O grao da castanha
de caju é normalmente comercializado sem a casca, a fim de se evitar um sabor

amargo/adstringente no produto, e atingir um preco mais elevado no mercado (32).



Figura 1 — Castanha de caju
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Fonte: Autor, 2018

O pedunculo também € nutritivo e conta com a presenca de Varios
compostos, tais como acucares, acidos organicos, compostos fendlicos, e fibras
alimentares, além de possuir elevado teor de vitamina C. Dependendo dos
cultivares, o pseudofruto pode ter uma coloracao e brilho diferentes, podendo ir do
amarelo, passando pelo laranja e vermelho. Seu formato assemelha-se ao de uma
pera, tendo uma geometria pseudocilindrica (33—-35).

O Brasil é um dos principais paises produtores, consumidores e exportadores
desta noz, sendo a castanha de caju o principal produto da pauta de exportacao do
estado do Ceara. O Brasil € um dos paises responsaveis por aproximadamente 92%
da producédo mundial comercializavel. Grande parte das castanhas processadas sao
exportadas para a Europa, os EUA e o Japdo. O cultivo de caju também é destaque
na india, Costa do Marfim, Mogambique, Tanzania, Quénia, Indonésia, Tailandia e
Vietna (27,28,36-38).

1.2.2 Castanha-do-paréa

Outra noz bastante consumida no Brasil e em algumas partes do mundo é a
castanha-do-para (Figura 2), também denominada castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa) pertencente a ordem Ericales e a familia Lecythidaceae. Nativa da floresta
amazobnica, o cultivo e a extracdo dessa castanha trata-se de uma atividade
bastante explorada por comunidades nativas do Brasil, Bolivia e Peru (39,40). A
castanha-do-para também possui um elevado valor nutricional, pois semelhante a
castanha de caju, apresenta valores significativos de micro e macronutrientes
essenciais a saude humana (41-43).

A colheita da castanha do Brasil é frequentemente usada como exemplo de
uma atividade humana sustentavel. Visto que a maioria das castanhas-do-para sao
extraidas diretamente da floresta, e tal extracdo possui um impacto ambiental

relativamente pequeno, ndo ameacando o equilibrio ecoldégico e o meio ambiente,



podendo, assim, fornecer uma valiosa contribuicAo para o manejo florestal
sustentavel (44-47).
Figura 2 — Castanha do-paréa

Fonte: Autor, 2018
A castanheira pode alcancar uma altura de 30 a 50 m e diametro de caule

superior a 3 m em sua fase adulta, habitando normalmente locais de solo duro, de
baixa fertilidade, e bem drenados. A espécie se distribui de forma irregular ao longo
da bacia amazodnica brasileira e estende-se por paises como Peru, Colémbia,
Venezuela e Equador. No Brasil, a arvore encontra-se principalmente nos estados
do Para, Amazonas, Rondbnia e Acre, bem como nas partes florestadas dos
estados do Amap4a, Roraima, Maranhdo e Mato Grosso. O seu fruto possui forma
cilindrica, com cerca de 10 a 20 cm de didametro, envolto por uma casca dura e
espessa de coloracdo castanho-escuro, pode atingir massa de 0,2 kg a 2 kg,
comportando em seu interior uma média de 12 a 24 castanhas que envolvem o0s
gréos, a parte comestivel do fruto (47—-49).

A castanha-do-brasil similar a castanha de caju, possui uma casca muito dura
gue envolve todo o seu gréao, sendo este branco e coberto por uma estrutura marrom
escura (48). A castanha apresenta em sua composicdo elevado teor de nutrientes
tais como fibras alimentares, proteinas, varias vitaminas, compostos fendlicos,
fésforo, tiamina, magnésio e selénio, sendo este Ultimo alvo de inUmeras pesquisas
em relacdo a sua constituicdo na castanha-do-para e a capacidade antioxidante da
mesma (41-44,48-50).

1.2.3 Castanha de baru

A castanha de baru (Dipteryx alata Vog.) é proveniente do fruto do barueiro,
uma arvore nativa do cerrado, pertencente a familia Faboideae Leguminosae. O
baru é fibroso, ovoide, levemente achatado e constituido por uma fina casca de

coloracdo marrom, sendo classificado como um fruto do tipo drupa, ou seja, possuli



uma polpa fibrosa de sabor adocicado e adstringente com um centro endurecido
contendo uma Unica semente oleaginosa comestivel, a castanha ou améndoa de
baru (51-53). No Brasil, a castanha de baru (Figrua 3) recebe varios nomes
populares, dependendo da regido em que se encontra, dentre esses nomes
destacam-se: cumbaru, cumaru, barujo, coco-feijdo, cumarurana, emburena-brava,
feijdo-coco e pau-cumaru (54).

Figura 3 — Castanha de baru

Fonte: Autor, 2018

O barueiro se desenvolve predominantemente no cerrado e na floresta
estacional semidecidua situadas nos estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e S&o Paulo. Pode crescer de 15 a 25 metros de altura,
possuindo um caule reto, e apresenta intensa frutificacdo em sua fase adulta nos
meses de agosto e outubro. Sua Unica semente (améndoa) comestivel produzida
pelos seus frutos é comercializada em empo6rios nos grandes centros, podendo ser
utilizada na fabricagéo de doces e pagoca, ou consumida de forma crua ou torrada,
sendo bastante apreciada pelas populages locais. JA a sua polpa é utilizada na
fabricacdo de doces e geleias (53-56).

Cada arvore pode produzir de 1000 a 3000 frutos, cujo diametro pode ser de
3 a 7 cm, com pesos variando entre 26 a 40 g, que contém uma semente com
massa média 1,17 g. Tanto a casca quanto a polpa apresentam uma cor
amarronzada. A semente varia entre as cores creme e branca, e possuir uma
pelicula marrom escura (57).

A producao de baru é familiar, onde os pequenos agricultores, apés extrair a
castanha, vendem-na para empresas, cooperativas e associacoes representativas
de agricultores familiares, que as processam, principalmente, para elaboragéo de
produtos alimenticios a serem comercializados. A exploracdo do baru é uma
atividade extrativista de baixo impacto ambiental, uma vez que somente os frutos

maduros que caem ao solo séo utilizados (58).



Quanto a carga nutricional da castanha de baru, essa apresenta elevado teor
de lipideos, proteinas, fibras dietéticas e minerais, como potéassio, fosforo, magnésio,
ferro, zinco e calcio. Essa castanha, também possui alto contetido de acidos graxos
insaturados e compostos fendlicos, sendo esses ultimos presentes em quantidades
iguais ou superiores a pinheiros, macadamias, castanhas do Brasil, castanha de
caju, avelds e amendoim. Em virtude dessas caracteristicas listadas, a introducao da
castanha de baru tem sido bastante indicada para compor a dieta humana (51,59—
62).

1.2.4 Processamento dos alimentos

Com a revolucéo industrial observa-se que o padrao alimentar da sociedade
brasileira e mundial vem sendo alterado no sentido da substituicdo de alimentos in
natura ou minimamente processados por alimentos processados e/ou
ultraprocessados, tais como refeicdes prontas, barra de cereais e fast foods. Mais
recentemente, essa mudanca de habito alimentar na populacédo pode estar atrelada
principalmente, ao grande aumento da exposicdo midiatica em propagandas de
televisdo e as estratégias de marketing promovidas pelos fabricantes desses
produtos. Fatores, que levam a populacdo a ingestdo de acgUcares de adicéao,
gorduras trans e saturadas, sodio e a diminuicdo do consumo de fibras, podendo
provocar um quadro de deficiéncia nutricional e um eventual excesso de peso bem
como a doencas crénicas alusivas (63—66).

Alimentos processados sao aqueles in natura que receberam a adicao de sal
e/lou Oleo e/ou aculcar, enquanto os ultraprocessados sao formulacdes industriais
prontas para o0 consumo, feitos inteiramente ou parcialmente de substancias
extraidas, derivadas ou sintetizadas em laboratério destes alimentos (Figura 4).
Estudos mostram que em média, alimentos ultraprocessados possuem maior valor
energético, maior teor de acucar livre e menor teor de fibras do que os alimentos in

natura e processados (63,67,68).



Figura 4 - Estagios de processamento dos alimentos

In natura ou
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¢/ou acicar e/ou agucar industriais

Fonte: Autor, 2018

No Brasil o consumo de alimentos processados e/ou ultraprocessados é
elevado, apresentando uma tendéncia de ascenséao, visto a demanda de mercado
interno, onde ocorre disputas entre os alimentos processados e 0s ndo processados
e também entre as marcas. Esses alimentos possuem caracteristicas singulares que
favorecem o seu consumo excessivo, por exemplo: a frequente comercializagdo em
grandes porc¢les, a hiperpalatabilidade, a longa duracéo, facilidade de transporte, o
gue facilita e induz o habito de comer entre refeicbes e fazer lanches, além de sua
agressiva promoc¢do por meio de persuasivas estratégias de publicidade. Neste
cenario, a pressao das industrias para ganhar progressivo espago no que concerne
a participacdo de produtos processados na alimentacdo brasileira € ampla
(64,67,69).

1.2.5 Proteinas

Proteinas sdo moléculas formadas por unidades de aminoacidos. Tais
unidades apresentam na sua molécula um grupo amino (-NH) e um grupo carboxila
(-COOH) (Figura 5), que em pH fisiolégico econtram-se na forma ionizada e sao
unidos por ligagdo peptidica, cujas fungdes quase invariavelmente dependem de
interacdes com outras moléculas e essas interagfes séo influenciadas de maneira
fisiologicamente importante por alteracdes algumas vezes sutis, outras drasticas, na
conformacdo das proteinas (70). Por essas razdes, estudos de proteinas sao de

suma importancia pois podem descrever as condicbes do ambiente biolégico, uma
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vez que estas moléculas sdo sensiveis a alteracdes que modifiguem o meio no qual

estao inseridas.

Figura 5 — Estrutura geral de um aminoécido.

(@)

H

Fonte: NELSON; COX, 2014 (70)
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As proteinas possuem papel fundamental nos processos biol6gicos.
Praticamente todas as transformagdes moleculares que definem o metabolismo
celular sdo mediadas por catélise protéica. As proteinas exercem também funcdes
regulatorias, controlando as condicdes intracelulares e extracelulares e mandando
informacgBes para outros componentes da célulla (71). Essas biomoléculas também
fazem parte da composicao de inUmeras formulacdes por seus efeitos funcionais e
nutricionais (72).

As proteinas em especial as alimentares, sdo moléculas complexas e
versateis, com diversas fun¢des. A variacdo na funcionalidade esta associada a sua
estrutura. Portanto, o conhecimento da relagdo estrutura-fungdo das proteinas
alimentares é importante para entender o efeito dos fatores de transformacao nos
aspectos fisico-quimicos, sensoriais e nutricionais desses ingredientes alimentares

de alto valor nutritivo (72).

1.2.6 Solubilidade de proteinas

Inimeros estudos vém sendo realizados com diferentes tipos de proteinas
visando melhorar e expandir sua utilizagdo como ingredientes funcionais, visto que
as mesmas possuem uma ampla aplicagdo na industria alimentar. As propriedades

funcionais das proteinas sao influenciadas por varios fatores, incluindo as condi¢des
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do meio em que se encontram, a presenca de ions e de outros compostos, entre
outros (73,74).

Dentre as propriedades funcionais das proteinas, a solubilidade é relevante,
devido a sua influéncia significativa sobre as outras propriedades funcionais das
biomoléculas. Em geral, é necessario que as proteinas utilizadas para a
funcionalidade tenham uma solubilidade elevada, de modo a proporcionarem boas
propriedades de emulséo, espuma, gelificacdo e fusdo, ou seja, uma diminuicao da
solubilidade de uma proteina afeta negativamente sua funcionalidade. A solubilidade
das proteinas relaciona-se com a interacéo hidrofobica superficial (proteina-proteina)
e hidrofilica (proteina-solvente). No caso de alimentos, esse solvente € a agua e,
portanto, a solubilidade da proteina é classificada como uma propriedade hidrofilica
(75).

A solubilidade in vitro de proteinas € uma propriedade importante para os
estudos protedmicos, tornando-se uma questdo relevante em diversas areas da
biotecnologia, incluindo a producdo de proteinas farmacéuticas. Estudos estruturais
e aplicacbes farmacéuticas frequentemente requerem amostras de proteina com alta
concentracao (76-78).

A solubilidade proteica é termodinamicamente a concentracdo da proteina no
solvente, em um sistema simples ou de duas fases (solugcédo de proteina em fases
liquido-liquido ou em fases liquido-sdlido no estado de equilibrio). Matematicamente,
pode-se se expressar o grau de solubilidade de uma proteina como a quantidade de
proteina presente na fase liquida em relagdo a quantidade total de proteina nas
fases liquida e sélida em equilibrio. Do ponto de vista técnico, a solubilidade da
proteina também pode ser definida como um parametro operacional determinado
pela retencdo da proteina no sobrenadante apos a centrifugacdo em solucéo
durante um certo periodo de tempo e sob determinada for¢a de centrifugagdo (79).

A solubilidade de proteinas é variavel, podendo algumas proteinas terem
insolubilidade quase que completa a valores de varios miligramas por mililitro. A
forca idnica, a composicéo idnica, o pH e a temperatura séo fatores extrinsecos que
influenciam na solubilidade de proteinas (80,81). Fatores intrinsecos que influenciam
a solubilidade da proteina sdo definidos principalmente pelos aminoacidos na
superficie da proteina, porém, uma compreensao detalhada de como se pode alterar
as propriedades intrinsecas de uma proteina para aumentar sua solubilidade, ainda

nao é clara (77).
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Um ponto interessante é o pl (ponto isoelétrico), ou seja, o valor de pH onde
predomina a forma eletricamente neutra do aminoacido. O pl de aminoacidos que
ndo apresentam qualquer grupo ionizavel em sua cadeia lateral pode obtido através
da média aritmética dos seus dois valores de pK,. Aminoacidos que apresentam
grupos ionizaveis em sua cadeia lateral tem seu pl calculado pela média aritmética
dos 2 valores de pK, mais o valor do pK; (pKa do grupo R ionizavel) (70).

Uma proteina tem normalmente a menor solubilidade préximo ao seu ponto
isoelétrico (pl), isto €, a interacdo proteina-proteina aumenta porque as forcas
eletrostaticas das moléculas estdo minimas, a carga média delas é nula e menos
agua interage com as moléculas da proteina. Esta € uma condicdo favoravel para
qgue as moléculas de proteina se aproximem, se agreguem, e formem precipitados
proteicos. Para valores de pH acima ou abaixo do pl, tem-se a proteina com carga
liquida negativa ou positiva, respectivamente, permitindo, assim, a interagdo com um
maior numero de moléculas de agua, aumentando sua solubilidade (75,79,82).

O pH em particular afeta a natureza e a distribuicAo de cargas de uma
proteina. Em geral, as proteinas sdo mais sollveis em valores de pH inferiores a 7,0,
baixos (acidos) ou elevados (alcalinos), por causa do excesso de cargas de mesmo
sinal. Tal fato produz uma repulsdo entre as moléculas e, consequentemente,
contribui para a sua maior solubilidade (75).

As propriedades das cadeias laterais dos aminoacidos, principalmente o fato
de algumas terem afinidade ou néo pela agua, sdo importantes para a conformacéao
das proteinas e, portanto, para sua funcdo e solubilidade. Os aminoacidos sao
classificados de acordo com a polaridade do grupo R que apresentam, e podem ser
divididos em 2 grandes grupos: aminoacidos polares (grupo R hidrofilico) e
aminoacidos apolares (grupo R hidrofébico) (83).

Portanto, os aminoacidos tém pelo menos dois grupos ionizaveis, que podem
existir na forma protonada ou desprotonada, dependendo do meio em que se
encontram. Logo, os aminoacidos apresentam 2 regifes de tamponamento, ou seja,
2 valores de pK, que sao observados em suas curvas de titulacdo. Aqueles que
apresentam cadeia lateral ionizavel apresentam uma terceira regido de
tamponamento, ou seja, um terceiro pK,. Entende-se por pK, uma medida da
tendéncia de um grupo doar um préton para o meio (84,85).

A carga elétrica total de uma proteina é tida como o somatério das cargas

apresentadas pelos radicais dos aminoacidos que a compdem. A carga destes
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radicais depende, por sua vez, do valor de seu pK, e do pH da solucéo. Para cada
proteina existe um determinado valor de pH no qual o nUmero de cargas positivas
equivale ao numero de cargas negativas. Nesse valor de pH, a macromolécula é
eletricamente neutra, como acontece com os aminoacidos. Porém, o pl de proteinas
nao pode ser calculado a partir dos valores de pK, dos aminoacidos componentes,
visto que a capacidade de hidratagcdo de uma proteina esté relacionada apenas em
parte com a sua composi¢cdo de aminodcidos, podendo esses darem apenas uma
ideia do valor de pl da mesma. Isso acontece devido ao grande numero de
aminoacidos que compdem uma proteina, e principalmente, porque o valor de pK, e
consequentemente de pl desses varia conforme sua localizagdo na estrutura da
proteina e por uma série de outros fatores (70,85,86).

Logo, o ponto isoelétrico de proteinas s6 pode ser determinado
experimentalmente, embora varios modelos teéricos ja foram propostos para se
prever propriedades dependentes do pH em proteinas. Tais modelos sé&o
incompletos ou apenas aproximaveis, pois alguns apenas conseguem prever certas
propriedades desconsiderando fatores como 0s grupos ionizaveis dos aminoacidos
na proteina, o efeito da interacéo intramolecular entre estes grupos, o enovelamento
proteico, as estruturas que regem a proteina, o efeito da forga ibnica, a existéncia de
estruturas atdbmicas e a falta de cargas nas proteinas, a constante dielétrica do
solvente do meio, a influéncia de grupos neutros, dipolos e o efeito de solvatacao e

desolvatacdo dentre outros varios fatores (82,87).

1.2.7 Métodos de quantificacdo de proteinas

Dentre os métodos usados para determinar o teor de proteinas totais, 0s
baseados em espectrofotometria UV-Vis sdo os mais empregados. Ao longo dos
anos, tém sido propostos varios desses métodos, entretanto ndo existe ainda uma
metodologia considerada de uso universal e unanime. Dentre estes métodos, os
mais utilizados sé@o o do biureto, o método de Lowry, o método de Bradford, do BCA
ou reagente de Smith e o de absorcéo de proteinas no ultravioleta. No entanto, ao
analisar a literatura observa-se que o ensaio de Bradford € o mais utilizado para a
guantificacdo de proteinas totais. Esse método € o0 mais comum em razdo da

simplicidade, rapidez, sensibilidade relativa adequada sensibilidade (88—94).

14



O método de Bradford baseia-se na reacédo do reagente Coomassie Brilliant
Blue G-250 (CBB), com residuos de aminoacidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas em proteinas. Durante a reacdo, a interagdo entre o CBB e a proteina
desloca o equilibrio do reagente para a sua forma aniénica, tendo o complexo CBB-
proteina um maximo de absorbancia em 595 nm. Albumina bovina € normalmente
utilizada como padréo (91,93,95).

No entanto o método de Bradford apresenta algumas limitagdes tais como a
variacdo da absortividade especifica para diferentes proteinas, devido a baixa
solubilidade ou baixa massa molecular das mesmas, pois a proteina deve ter
estrutura macromolecular, ou seja, de 8 a 9 ligagdes peptidicas no minimo. A
reprodutibilidade dos resultados pode ser influenciada pela pureza do reagente CBB,
gue varia conforme a procedéncia. Os lipideos provocam turbidez na amostra. A
ureia, cloretos de sodio e de potassio, e glicerol, interferem no método de Bradford,
ocasionando falsos positivos ou falsos negativos. No caso de alguns polifendis,
esses reagem com as proteinas impedindo a formacdo do complexo CBB-proteina
(93,96).

1.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

1.3.1. Amostras

As amostras de castanha de caju (Anacardium occidentale L.), castanha-do-
pard (Bertholletia excelsa) e castanha de baru (Dipteryx alata) em suas formas in
natura, processadas e ultraprocessadas, utilizadas neste estudo foram adquiridas

junto ao comércio local de Teresina—P| e armazenadas em frascos de polipropileno.

1.3.2. Instrumentacgéo

Para realizacdo das medidas de absorbancia foi utilizado espectrofotbmetro
UV-Vis FEMTO 600 Plus (FEMTO, Sao Paulo, Brasil). No preparo das amotras
foram empregados moinho criogénico (MA775, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil),
liofilizador (L 101, Liobras, Séo Carlos, SP, Brasil), balanca analitica (APX — 200,
Denver, Bohemia, NY, EUA), uma centrifuga (NI 1812, NOVA, Piracicaba, SP,

Brasil), e outra centrifuga microprocessada (Q222TM216, Quimis, Diadema, SP,

15



Brasil), uma mesa agitadora (Q225M, Quimis, Diadema, SP, Brasil), e um pHmetro
(RS 232, MS Tecnopon, Piracicaba, SP, Brasil).

1.3.3. Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica. Para a realizacdo
dos ensaios de solubilidade das proteinas foi feito o uso dos reagentes: hidroxido de
soédio (Dinamica, Brasil), HCI (Merck, Alemanha), Comassie Brilliant Blue G 250
Coloidal (Sigma — Aldrich, EUA), etanol (Isofar, Brasil), acido fosférico (Isofar, Brasil),
Fosfato de aménio dibasico (Sigma — Aldrich, EuA) e padrdo de albumina bovina
(Sigma — Aldrich, EUA). Para o preparo do banho &cido foi usado acido nitrico
concentrado (Quemis, Brasil). Todas as solucbes foram preparadas com agua
ultrapura, obtida em sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA).

1.3.4. Preparo das amostras

Apoés a amostragem, ca. 250 g das amostras foram pulverizadas utilizando-se
pistilo e almofariz, sendo entdo armazenadas em béqueres e em seguida liofilizadas
por 30 h, sendo previamente congeladas com nitrogénio liquido. ApGs a secagem,
as amostras foram pulverizadas empregando moinho criogénico sob a seguinte
programacao: Etapa 1 - pré-congelamento @ 2 min; Etapa 2 — moagem @ 1 min,
intercalados por ciclos de recongelamento e moagem @ 10 min. Entdo, cada
amostra foi armazenada em frascos de polipropileno e mantidas em dessecador

para analises posteriores.

1.3.5. Analise das amostras

A solubilidade de proteinas foi realizada de acordo com o procedimento
proposto por Wang e colaboradores (2016) (97) e Yuliana e colaboradores (2014)
(98), com algumas modificagbes. Pesou-se ca. 1,0 g de amostra em erlenmayers de
250 mL, depois adicionou-se 100 mL de agua deionizada. A mistura foi mantida sob
agitacdo de 210 rpm por 1 h. As solugdes contidas nos erlenmeyers foram

transferidas para tubos falcon de 50 mL que foram centrifugados a 3500 rpm por 10
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min e, entdo, foram filtradas. Aliquota de 10 mL da solu¢cdo da amostra filtrada foi
transferida para 8 tubos falcon de 50 mL. Cada tubo teve seu pH ajustado, para os
valores de 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, e 12 utilizaram-se as solu¢ées HCI 1 mol L™ e NaOH 1
mol L™. Os tubos foram novamente centrifugados a 3500 rpm por 10 minutos, e uma
aliquota do sobrenadante foi retirada para determinacdo do teor de proteinas
empregando o método de Bradford. Para calibragéo utilizou-se solu¢bes padréo de
albumina bovina (98). A solubilidade das proteinas para cada valor de pH foi
expressa em porcentagem utilizando a razdo entre a massa da quantidade de
proteina no sobrenadante e a massa da quantidade de proteina no extrato bruto,

multiplicada por 100. As analises foram realizadas em triplacata.
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1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1. Solubilidade proteica da castanha de caju em funcéo do pH

Uma avaliacdo da solubilidade de proteinas € ideal para fornecer dados
quantitativos de proteinas sollveis e merece uma extensa investigacdo, visto que
esta propriedade também tem papel importante em &reas de biotecnologia,
farmacologia e bioquimica (76—78).

A solubilidade das proteinas é a consequéncia, entre outros fatores, da
interagdo destas com o solvente em que estéo inseridas, de intera¢des idnicas com
sal presente na solucéo, e de forcas eletrostaticas de repulsdo. O pH do meio afeta
a natureza e a distribuicdo de cargas da proteina, por isso estas apresentam
alteracdes na solubilidade em funcdo do pH do solvente. De modo geral, a
solubilidade proteica € méaxima em pH alcalino, minima na faixa de pH 3,0 a 5,0, e
algumas proteinas apresentam alta solubilidade em extremos de pH acido (99). O
efeito do pH na solubilidade das proteinas de castanha de caju in natura,

processada e ultraprocessada pode ser observado na Figura 6.

Figura 6 - Solubilidade proteica da castanha de caju em funcéao do pH.
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Para a amostra de castanha de caju nos trés niveis de processamento,
observou-se uma solubilidade minima no valor de pH 3, sendo de 22,5%, 14,3% e
27,1% para a castanha em sua forma in natura, processada e ultraprocessada,
respectivamente.

A solubilidade minima em pH 3,0 indica que a maior parte das proteinas
presentes nas amostras possuem pls bastante acidos, pH no qual a carga elétrica
liguida das proteinas é nula, devido a quantidade de cargas negativas e positivas
serem as mesmas. Com isso a interagdo proteina-proteina aumenta porque as
forcas eletrostaticas das moléculas estdo minimas, e menos agua interage com as
moléculas das proteinas, dessa forma diminuindo a solubilidade destas espécies no
meio (80,82,98,100). Esse resultado é semelhante ao encontrado por Yuliana e
colaboradores (2014) (98), ao analisarem a solubilidade proteica da casca de
castanha de caju, onde o minimo de solubilidade foi em pH 3,0, indicando
similaridade entre a natureza das proteinas presentes nas cascas e nas améndoas
da castanha de caju.

Para compreensdo desse comportamento, pode-se observar na Tabela 1 os
aminoacidos comumente encontrados nas proteinas presentes na castanha de caju
e seus respectivos pls. Nota-se que o valores de pls encontrados neste trabalho
para as proteinas da castanha de caju provavelmente diferiria daquele que seria
possivelmente encontrado de forma tedrica por meio de uma média aritmética dos
pls dos aminoacidos constituintes.

A Tabela 1 mostra quais os aminoacidos presentes na castanha de caju,
castanha do paré e castanha de baru em mg g™ de proteina e seus respectivos pls.

Ao observar a Tabela 1, pode-se notar que os valores de pl dos aminoacidos
sdo em geral proximos ao valor pH 6, com excecdo de Arginina, Histidina e Lisina,
gue possuem pls basicos e Aspartato e Glutamato que possuem pls acidos.
Entretanto, o valor de pl encontrado para as proteinas da castanha de caju neste
trabalho foi em pH 3,0 e os valores de pl dos aminoacidos mais préximos a este sao
de Asp e Glu, todavia, ndo foram encontrados na literatura valores de composicéo

desses aminoacidos nessa castanha.
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Tabela 1 — Concentracdo de aminoacidos em trés tipos de castanha e seus
respectivos pls.

Castanhas
pl _ Castanha do- Castanha de
Aminoacidos Castanha 1de caju baré Bary
(mg g~ de 1 1
proteina) (Mg g™ de (mg g™ de
proteina) proteina)
His 7,59 26,8 30,2 23,4
lle 6,02 41,5 31,5 37,5
Leu 5,98 80,0 82,4 77,8
Lys 9,74 45,9 37,4 48,4
Met+Cys 5,40 28,1 95,9 22,0
Phe+Tyr 5,57 72,6 71,8 77,2
Thr 5,87 32,2 26,4 44,9
Trp 5,89 13,1 10,1 20,2
Val 5,97 56,5 49,2 51,8
Asp 2,77 - 101,1 101,6
Glu 3,22 - 250,1 216,8
Ala 6,01 44 4 43,0 46,1
Arg 10,76 98,4 151,0 85,6
Gly 5,97 45,5 52,4 47,2
Pro 6,48 53,7 49,8 55,3
Ser 5,68 52,1 46,2 44,1

Fonte: FREITAS; NAVES, 2010(8); NELSON; COX, 2014(70).

No tocante ao pH de maior solubilidade nota-se uma influéncia mais evidente
do nivel de processamento da amostra sobre a caracteristica avaliada das
biomoléculas. Para a amostra ultraprocessada, o pH com maior conteudo de
proteinas na fracao soluvel foi a pH 12, 79% do total. Enquanto, para a castanha de
caju na forma processada e in natura, 0 maximo de solubilidade foram de 86,7% e
81% em pH 10, respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados na
literatura, onde o perfil de solubilidade proteica teve seu maximo em pHs alcalinos.

No trabalho desenvolvido por Lawal (2004) (101) a solubilidade maxima das
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proteinas de alfaborra africana foi observada em pH 10. Cavalcanti, Bora e Carvajal
(2009) (102) ao estudarem as propriedades funcionais das proteinas de améndoas
da faveleira com espinhos e sem espinhos encontram uma solubilidade proteica
maxima também em pH 10. Donadel e Prudencio-Ferreira (1999) (86) chegaram a
resultados semelhantes ao analisarem a solubilidade proteica em funcao do pH para
amostras de feijdo comum envelhecido. Ragab, Babiker e Eltinay (2004) (16), ao
investigarem o efeito do pH na solubilidade de proteinas do feijdo-caupi obtiveram a
maior solubilidade em pH 10. O mesmo ocorre para o trabalho desenvolvido por
Silva, Azevedo e Azevedo (2015) (103), ao estudarem algumas propriedades
funcionais de dois isolados proteicos das améndoas da munguba.

Durante toda a faixa de pH as respostas variaram para cada amostra,
entretanto, uma tendéncia geral € observada. A solubilidade das proteinas aumentou
para todas as amostras com o aumento do pH, sofrendo uma ligeira reducédo em pH
12, para as amostras in natura e processada. Tal tendéncia decorre do fato de que
as proteinas ao se afastarem de seu ponto isoelétrico adquirem carga elétrica liquida
positiva ou negativa, sendo a primeira para valores de pH alcalinos e a segunda
para valores de pH baixos (acidos). Dessa forma, aumentando as repulsées
eletrostaticas devido um excesso de cargas de mesmo sinal, separando as
moléculas de proteinas, assim diminuindo as interacdes proteina-proteina e
aumentando as interacfes proteina-solvente, e, consequentemente, contribuindo
para uma maior solubilidade dessas. Tal perfil de solubilidade € comum para a
maioria das proteinas vegetais, que possuem solubilidades minimas entre os pHs 3
e 5 e solubilidade méxima em pH superior a 7,0 (82,98,104).

Outra explicacdo para a ligeira reducdo da solubilidade para as amostras in
natura e processada em pH 12, bem como a pequena solubilidade em pH 2, pode
ser o fato de que valores de pH elevados as vezes afetam a ionizacdo dos
grupamentos de algumas proteinas, alterando a carga liguida da mesma e
conferindo a molécula uma elevada carga positiva ou negativa, que depende do
valor de pH, dessa forma, ocasionando uma repulséo intramolecular eletrostatica e o
rompimento de algumas ligacdes de hidrogénio que mantém o nucleo proteico, 0
gue expde o interior hidrofébico da proteina. Ou seja, ocorre uma desnaturacado da
proteina com exposicdo de superficies hidrofobicas associadas, o que leva a
precipitagéo (70,82,85).
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O fato da amostra em estagio ultraprocessado ter apresentado maior
solubilidade em pH inferior a 6,0 e no pH de solubilidade minima, pode ser explicado
devido a quantidade de proteina solUvel presente nesta amostra ser inferior as
demais, como pode ser observado pela Figura 7. Dessa forma, a solubilidade é
diretamente afetada, haja vista que uma maior quantidade de moléculas de agua
estara disponivel para solvatar uma menor quantidade de moléculas de proteina,
além de que, espera-se que peptideos menores gerados a partir das proteinas
hidrolisadas apresentem mais residuos polares, com a possibilidade de formar

ligacdes de hidrogénio com a agua, o que aumenta a solubilidade (100).

Figura 7 — Teor de proteinas sollveis totais (mg g™* de albumina) na castanha de
caju em diferentes estagios de processamento.
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Como pode-se observar, a castanha de caju ultraprocessada apresenta 11,7
mg de equivalente de albumina por g de amostra, enquanto a amostra processada e
in natura apresentam 59,4 mg g™ e 56,8 mg g™ respectivamente, esses resultados
sao relativamente distantes dos valores reportados na literatura com concentragdes
em média de 241,40 mg g* (8,105). Isso pode ser justificado pelo fato de que em

geral as proteinas majoritarias em sementes sdo as globulinas variando de 35-72%
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(106), especificamente as castanhas de caju sdo constituidas 66,9% de globulinas
(207).

1.4.2 Solubilidade proteica da castanha do-para em funcéo do pH

A Figura 8 mostra a influéncia do pH na solubilidade das proteinas de

castanha-de-pard in natura, processada e ultraprocessada.

Figura 8 — Solubilidade proteica da castanha-do-para em funcéo do pH.
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Diferentemente das amostras de castanha de caju, as de castanha-do-para
em sua totalidade tiveram um minimo de solubilidade no valor de pH 4, sendo de
34,7%, 25,8% e 46,6% para a sua forma in natura, processada e ultraprocessada
respectivamente. Dessa forma, pode-se afirmar que a maioria das proteinas
presentes nas amostras de castanha-do-para possuem pl ca. pH 4,0, resultando no
maior percentual de precipitacao na faixa avaliada.

Apesar de nao ser possivel obter o pl de uma proteina por meio dos pls de
seus aminoacidos constituintes, é possivel ter uma ideia deste. Observando-se a

Tabela 1, & perceptivel, que em geral, existe uma concentragdo relativamente
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elevada de aminoacidos com pls acidos como Aspartato e Glutamato em relagéo
aos demais aminodcidos nas proteinas da castanha-do-pard, o que contribui em
parte para a solubilidade minima no pH apresentado. Os resultados obtidos também
revelam que o nivel de processamento da castanha néo interferiu na solubilidade
minima das proteinas em relacéo ao pH.

Resultados semelhantes foram encontrados por Ferreyra e Colaboradores
(2007) (74), ao analisarem a solubilidade proteica em fungdo do pH de farinha
desengordurada de amendoim. Comportamento similar foi encontrado nos trabalhos
desenvolvidos por Ragab, Babiker e Eltinay (2004) (16) e Neves e colaboradores
(2003) (99), ao investigarem o efeito do pH na solubilidade de proteinas do feijao-
caupi. Os resultados também se assemelham aos de Cavalcanti, Bora e Carvajal
(2009) (102), ao estudarem as propriedades funcionais das proteinas de améndoas
da faveleira com espinhos e sem espinhos.

Quanto a solubilidade maxima, os resultados foram semelhantes aos obtidos
para a castanha de caju. Sendo que as proteinas das amostras de castanha-do-para
in natura e processadas apresentaram ca. 79% e 74%, respectivamente, solUveis
em pH 10, enquanto as das ultraprocessada foram 87% em pH 12.

Comparando a solubilidade das proteinas das castanhas de caju e —do-para
nos diferentes niveis de processamento observa-se que para pH>5,0 ocorre um
aumento consideravel da caracteristica avaliada como se observa nas Figuras 2 e 4.
Outra semelhanca que pode ser identificada € a solubilidade superior das proteinas
das castanhas nas amostras ultraprocessadas em pH inferior a 6,0 em relacdo a
suas formas in natura e processada. Outro ponto que deve ser considerado é o
comportamento no pH de solubilidade minima para as duas castanhas, aquelas no
estagio ultraprocessado apresentaram solubilidade maior, seguido das in natura e
processadas.

Assim como as castanhas de caju, as castanhas-do-para apresentaram na
faixa de valores de pH investigada solubilidades que variaram para cada amostra,
porém em uma mesma tendéncia. As solubilidades das proteinas em pH’s alcalinos
foram superiores aquelas em meio acido. As proteinas das amostras
ultraprocessadas tendem aumentar a solubilidade em pH 12 enquanto as das
amostras in natura e processada sofrem uma reducdo, devido a possivel

desnaturacdo que ocorre em algumas proteinas neste valor de pH. Provavelmente,
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no nivel de processamento mais elevado ndo deve apresentar proteinas menos
soluveis em pH 12.

Quanto a carga proteica total soluvel, a castanha-do-para mostrou-se mais
rica em suas formas in natura e processada que a castanha de caju, apresentando
146,0 mg g*, 163,5 mg g' e 7,5 mg g* na amostra natural, processada e
ultraprocessada, respectivamente. Diferentemente das castanhas de caju as do-para
apresentaram concentracdes proximas aos valores reportados na literatura de 141,1

mg g™ (8). Os valores podem ser visualizados na Figura 9.

Figura 9 - Teor de proteinas sollveis totais (mg g™ de albumina) na castanha-do-
para em diferentes estagios de processamento.
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Apenas no estagio ultraprocessado a castanha-do-para apresentou menor
guantidade de proteina sollavel total que a castanha de caju, sendo de 7,5 mg de
equivalente de albumina por grama de amostra para a primeira e 11,7 mg g™ para a

ultima.
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1.5. CONSIDERACOES PARCIAIS

Quanto a concentracdo de proteinas, o processamento do alimento interferiu
significativamente nessa propriedade nutricional. A castanha de caju no estagio
ultraprocessado apresentam teor de proteina ca. 5 vezes menor ao da in natura,
enquanto que a do-pard foi 20 vezes inferior. Sobre a solubilidade proteica, as
amostras de castanhas apresentaram menores valores em pH’s acidos na faixa de 3
a 5 devido estes estarem préximos ao pls das proteinas de sua composicdo. A
solubilidade proteica aumenta para valores de pH > 5,0, sendo maxima em meio
alcalino de pH entre 10 e 12. No proximo capitulo seré investigado o Conteldo
Fendlico Total (CFT) nas amostras de castanhas nos diferentes niveis de
processamento para avaliar a influéncia deste nos teores de compostos fendlicos e

na composicao quimica das amostras em estudo.
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Capitulo 2

Avaliacdo dos compostos fenélicos em castanhas in natura, processadas e

ultraprocessadas
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2.1. OBJETIVO

O objetivo do estudo apresentado neste capitulo consistiu na otimizacao da
condicdo oOtima de extracdo de compostos fendlicos da castanha de caju
(Anacardium occidentale L.) avaliando diferentes solventes extratores (acetona,
agua, etanol e metanol) e suas combinagfes por meio do planejamento centroide
simplex e metodologia de superficie resposta. Além disso, a andlise por ESI(-)-
Q/TOFMS aliada as Anélises de Componentes Principais (PCA) e por Agrupamento
Hierarquico (HCA) foram realizadas para avaliar a influéncia da variedade de
compostos fendlicos da castanha de caju sobre os procedimento de extracdo bem
como verificou-se o efeito do processamento no contetdo de fendis totais (CFT) e

na composicao quimica das amostras de castanha.

2.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas em toda a
natureza, do qual mais de 8000 mil deles ja foram descobertos em plantas. Essas
substancias sdo classificadas como metabdlitos secundarios dos vegetais,
apresentam funcdo de defesa, atuando como antipatogénicos e agem no
crescimento e reproducdo das plantas. Em nivel celular, influenciam o metabolismo
de lipidios e 0 mecanismo bioquimico da respiracao, inibindo o transporte de glicose
e a sintese de celulose. Os compostos fendlicos sdo empregados pela industria
alimenticia para conferir cor, adstringéncia e aroma aos alimentos (18,108-111).

Os compostos fendlicos (Figura 10) sdo definidos como substancias que
possuem um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo
seus grupos funcionais. Dispdem de estrutura varidvel e com isso desenvolvem
atividades multifuncionais. Os fendis abrangem desde moléculas simples até
moléculas com elevado grau de polimerizacdo, podendo estar presentes nos
vegetais de forma livre ou associados a agucares e proteinas. A diversidade desses
compostos deve-se a grande variedade de combinagdes que ocorrem na natureza e

0S compostos resultantes sdo denominados polifendis (112,113).
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Figura 10 — Estrutura geral de um composto fendlico.
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Dentre os compostos considerados fendis estdo os acidos fenolicos derivados
de &cido benzoico e cinamico, cumarinas, flavonoides, estilbenos, antocianidinas,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas entre outros (114). Os
fendis e polifendis podem ocorrer sob diferentes formas em locais distintos da
planta, sendo essas comestiveis ou ndo. Esses compostos apresentam significativa
estabilidade, resistindo ao processamento industrial, sendo encontrados em
alimentos processados. Por exemplo, no trabalho desenvolvido por Aires et al.
(2016), os autores quanticaram &cido elagico, acido gélico, catequina e epicatequina
em castanha portuguesa. A reatividade é outra caracteristica destas substancias,
gue permitem formar ligagcdes covalentes e complexos com outros metabdlitos da
planta (115).

Os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos importantes
encontrados na natureza, eles podem ser classificados em diferentes grupos, como:
catequinas, antocianidinas, flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavan-3-ols e
flavondis, de acordo com suas diferencas estruturais (116,117). Esses compostos
apresentam massa molecular variada, entre 200 a 3000 Da, mas em sua maioria
apresentam baixa massa molecular e sdo constituidos por 15 atomos de carbono,
dispostos num arranjo C6-C3-C6. E caracteristico dos flavonoides apresentar em
suas estruturas 2 anéis aromaticos ligados por uma ponte de 3 carbonos,
geralmente na forma de um anel heterociclico. As variacbes nos padrbes de
substituicdo do anel heterociclico resultam nas principais classes de flavonoides.
Enquanto as substituicdbes nos 2 outros anéis resultam em compostos diferentes
dentro de cada classe de flavonoides (118).

Observando a literatura, nota-se um aumento de trabalhos focados no estudo

de compostos fendlicos, devido ao seu crescente valor comercial para as industrias
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de cosméticos e farmacos bem como o efeito benéfico causado por esses na
nutricdo humana (115). A caracteristica antioxidante dos compostos fendlicos foi a
motivacdo para realizacdo de inimeras pesquisas focadas em avaliar a influéncia
desses compostos na prevencao de doencas, como alguns tipos de cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes, acidentes vasculares cerebrais e demais doencas
relacionadas ao envelhecimento. Atualmente, os estudos estdo dirigidos para 0s
efeitos benéficos destes compostos na alimentagdo humana (119).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos é explicada principalmente
pelas suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Essas propriedades exercem
um papel significativo na neutralizagdo ou no sequestro de radicais livres, bem como
na quelacéo de metais de transi¢cdo, agindo tanto no processo de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios que sao formados pela acao
dos antioxidantes fendlicos séo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura desses compostos (114,120-122).

Portanto, varios destes compostos estdo sendo associados a diferentes
atividades  biolégicas, tais como antimutagénicas, anticarcinogénicas,
antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias, com efeitos neuro e
cardioprotetores, além de promoverem a inibicdo da agregacdo plaquetaria e
funcBes imunoldgicas, participam na protecao direta do DNA e na promoc¢do da

apoptose entre outras atividades (123-125).

2.2.2 Extracdo e quantificagdo dos compostos fendlicos

A extracdo consiste na etapa prévia a analise dos compostos fendlicos, de
maneira que as estratégias utilizadas nesta fase experimental refletirdo diretamente
no resultado a ser obtido. Esta etapa é fundamental no isolamento, identificacdo e
posterior utilizacdo desses compostos, apesar de ainda nao existir um método de
extracdo univoco e padrdo. A extracdo com uso de solventes e com fluido
supercritico sdo o0s procedimentos mais utilizados para o isolamento dessas
substancias (118).

O procedimento de extracdo de compostos fenolicos em vegetais é
influenciado pela natureza quimica de suas matrizes, o0 método de extracao, o tempo
de extracao, distribuicdo de particulas da amostra, condi¢cdes de armazenamento e

pelos solventes e propor¢cdes (solvente/amostra) utilizadas para esse processo. A
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natureza quimica dos compostos fendlicos presentes nas plantas varia de
substancias simples a altamente polimerizadas, incluindo propor¢fes variaveis de
diversos fenais e polifenois. Em virtude disso, os extratos fendlicos sdo sempre uma
combinacdo de diferentes classes de fendis solliveis no solvente utilizado na
extracao (126).

Logo, a solubilidade de compostos fendlicos depende de alguns fatores: tipo e
polaridade do solvente, grau de polimerizacéo e interacdo dos compostos fendlicos
com outros componentes da matriz vegetal. Essa caracteristica dificulta a
padronizacdo de um protocolo de extracéo (126,127).

Véarios métodos de extracdo de compostos fendlicos de diferentes matrizes
sdo reportados na literatura, nas quais utilizam-se varios solventes com polaridades
diferentes, tais como metanol, etanol, acetona, acetato de etila e 4gua e, em menor
extensdo, propanol e dimetilformamida. A combinacdo em diferentes proporcoes
destes solventes também é frequentemente utilizada para a extracdo de fendis
(126,128).

Os métodos espectrofotométricos ou cromatograficos sdo os mais utilizados
para a quantificacdo de compostos fendlicos em amostras vegetais. O amplo
emprego de métodos espectrofotométricos deve-se ao fato de serem simples,
rapidos, de alta repetitividade e reprodutibilidade, baixo custo e confiaveis (129,130).

Vale ressaltar que o0s ensaios espectrofotométricos apenas fornecem uma
estimativa do conteudo fendlico total. Para investigar compostos fendlicos
individuais presentes no extrato faz-se necessario a realizacdo de experimento
empregando sistemas cromatograficos convencionais ou acoplados ao
espectrometro de massas (129).

A maioria dos trabalhos reportados na literatura empregam o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu para a quantificacdo do teor total de fendis e
polifendis nos diferentes tipos de amostras. Uma vantagem deste método refere-se
ao fato de apresentar resposta equivalente a diferentes substancias fendlicas
presentes nos diversos materiais biol6égicos com significativa reprodutibilidade (130—
132).

O método de Folin-Ciocalteu baseia-se na reducdo quimica dos acidos
fosfotungstico (H3sPW12040) e fosfomolibidico (HsPM01,040), presentes no reagente
de Folin-Ciocalteu pelos fendis existentes na amostra. O molibdénio e o tungsténio

encontram-se no estado de oxidacdo +6, na presenca de certos agentes redutores,
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como os compostos fendlicos, formam-se os complexos chamados molibdénio azul e
tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais esta entre +5
e +6. Esses apresentam coloracdo azul e absorvem radiagdo em 765 nm. Nesse
método emprega-se padrdo de acido galico para calibracdo, sendo o resultado
expresso em equivalente de acido galico (EAG) (114,126,129,133).

2.2.3 Planejamento de misturas para otimizacdo do método de extracao de

compostos fendlicos

Com o avango e desenvolvimento de métodos instrumentais analiticos,
incluindo automacao na geragao e aquisicdo de dados, uma grande quantidade de
valores numéricos e informacdes tém sido obtidos. Nesse sentido, a aplicacdo da
Quimiometria facilita a interpretacdo de forma mais rapida e eficaz da crescente
gama de dados originados por um sistema (134). Os planejamentos experimentais
sdo utilizados para maximizar ou minimizar algum tipo de resposta que é obtida por
uma série de experimentos (135).

Geralmente, a otimizacdo de variaveis experimentais € realizada por meio de
procedimentos que avaliam o efeito de uma variavel por vez, ou seja, de forma
univariada. No entanto, essa abordagem apresenta algumas limitacdes, tais como
maior tempo de analise e negligencia dos efeitos das interacfes entre as variaveis
na resposta observada. Nesse sentido, essa abordagem resulta em uma otimizacao
ineficiente, ndo remetendo a condicao 6tima verdadeira, cuja obtencdo é alcancada
por meio do emprego de técnicas multivariadas (136).

Dentre os planejamentos experimentais que utilizam sistemas multivariados, a
modelagem de misturas € uma técnica bastante utilizada, aplicavel quando se utiliza
um sistema que consiste em uma mistura, ou seja, quando as variaveis sao
dependentes entre si (137).

Dois tipos de variaveis podem influenciar a resposta de um sistema quimico:
as de processo e as de mistura. Os planejamentos experimentais para o estudo de
misturas apresentam uma importante diferenca em relacdo aos planejamentos
fatoriais. Modificacdes nos niveis das variaveis de processo sdo capazes de afetar o
resultado experimental por meio de seus efeitos principais (efeitos individuais) e de

interacdo com outras variaveis de processo. Porém, seus niveis podem ser variados
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de forma independente uns dos outros durante o modelamento, sendo normalmente
0 que acontece nos planejamentos fatoriais (138).

Por exemplo, ao modificar-se os valores dos niveis dos fatores que envolvem
um planejamento fatorial, espera-se que néo sé o rendimento seja modificado, mas
também as propriedades do produto final. Entretanto, quando o sistema se trata de
uma mistura, ao modificar-se 0s niveis dos fatores, espera-se que apenas o
rendimento se altere, mas que o produto final ndo seja modificado. ISso acontece
porque as propriedades de uma mistura sdo determinadas pelas proporcdes dos
niveis de seus fatores, e ndo por valores absolutos destes (137).

Nao héa limitagbes quanto ao estado fisico dos componentes, podendo estes
serem solidos, liquidos ou gasosos, desde que as propriedades do sistema quimico
sejam definidas pela proporcéo entre eles na mistura. Dessa forma, a quantidade de
cada componente do sistema deve ser investigada como uma variavel (variavel de
mistura), que nao é independente das demais, pois 0 somatoério das proporcdes de
seus componentes deve ser a unidade (138).

Nesse sentido, a modelagem de misturas consiste em ajustar um modelo
matematico polinomial a uma superficie de resposta obtida segundo um
planejamento experimental especifico, denominado como planejamento estatistico
de misturas. O planejamento estatistico de misturas empregado depende da
complexidade do modelo matematico do qual se quer ajustar e do numero de
componentes da mistura. Esse planejamento acarreta a execu¢cdo de um numero
definido de experimentos, que servem para ajustar o modelo matematico
selecionado e que permite determinar os parametros com um menor namero de
erros (137,138).

2.2.4 Espectrometria de massas para identificacdo de compostos fenélicos

A identificagcdo de compostos fendlicos € muitas vezes uma tarefa dificil
devido a grande variedade de estruturas que essas substancias possuem. Nesse
sentido, a ionizacdo por eletrospray (ESI), em especifico, vem sendo bastante
utilizada, visto que essa técnica de ionizagcdo suave gera moléculas protonadas ou
desprotonadas. A obtencdo das massas exatas desses compostos € bastante
importante para determinar formulas quimicas das quais facilitam a identificacdo dos

mesmos. Nesse aspecto, o analisador de massas por tempo de voo acoplado ao
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guadrupolo (Q-TOF MS) combina alta sensibilidade e resolucdo possibilitando a
caracterizacao estrutural dos compostos (139).

A interface ESI apresenta elevada versatilidade, sendo observado seu
acoplamento a diversos analisadores de massas, por exemplo, ESI-TOF.
Instrumento com essa configuracédo apresenta a fonte de ESI ortogonal ao TOF. Tal
fato deve-se a caracteristicas dos componentes, sendo o TOF, um anlisador de
massas pulsado e ESI uma fonte continua de ions. Para facilitar esse acoplamento
foi desenvolvida uma configuracdo instrumental, tendo um analisador de massas
guadrupolo posterior a fonte, sendo o ESI-Q-TOF. O quadrupolo atua como um filtro
de ions de 100 a 3000 m/z, sendo a separacdo dos ions realizada pelo TOF cuja
resolucdo pode alcancar até 100.000 (separando a m/z em intervalos de 0,001)
(140).

Um analisador TOF possui a capacidade e a vantagem de produzir medidas
de massa exatas, podendo confirmar ou excluir potenciais férmulas moleculares.
Além do mais, pode fornecer abundancias isotépicas e a composicao elementar de
ions fragmentos, os quais sado de grande relevancia para o estudo de interferéncias
estruturais por compostos desconhecidos (141).

Diversos trabalhos utilizam a técnica de ESI-Q-TOF-MS/MS aliada a outras
técnicas analiticas para a separacao e identificacdo de compostos fendlicos nas

mais diversas matrizes (142-146).
2.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
2.3.1. Amostras

As amostras de castanha de caju (Anacardium occidentale L.), castanha-do-
pard (Bertholletia excelsa) e castanha de baru (Dipteryx alata) em suas formas in
natura, processadas e ultraprocessadas, foram adquiridas no comércio local de
Teresina-Pl e armazenadas em frascos de polipropileno mantidas em dessecador.

2.3.2. Instrumentacao

Para preparo da amostra, empregou-se um liofilizador (L 101, Liobras, S&o

Carlos, SP, Brasil) para a secagem. A moagem das amostras foi realizada em
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moinho criogénico (MA775, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Os procedimentos
envolvendo agitagdo e centrifugagdo foram realizados em uma mesa agitadora
(Q225M, Quimis, Diadema, SP, Brasil) e em uma centrifuga microprocessada
(Q222TM216, Quimis, Diadema, SP, Brasil), respectivamente. Todas as pesagens
foram feitas usando balanca analitica (APX — 200, Denver, Bohemia, NY, EUA).
Para realizacdo das medidas de absorbancia do método de Folin-Ciocalteu foi
utilizado um espectrofotometro UV-Vis Lambda 25 (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA). Os espectros de massas foram adquiridos em espectrometro de massas com
analisador quadrupolo e por tempo de voo (MicrOTOF-Q II, Bruker Daltonics,

Bremen, Alemanha).

2.3.3 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica adequada. Todas as
solucdes foram preparadas com agua desionizada (= 18,2 MQ.cm) obtida de um
sistema Milli-Q Direct (Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA). A limpeza dos
materiais foi realizada com solucdo 10% (v:v) de HNO3 por 24 h, em seguida foram
lavados com agua deionizada e secos sob temperatura ambiente. Para os ensaios
de otimizacdo das condi¢cGes de extracdo de polifendis empregaram-se 0s solventes:
acetona (Isofar, Brasil), etanol (J. T. Baker, Brasil) e metanol (Sigma — Aldrich, EUA).
Para a determinacdo do teor total de fendis foi utilizado o reagente de Folin-
Ciocalteu (Sigma — Aldrich, EUA), acido gélico (Sigma — Aldrich, EUA), e carbonato
de sédio (Sigma — Aldrich, EUA).

2.3.4. Preparo das amostras - secagem, moagem e armazenamento

Apds a amostragem, ca. 250 g foram maceradas utilizando pistilo e almofariz
e, depois, submetidas a liofilizacdo durante 30 h. Em seguida, foi feita a moagem
das amostras em moinho criogénico conforme o seguinte programa: Etapa 1 - pré-
congelamento @ 2 min; Etapa 2 — moagem @ 1 min, intercalados por ciclos de
recongelamento e moagem @ 10 min. Por fim, cada amostra foi armazenada em
frascos de polipropileno hermeticamente fechados, mantidas em dessecador para

analises posteriores.
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2.3.5. Extracdo dos compostos fendlicos

Buscando obter a melhor condigcédo de extracdo dos compostos fendlicos das
amostras de castanha de caju, foram feitos ensaios com misturas de solucdes
extratoras contendo acetona, agua, etanol e/ou metanol (Figura 11). A extracdo dos
compostos fendlicos foi realizada segundo Contine et al. (2008) (147) e Pereira e
Tavano (2014) (148), com algumas modificacdes. Realizou-se a adigdo de 10 mL de
solucéo extratora a 1,0 g de amostra pulverizada e seca. Em seguida, a mistura foi
submetida a agitacdo de 210 rpm por 2 h e centrifugada a 3500 rpm durante 15 min.
Logo apods, os sobrenadantes foram coletados e armazenados em frasco ambar a
temperatura de 5 °C. A Figura 6 apresenta o planejamento experimental empregado
visando a obtencao da melhor solucdo de extracdo. Cada ensaio foi realizado em

duplicata.

Figura 11 - Planejamento de misturas empregado para extracdo de compostos

fendlicos.

Etanol(e)

Acetona(a)

Metanol(m)

Fonte: Autor, 2018
2.3.6. Quantificacdo do conteudo de fendlico total (CFT)

O teor de fendis totais foi determinado baseado no método proposto por
Moncéo e colaboradores (2015) (133). Foi transferida uma aliquota de 1,0 mL dos
extratos para tubos falcon de 15 mL, onde se adicionou 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu e 5 mL de agua deionizada. Posteriormente, os frascos foram agitados por

1 min e adicionado 2 mL de uma solucao de Na,CO3; 15% (m:v), agitando-se por 30
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s. Entdo, o volume de cada tubo foi completado a 10 mL com agua deionizada e
incubados sob protecdo da luz a temperatura ambiente por 2 h. As medidas de
absorbancia de cada amostra foram realizadas em triplicada em A=750 nm. A
concentracdo total de fendis nas amostras foi expressa em miligramas de

equivalente de acido galico por grama de material vegetal (mg de AG g™).
2.3.7. Obtencdo do perfil de fendis de extratos por ESI(-)-Q-TOF MS

Para avaliacdo dos extratos obtidos nos ensaios propostos pelo planejamento
e para as amostras de castanhas nos diferentes estagios de processamento utilizou-
se ESI(-)-Q-TOF MS. Para tanto, a solucéo dos extratos de 100 mg L™ foi injetada
por meio de infusdo direta a 180 pL h™. Os espectros de massas foram registrados
no modo negativo com ionizagao por eletrospray, ESI(-), na faixa de m/z 100 a 1000
Da, operando com voltagem do capilar a 3500 V, pressao do gas de nebulizacdo a
2,0 bar, fluxo do gas de secagem de 6,0 L min™ e temperatura de secagem de 190
°C. A calibracéo externa foi realizada com solucédo de cluster de formiato de sédio
[M*(NaCHO,),]”, correspondente & uma série de moléculas protonadas [M-H]" com
adicdo de 68 Da. Os espectros de massas foram processados em software

Compass Data Analysis (versao 4.1, Bruker Daltonics).
2.3.8. Andlise estatistica dos dados

O software STATISTICA 8.0 foi empregado para a modelagem do
planejamento centroide simplex e obtencdo dos graficos de superficie resposta do
experimento proposto.

Os fingerprints dos espectros de massas dos extratos do planejamento foram
analisados empregando meétodos de reconhecimento de padrdo nao
supervisionados, PCA (analise por componentes principais) e HCA (andlise
hierarquica de agrupamentos). Para tanto, os espectros de massas foram
organizados em uma matriz de dados, centrados na meédia e analisados com o
MATLAB.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Otimizacdo do método de extracdo de compostos fendlicos empregando

modelagem de mistura

Diante da complexidade e da diversidade estrutural dos compostos fendlicos,
um procedimento 6timo de extracdo deve ser abrangente e livre de interferentes
(149). Logo, faz-se necessario avaliar diferentes solventes organicos e suas
possiveis combinacdes mais utilizadas na literatura
(108,115,118,123,126,131,147,148,150,151) por meio de uma abordagem
multivariada baseada na modelagem de misturas. A Tabela 2 apresenta o0s
resultados nos diferentes ensaios realizados com o0s solventes e suas misturas
propostas pelo planejamento centroide simplex (Figura 6).

Tabela 2 — Concentracdo de fenéis (mg de AG g™) nos diferentes ensaios propostos
pelo planejamento centroide simplex.

Ensaio w a m e Concentracao de

fendis (mg g™)

S1 1 0 0 0 2,23+0,05
S2 0 1 0 0 1,86 + 0,23
S3 0 0 1 0 1,53+0,15
S4 0 0 0 1 5,93 +2,02
S5 1/2 1/2 0 0 209+04
S6 1/2 0 1/2 0 1,66 + 0,25
S7 1/2 0 0 1/2 1,77 £ 0,16
S8 0 1/2 1/2 0 4,13 +1,71
S9 0 1/2 0 1/2 2,98 +0,23
S10 0 0 1/2 1/2 2,61+0,64
S11 1/3 1/3 1/3 0 1,51+0,21
S12 1/3 1/3 0 1/3 1,59+ 0,16
S13 1/3 0 1/3 1/3 1,48 + 0,021
S14 0 1/3 1/3 1/3 5,92+0,18
S15 (C) Ya 1/4 Ya 1/4 1,63 +0,14

w = 4gua,; a = acetona; m = metanol; e = etanol
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Comparando as meédias das concentracfes de fendis extraidos pelos
solventes puros e misturas, em geral, pode-se notar que a eficiéncia de extracéo
aumentou numericamente na seguinte ordem: mistura quaternaria de solventes
(1,63 £0,14), mistura binaria de solventes (2,54 +0,93), mistura terciaria de solventes
(2,62 +2,20) e solventes puros (2,89 £2,05), muito embora, estatisticamente,
conforme o teste t, nenhuma diferenca significativa entre os grupos tenha sido
encontrada ao nivel de confianga de 95%.

Para a descricdo dos dados obtidos foram avaliados o modelo linear,
guadratico e cubico especial. Dentre estes, o cubico especial foi escolhido. Pois de
acordo com a ANOVA observa-se que o modelo ndo apresentou falta de ajuste, ja
gue o0 F¢y de 1,59 foi menor que o Fip de 2,71. O coeficiente de determinacéo
multipla R?, que avalia a capacidade de predicdo do modelo (152), descreve ca.
81,3% da variancia dos dados e o modelo apresenta uma maxima variacdo
explicada de 89,2%. A analise dos residuos do modelo demonstrou que 0s mesmos
seguem uma distribuicdo normal (Figura 12), indicando que as variacbes nas
medidas realizadas resultam de erros aleatorios decorrentes de fatores inerentes ao
procedimento experimental. Estes erros normalmente tendem a se anular,
promovendo uma sensivel influéncia sobre o valor médio (153). A Tabela 3
apresenta os parametros da ANOVA para avaliar a qualidade do modelo cubico

proposto para descrever os dados experimentais obtidos.

Tabela 3 — ANOVA para o modelo cubico especial com efeitos ndo significativos

ignorados.
Fonte de Graus de Soma Média F p-value
variacao Liberdade(GL) Quadratica (SQ) Quadrética

(MQ)
Modelo 7 59,61 8,52 13,67 0,000001
Residuo 22 13,71 0,62
Falta de 7 577 0,82 1,59 0,222181
ajuste
Erro puro 15 7,93 0,53
Ajuste total 29 73,34 2,53
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O modelo cubico especial que ndo apresentou falta de ajuste significativa a

95% de confianca é representado pela Equacéo 1.

CFT=2,25w + 1,57a + 1,10m + 5,34e — 10,13we + 11,65am — 49,01wam + 42,44ame
(+0,47) (£046)  (+046) (+0,47) (+2,37) (+2,59) (+ 15,88) (+15,88)

A Equagdo 1 apresenta apenas o0s termos significativos. Todos os
coeficientes dos termos lineares sao positivos, sendo que o maior deles corresponde
ao etanol corroborando com o teor de fenol encontrado nos extratos (Tabela 2). O
valor negativo para o coeficiente do termo quadratico mostra que a interacéo
agua:etanol é antagonico, ou seja, a resposta obtida com os dois componentes
combinados sera sempre menor do que a soma de suas respostas individuais
devidamente ponderadas pelas respectivas propor¢cdes. Em contrapartida, o efeito
binario entre acetona:metanol é sinérgico, ou seja, a resposta obtida com os dois
componentes misturados sera sempre maior do que a soma individual de suas
respostas. A mistura ternaria acetona:etanol:metanol é sinérgica e importante para
obtencdo de um elevado teor de fendis totais nos extratos (Tabela 2). Por sua vez, a
interacdo entre agua:acetona:metanol € antag6nica, produzindo um efeito negativo
na extracdo dos compostos fendlicos resultando na obtencdo dos menores teores
(137).
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Figura 12 — (A) Grafico dos valores experimentais vs 0s valores previstos e (B)

histograma de residuos vs frequéncias que demostram a capacidade de previséao e a

influéncia de erros aleatérios do modelo cubico especial proposto para otimizagéo do

meétodo de extracdo de compostos fendlicos.

A

Cangery Brusdary

Fonte: Autor,2018

Apoés avaliacdo da significancia dos efeitos e performance do modelo usando

ANOVA, obteve-se a superficie de resposta apresentada na Figura 13 que mostra a

concentracdo de fendis totais em funcdo da composicdo da mistura de solventes

extratores.

Figura 13 - Superficie de resposta obtida para o modelo cubico especial onde a

concentracdo de fendis totais é predita em funcdo das proporcdes de acetona,

etanol e metanol com uma composi¢ao de agua constante de 0%.
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Observando a Figura 8, a regido central da superficie de resposta apresenta
as condigcbes mais favoraveis para extracdo de compostos fendlicos, sendo o0s
maiores teores obtidos para mistura ternaria de acetona, etanol e metanol, e etanol
puro, indicando a possibilidade de duas condi¢cdes Otimas para a extracao de fenais.
A medida que se distancia da regido central ocorre uma reducdo de eficiéncia de
extragdo. Nas arestas que correspondem a acetona e metanol puro, tem-se o0s
menores teores de fendis totais. A mistura binaria de acetona:metanol apresenta alto
teor de fendis devido ao efeito sinérgico demonstrado pela Equacéo 1.

Os compostos fendlicos, em geral, possuem polaridade elevada, que pode
variar dependendo da estrutura do fenol. Esses compostos abrangem desde
moléculas simples até moléculas com alto grau de polimerizacédo, apresentando-se
na forma livre ou associada a acucares e/ou proteinas. Portanto, 0s extratos
fendlicos sdo sempre uma combinacdo de diferentes classes de fendis solUveis no
solvente utilizado na extragdo (108,112,113,126).

Em relacdo a polaridade dos solventes, é conhecida apenas de forma tedrica.
No entanto, existe uma estimativa empirica que € a escala de polaridade ET
(transicdo eletrdnica) que é composta pelas interagdes entre o soluto e o solvente e
solvente-solvente presente em misturas para avaliar as propriedades fisico-quimicas
como: momento de dipolo (u), constante dielétrica (€), viscosidade absoluta (n) e
indice de refracédo (n) (154). No entanto, o solvatocromismo em misturas binarias é
mais complexo porque envolve as interagbes entre 0os componentes da mistura e
individualmente (155). Na literatura foram encontrados valores de E+(30) disponiveis
na Tabela 4 (156-158).

28591,5

A max

ET (Kcalmol — 1) =

@)

Ao observar a Tabela 4, pode-se notar que como esperado teoricamente a
ordem crescente de polaridade dos solventes consiste em acetona < etanol <
metanol < agua. Em relacdo aos teores de fendis encontrados nos extratos, observa-
se que o etanol foi capaz de extrair o maior teor desses compostos, sendo atribuido
a sua polaridade intermediaria. Enquanto que para solventes de maior polaridade,

por exemplo, a agua apresentou teor inferior. As misturas binarias com valores de
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E1(30) encontrados na literatura foram para aquelas contendo agua (156,157), que

neste trabalho apresentaram os menores valores de resposta (Tabela 2).

Tabela 4 - Valores de E1(30) para solventes puros e algumas misturas binarias

Solvente/ Mistura  Valores de E+(30)

Agua 63,1
Acetona 42,2
Etanol 51,9
Metanol 55,4
Agua-Acetona 57,0
Agua-Etanol 57,4
Agua-Metanol 57,7

Dessa forma, percebe-se que a solubilidade dos compostos fendlicos esta
relacionada a polaridade do solvente (126,127,159). O elevado teor de compostos
fendlicos encontrado no extrato obtido empregando a mistura ternaria dos solventes
organicos acetona, etanol e metanol na mesma proporcdo pode ser atribuido a
polaridade resultante ser similar a do etanol puro, proporcionando, assim, a mistura
elevada extratabilidade (108,118,126). Em contrapartida, todas as misturas contendo
agua apresentaram menor rendimento de extracdo, devido a polaridade resultante
ser elevada.

Embora com o teor inferior ao observado pela mistura ternaria de acetona,
etanol e metanol, as misturas bindrias acetona:metanol; acetona:etanol e
metanol:etanol apresentaram relevantes CFT. A combinacdo binaria na mesma
propor¢cdo de solventes possibilita, significativa interagdo entre os diferentes
compostos fendlicos da castanha de caju, ocorrendo uma maior solubilizagéo e,
posterior, extragao.

O maior contetudo de fenois totais encontrado nos extratos com etanol foi
surpreendente, pois a literatura reporta maior eficiéncia de extracdo de compostos
fendlicos em aplicagbes combinada com agua (118,131,148,160). Chiang e
colaboradores (2017) (161), atribuem essa relevante extratabilidade a facilidade de

permeagdo do etanol puro nas ceélulas dos tecidos vegetais, favorecendo a
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solubilizacdo em maior nivel de compostos fendlicos pela relacéo liquido-solido, e,
consequentemente, elevando o rendimento na extracdo. Entretanto, esse
mecanismo nao se observa nos demais solventes puros avaliados neste estudo,
visto que estes ndo apresentaram extratos com teores de fendis tao significativos.
Neste sentido, a extracdo empregando etanol puro foi a condicdo Otima revelada
neste estudo para compostos fendlicos. Embora o teste t, a 95% de confianca,
indique que os resultados obtidos sejam estatisticamente iguais aos da extragéo
realizada com a mistura ternaria de acetona, etanol e metanol.

Apesar de apresentar sua robustez, o método de Folin-Ciocalteu ndo remete
a natureza dos compostos extraidos, ou seja, ndo é especifico para compostos
fendlicos, visto que outras moléculas antioxidantes ndo fendlicas podem reagir com
o reagente de Folin-Ciocalteu. Portanto, esse método depende da oxidacéo seletiva
de substancias que possuem propriedades redutoras semelhantes, e que, quando
presentes na amostra, contribuem para o conteudo fendlico total aparente.
Substancias oxidaveis similares aos fenois que podem ser interferentes: acucares,
aminas aromaticas, didxido de enxofre, acido ascérbico, acidos organicos, proteinas,
ferro (II), além de outros enedidis (131,132). Diante disto, buscou-se a
caracterizacao estrutural dos compostos obtidos nos 15 ensaios por ESI(-)-Q-TOF
MS para revelar a identidade dos compostos fendlicos bem como a presenca de

possiveis interferentes, e, assim, estabececer a solucao extratora 6tima.

2.4.2 Avaliacao dos extratos obtidos por ESI(-)-Q-TOF MS por PCA e HCA

Sabe-se que a castanha de caju possui ca. 70% de &cidos anacérdicos,
sendo A&cidos 6-alquilsalicilicos de cadeia carbdnica de diferente extensdo e
nameros de insaturacdo, 18% de cardol, 5% de cardanol, dentre outras classes de
fendis e substancias de menor polaridade (162). Desta forma, nas analises por ESI(-
)-Q-TOF MS dos extratos obtidos nos 15 ensaios foram identificados nos diferentes
espectros de massas (material suplementar): &cidos anarcadicos, carddis e
cardandis, além de acidos graxos e acucares (Tabela 3). Os sinais atribuidos aos
acidos graxos foram mais intensos nos espectros dos extratos obtidos na presenca
de acetona, visto que esse solvente extrai comumente esses compostos (163),
enquanto o etanol apresentou sinais mais intensos para os ions m/z 341, 343 e 345,

referente aos acidos anacardicos tri, di e mono insaturados, respectivamente (164).
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Tais compostos sé@o substancias predominantemente hidrofobicas e relativamente
apolares com baixa solubilidade relativa em &agua, porém de solubilidade ca. 10
mg/mL em solventes orgéanicos, por exemplo, etanol (162). O etanol puro por ser
relativamente menos polar que a agua e o metanol, e por apresentar, também,
capacidade de realizar ligagdes de hidrogénio, torna-se mais susceptivel a interagir
com compostos anfipaticos, aumentando sua eficiéncia de extracdo, visto que pode
interagir por interacdes polares e apolares como ligagdo de hidrogénio e forcas de
dispersédo de London, respectivamente (165,166).

Vale destacar a auséncia de picos correspondentes a acucares e acidos
graxos nos espectros de massas do extrato obtido com etanol anidro. Neste sentido,
os resultados deste estudo s&o opostos aos do trabalho desenvolvido por Baimler,
Carrin e Carelli (2017) (167). Os autores afirmam que o etanol puro apresenta baixa
seletividade, extraindo triglicerideos, fosfatideos, pigmentos e acUcares soluveis

durante o processo de extragao.
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Tabela 5 — Compostos identificados nos espectros dos diferentes extratos de castanha de caju
adquiridos empregando ESI(-)-Q-TOF MS.

Compostos m/z Férmula (m/z) Erro
experimental molecular Calculada (mDa)
Hexose polimérica 683,2349 Ca9H320,4 683.2222 41,1
Acidos graxos
(C16:0) 255,2297 C16H320- 255,2323 -2,63
(C18:2) 279,1665 Ci1sH320; 279,2323 -65,83
(C18:1) 281,2496 Ci1sH340; 281,2480 1,62
(C18:0) 283,2549 Ci1sH360> 283,2636 -8,73
(C19:0) 297,2204 Ci19H350> 297,2793 -58,88
(C20:0) 311,1680 C20H4002 311,2949 -126,93
(C21:0) 325,1834 C21H420; 325,3106 -127,18
(C22:0) 339,1990 C22H140; 339,3262 -127,23
Acido anarcadico (c1s:) C22H3603 347,2585 -1,955
Acido anarcadico (c1s:1) 345,2520 C22H3403 345,2429 -9,105
Acido anarcadico (C15:2) 343,2335 CyoH3,03 343,2272 -6,255
Acido anarcadico (C15:3) 341,2207 CooH3003 341,2116 -9,105
Acido anarcadico (ci6:0) 361,2382 C24H4003 361,2742 -35,995
Acido anarcadico (ci6:1) 359,2265 C24H3503 359,2585 -32,045
Acido anarcadico (C16:2) 357,2077 CoaH3603 357,2429 -35,195
Acido anarcadico (C16:3) 355,2024 Co4H3403 355,2272 -24,845
Acido anarcadico (c17.0 375,2804 C21H360 375,2898 -9,445
Acido anarcadico (c17:1) 373,2741 C21H340 373,2742 -0,095
Acido anarcadico (C17:2) 371,2575 C,1H3,0 371,2585 -1,045
Acido anarcadico (C17:3) 369,2428 Co1H300 369,2429 -0,095
Cardanolc:1s.0) 303,2621 Co23H3503 303,2687 -6,615
Cardanolc:1s.1 301,2527 C23H3603 301,2531 -0,365
Cardanol:1s:2) 299,2380 Ca3H3403 299,2374 0,585
Cardanol:1s:3) 297,2228 Ca3H3203 297,2218 1,035
Cardol (c.15.0) 319,2286 C21H3602 319,2636 -35,03
Cardol (151 317,2215 C21H340; 317,2480 -26,48
Cardol (c:15:2) 315,2325 C21H320; 315,2324 0,11
Cardol (c:15:3 313,2179 C21H300; 313,2167 1,22

Erro=(mexp - mcalc)*1000
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Em comparacédo ao extrato com etanol anidro, observa-se na mistura ternaria
de metanol, etanol e acetona também um intenso sinal m/z 341 bem como outros de
intensidade relativa para compostos interferentes, por exemplo, agicares m/z 683 e
503 (168). Os acucares participam da biossintese fendlica, uma vez que as enzimas
glicosiltransferases (GT) catalisam a transferéncia de uma parcela de acgucares,
como glicose, galactose e arabinose de nucleotideos para compostos fendlicos,
causando alteracBes em suas propriedades quimicas, como maior solubilidade em
agua e maior estabilidade (168). Diversas moléculas fendlicas podem ser
glicosiladas por GTs que possuem em seus substratos &cidos hidroxicindmicos e
flavonoides com ésteres de acidos cindmicos como produtos principais.
Monohexésidos de miricetina como 3-O-galactosido e 3-O-glucosido e quercetina 3-
O-galactosido séo os principais flavonois presentes na pele e polpa da castanha de
caju (168,169).

As Figuras 14 e 15 mostram os gréficos de componentes principais de
escores e pesos e o0 dendrograma de HCA, respectivamente, obtido apos

processamento dos espectros de cada ensaio.

Figura 14 — Grafico de PC1 vs PC2 para (A) escore, contendo as amostras, e (B)

pesos, mostrando a influéncia das variaveis.
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Figura 15 — Dendrograma de HCA obtidos com os dados centrados na média.
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Duas componentes principais, PCl1 e PC2, representam a nova
dimensionalidade para os dados dos 15 extratos obtidos. Essas descrevem ca. 95%
da variancia, sendo PC1 (83%) e PC2 (12%) (Figura 9. A). Observando-se a Figura
9, o extrato do ensaio com etanol puro (S4) mostra-se bastante dissimilar em relacéo
aos demais devido a elevada intensidade dos sinais m/z 341 e 345. S8 e S9
mostram-se similares e apresentam escores positivos em PC2 devido ao elevado
sinal para m/z 325 e 339 dos acidos graxo. Embora o extrato da mistura ternaria de
acetona:metanol:etanol (S14) tenha apresentado elevada resposta, sua composi¢ao
€ similar a maioria dos extratos, estando nos escores positivos em PC1 devido
apresentar sinal intenso para os ions m/z 325 e 339 dos acidos graxos, que
possuem pesos positivos para tal componente. Também pode ser observado pela
analise de PCA, a similaridade entre os ensaios S3, S10 e S15, correlacionada aos
sinais m/z de 343, 342 e 346 detectados nos espectros dos extratos. Entdo, a

classificacdo realizada com a aplicacdo de PCA com os espectros de massas dos
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diferentes extratos permite inferir que o etanol puro (S4) consiste na condicdo de
maior seletividade e eficiéncia para a extracdo de compostos fendlicos.

Todas as similaridades identificadas entre os ensaios no subespaco gerado
pela PCA também foram visualizadas pela HCA. A variacdo da composi¢cao quimica
das amostras € evidenciada pela separacdo de grupos no HCA (Figura 15), com
grau de similaridade de 80% (distancia Euclidiana = 2) € possivel perceber a
formacéo de 5 grupos relativos aos diferentes perfis de ESI(-)-Q-TOF MS. O primeiro
e formado pelo ensaio S4; o segundo por S3; o terceiro por S8 e S9; o quarto por
S10 e S15 e o quinto pelas demais amostras S1, S2, S5, S6, S7, S11, S12, S13 e
S14.

Portanto, os resultados deste estudo mostram que o etanol puro € a condicéo
Otima, possibilitando a extracdo preferencial de compostos fendlicos na castanha de
caju, aléem de ser considerado um biosolvente reutilizavel e de baixo custo (170).
Sendo assim, este resultado obtido esté relacionado a polaridade intermediaria do
etanol que possibilita extensa interacdo com diferentes fendis ocorrendo a

solvatacdo dos compostos.

2.4.3 Efeito do processamento no CFT e na composi¢cao quimica das castanhas

Definida a condicdo Otima para extracdo de compostos fendlicos em
castanhas de caju, aplicou-se etanol puro para extracao destes constituintes para as
demais amostras. John e Shahidi (2010) (48), avaliaram o solvente (acetona,
metanol e etanol) mais adequado para extracdo de compostos fendlicos em
castanhas do para e concluiram que acetona apresentou a maior recuperacdo da
ordem de 15,60 enquanto que etanol e metanol apresentaram, respectivamente,
14,56 e 12,44 (48). Dessa forma, pode-se afirmar que etanol apresentou boa
recuperacdo sendo adequado para extracdo destes compostos. Os valores obtidos

podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6 — Influéncia do processamento no teor de fendis.

In natura Processada Ultraprocessada
Amostras 4 1 4
(mgde AGg) (mgde AG g) (mgde AGg")
Castanha de caju 9,95+ 0,75 9,56 £ 0,21 8,00 £ 0,21
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Castanha-do-para 11,23+ 0,80 10,14 + 0,07 2,33+0,17
Castanha de Baru 9,82 £ 0,03 7,50 £ 0,08 2,80 £ 0,25

A partir da Tabela 6 pode-se concluir que o processamento interferiu
significativamente no conteudo fendlico total. Para todas as amostras de castanhas
0 estagio ultraprocessado foi o que apresentou menores teores de fendis, seguido
pelo processado e in natura. Um teste Tukey, a 95% de confianca, mostrou que as
amostras in natura apresentaram teores de fendis significativamente iguais,
enquanto para as processadas a castanha-do-para foi significativamente diferente
da castanha de baru sendo levemente superior e quanto as ultraprocessadas a
castanha de caju difere das demais sendo 3,43 e 2,85 vezes superior a castanha do
pard e de baru, respectivamente. Os resultados mostraram que as castanhas sao
fontes ricas em compostos fendlicos.

Em relacdo a composi¢cdo quimica das amostras verificou-se que o efeito do
processamento ndo foi suficiente para alterar a natureza quimica de seus
componentes. A exemplo disso, o acido anacéardico sob aquecimento pode sofrer
decomposicao térmica produzindo cardanol que sao seus derivados descarboxilados
(171). Pode-se analisar este fato para as amostras de barras de cerais que em geral
sdo produzidas sob aquecimento brando (172-174), no entanto, o perfil para barra
de caju (BC) nao foi alterado como pode-se observar na Figura 18. As amostras de
castanhas de caju apresentaram picos caracteristicos de acido anacardico (m/z 341,
343, 345 e 347)(175), sendo que no seu estagio ultraprocessado apresentou
também picos caracteristicos de acido graxos representados pelos picos (m/z 325 e
339).

Reacao 1: Descarboxilagédo do &cido anacardico

OH O OH

OH -CO,

\J

CisHzp-n CisHzp-n
Para as castanhas do-para a natureza dos compostos fendlicos foi mais
variada comparada as amostras de caju, onde identificaram-se acidos fendlicos

simples, flavonoides, além de &cidos graxo. O processamento influenciou na
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composi¢cdo quimica dessas, onde a ultraprocessada revelou-se mais diversificada
gue a processada, possivelmente por essa amostra conter diversos ingredientes
como mel, flocos de milho e de arroz, uva passa, dentre outros. As amostras
revelaram picos caracteristicos de acido cafeico (m/z 179), derivado de acido
cafeico (m/z 247), apigenina (m/z 269), quercetina e acido elagico (m/z 301),
miricetina-3-O-raminosidea (m/z 463), além de acidos graxos (m/z 311, 325, 339 e
353) (48,176,177).

As castanhas de baru apresentaram em sua composicdo quimica acido
elagico (m/z 301), acido cafeico (m/z 179), galato de etila (m/z 197) acido galico (m/z
169) corroborando com os resultados encontrados por Lemos e colaboradores
(2012) (60). Além disso, estas castanhas sdo constituidas de picos caracteristicos
de &cidos graxos (m/z 255, 279, 281, 283, 297 311, 325, 339) e isso pode estar
relacionado ao elevado teores de lipideos contidos nas castanhas e barras de
cereais da ordem de 40,98 g/100g e 10,77 g/100g respectivamente, além do que
Tekamoto e colaboradores relataram a quantificacdo desses acidos graxos nas
castanhas de baru (55).

Duas componentes principais PC1 e PC2 caracterizaram a composigcao
fendlica dos extratos obtidos para as castanhas in natura (CC, CP, CB),
processadas (CCS, CPS, CBS) e ultraprocessadas (BC, BP e BB). Estas descrevem
ca. 98% da variancia, sendo PC1 (97%) e PC2 (1%) (Figura 16). Observando a
Figura 16 pode-se notar que a castanha de caju mostrou-se bastante dissimilar das
demais amostras apresentando em sua composi¢cao quimica majoritariamente acido
anacardico representado principalmente pelos ions m/z 341, 343 e 345 (Figura 18).
As castanhas do-pard e de baru apresentaram composicdo quimica similar como
pode ser confirmado nos espectros de massas dispostos nas Figuras 14 e 15,
respectivamente. Em relacdo ao processamento verificou-se que as amostras
ultraprocessadas (BC e BP) de castanhas de caju e do-para revelaram-se
dissimilares das suas formas in natura e processadas. A castanha de baru isso néo
foi observado, possivelmente por sua forma in natura conter elevado teor de

castanhas de baru (10% - Anexo ).
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Figura 16 — Grafico de PC1 vs PC2 para (A) escore, contendo as

castanhas, e (B) pesos, mostrando a influéncia das variaveis.
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As similaridades identificadas entre as castanhas nos diferentes niveis de

processamento no subespaco gerado pela PCA também foram observadas na HCA.

A variagdo da composicdo quimica das amostras € evidenciada pela separacao de

grupos no HCA (Figura 17), com grau de similaridade de 70% (distancia Euclidiana =

3) é possivel perceber a formacao de 3 grupos relativos aos diferentes perfis obtidos

por ESI(-)-Q-TOF MS. O primeiro identificado pela amostra BC; o segundo por CC e

CCS e o terceiro por CP, CPS,CP, CB, CBS e BB.
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Figura 17 — Dendrograma de HCA obtido para as amostras de castanhas nos

diferentes niveis de processamento.
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Figura 18 — Perfis obtidos para amostras de castanhas de caju in natura (CC), processadas (CCS) e ultraprocessadas (BC).
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Figura 19 — Perfis obtidos para amostras de castanhas do-para in natura (CP), processadas(CPS) e ultraprocessadas (BP).
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Figura 20 — Perfis obtidos para amostras de castanhas de baru in natura (CB), processadas(CBS) e ultraprocessadas (BB).
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2.5. CONSIDERACOES PARCIAIS

O objetivo deste capitulo foi alcancado satisfatoriamente, por trazer novas
informacOes referentes a extratabilidade de compostos fendlicos utilizando
planejamento centroide simplex e a metodologia superficie resposta aliado a anélise
por ESI(-)-Q-TOF MS combinado a andlises de componentes principais (PCA) e
agrupamento hierarquico (HCA).

O modelo cubico especial ndo apresentou falta de ajuste e descreveu melhor
a variancia dos dados, apresentando uma variacdo méaxima explicada de 89,2%. A
mistura bindria de agua:etanol e ternaria de agua:acetona:metanol apresentaram
efeito antagbnico, enquanto que acetona:metanol e acetona:metanol.etanol
apresentaram efeito sinérgico. O etanol puro e a mistura ternaria de acetona,
metanol e etanol forneceram as maiores respostas para o contetdo fendlico total. No
entanto, as andlises dos extratos por ESI(-)-Q-TOF MS mostraram que a mistura
ternaria tem uma extractabilidade abrangente, sendo detectados sinais associados a
acucares (m/z 683 e 503) que podem ter fornecido um contetdo fendlico total (CFT)
aparentemente pela falta de especificidade do método do Folin-Ciocalteu. As
analises quimiométricas de PCA e HCA revelaram que etanol puro apresenta-se
bastante dissimilar das demais amostras por extrair preferencialmente os &cidos
fendlicos simples identificados pelos picos m/z 341, 343 e 345. Portanto, este estudo
mostrou que a condicdo 6tima de extracdo de compostos fendlicos de castanha de
caju consiste no uso de etanol como solvente extrator.

Ao aplicar a metodologia de extragdo dos compostos fendlicos para as
demais castanhas nos diferentes niveis de processamento observou-se que a
castanha-do-para foi a que apresentou maior CFT, enquanto que o encontrado na
castanha de baru foi o menor. Em relacdo ao processamento, 0 estagio que
apresentou menor teor de fendis foi o ultraprocessado, seguido pelo processado e in
natura, indicando que o consumo da forma in natura é mais desejavel para maior
absorcdo desses compostos pelo organismo. O efeito do processamento na
composicao quimica das amostras foi confirmado pela analise exploratéria realizada.
A castanha de caju apresentou-se bastante dissimilar das demais amostras, sendo
gue sua forma ultraprocessada apresenta-se bastante dissimilar da suas formas in

natura e processada. As castanhas do-pard e de baru revelaram-se similares
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extraindo flavonoides como apigenina (m/z 269), quercetina e acido elagico (m/z
301) e miricetina-3-O-raminosidea (m/z 463) , acidos fendlicos como acido cafeico
(m/z 179) e acido gélico (m/z 169) e acidos graxos (m/z 255, 279, 281, 283, 297 311,
325, 339).
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os objetivos deste projeto foram satisfatoriamente alcancados. Os resultados
revelam novas informacdes sobre a extracdo de compostos fendlicos em castanhas,
bem como o efeito do processamento na concentracdo e solubilidade de proteinas.
A estratégia de utilizar planejamento centroide simplex combinado a andlise por
ESI(-)-Q-TOF MS aliada as técnicas quimiométricas PCA e HCA foi eficiente para
obter uma solucéo de extracdo 6tima, sendo esta condi¢cdo alcancada com etanol
puro. Nesse meio, 0s extratos apresentaram maior concentragcdo e composSicao
representativa dos compostos fendlicos da castanha de caju, consequéncias
desejaveis para um processo de extracdo ideal. Comparativamente o
processamento influenciou no conteudo fendlico total (CFT) de forma que o estagio
ultraprocessado revelou menores teores que o processado e in natura, porém nao
interferiu na natureza quimica desses. Entre as castanhas a do-para apresentou
maiores teores de fendis revelando-se como uma boa fonte desses compostos. A
analise exploratéria por PCA e HCA dos perfis obtidos por ESI(-)-Q-TOF MS revelou
gue a castanha de caju é constituida principalmente de acido anacardico (m/z 341,
343 e 345) e apresentou-se bastante dissimilar das castanhas do-para e de baru,
gue possuem em sua composicdo flavonoides como apigenina (m/z 269), quercetina
e acido elagico (m/z 301) e miricetina-3-O-raminosidea (m/z 463) , acidos fendlicos
como &cido cafeico (m/z 179) e &cido galico (m/z 169) e acidos graxos (m/z 255,
279, 281, 283, 297 311, 325, 339).

Quanto ao teor de proteinas soluveis, o processamento do alimento interferiu
significativamente nessa propriedade nutricional. A castanha de caju e do do-para no
estagio ultraprocessado apresentaram teores de proteina ca. 5 e 20 vezes menor ao
da in natura. Sobre a solubilidade proteica, as amostras apresentaram menores
valores em pH acido na faixa de 3 a 5 devido esses estarem proximos ao pls das
proteinas de sua composi¢do. Para castanha de caju, a solubilidade minima foi
obtida em pH 3,0 e para a do-para foi em pH 4,0. A solubilidade proteica aumenta
para valores de pH > 5,0, sendo maxima em meio alcalino de pH entre 10 e 12.

Como atividade futura pode-se avaliar quantitativamente a polaridade dos
solventes puros e das misturas binarias, ternarias e quaternaria frente a um soluto

solvatocrdbmico, com o intuito de compreender o0s possiveis fatores que
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condicionaram o etanol como melhor solvente para extracdo de compostos
fendlicos. Além disso, pode-se estudar o efeito da solubilidade na digestibilidade de
proteinas e peptideos. De forma a ampliar e obter novas informacdes para

caracterizacao nutricional de amostras de castanhas.
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ANEXO |

Informacdes nutricionais da castanha de caju in natura, processada e

ultraprocessada

Castanha de caju (in natura)

DETICEOD0 PO

Castanha de Caju Natural 2009

Inqredientes: Castanha de Cajli W1 240 selecionada. (Bom tamanho &
paladar, experimente !11)

Produto Natural, Rico em Ferro, Proteinas, Lipidios, Carboioratos
Fésforo.

Ajuda a reduzir a ansiedade, tpm, estresse e cansaco. Seu consumo
deve ser associado a uma dieta equilbrada, e habits saudaves.

Este produto ndo & tomado, passa apenas na estufa com temperatura
baixa para refirada do excesso de umidade.

Nossas nozes e castanhas ndo possuem consenvantes, colesterol e
nd0 540 frtas, mantendo suias principais caracteristcas.

Validade nesta embalagem: 06 meses
Ndo contém Gllten.

Presenteie alguem 111

N

EORIACAO MUTRITOL

Porgao de 15 ¢ (uma colher de sopa)

Quantidade por porgdo

Valor energético 91 kcal 362k
Carboidratos i

Proteinas 20

Gorduras fotais 1q

Gorduras saturadas 144
Gorduras trans 0g

Fibra alimentar 09

Sodio 0mg

oy
4%

*9:Valores Diarios de Referéncia com base em uma dieta de

2,000 keal ou 8.400 kJ. Seus valores diarios podem ser maiores

ou menores dependendo de suas necessidades energéticas.
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Castanha de caju salgada (CCS)

DECRICA0 D0 FRODUT0
Castanna de Caju Salgada 200g

Embalagem com Zip de fechamento
Ingrediintes: Castannia de Cajd ¢ Sal.

Classificacdo da Castanha de Caji W1240 selecionada. (Bom
tamanho e paladar, experimente !11)

Produto Natural. Rico em Omega 7, Proteinas, Potassio, Magnésio,
Fosforo, Vitaminas, Calcio e Fibras.

Ajuda a proteger 0 coracéo e no rejuvenescimento do tecido facial,
Seu consumo deve ser associado a uma dieta equiibrada e habitos
saudavess.

Nossas nozes e castanhas no possuem conservantes, colesterol
nd0 séo fitas, mantendo suas principais caracterisficas.

Ndo contém Gliten.

Presenteie alguém 1 | | Para presente, deixe a sua mensagem na
finalizacdo de seu pedido que a mesma acompanhard a sua
mercadoria em papel fimbrado Dona Castanha.

N

[IFORACAO TUTRCIONAL

Porcao de 15 ¢ (uma colher de sopa)

Quantidade por poredo

Valor energético 91 kcal /362 kJ
Carboidratos 3
Proteinas 2(
Gorduras totais 79

Gorduras saturadas 149
Gorduras trans 0g

Fibra alimentar 050

Sodio 49mg

* %Valores Dirios de Referéncia com base em uma dieta de
2,000 keal ou 8.400 kJ. Seus valores diarios podem ser maiores
ou menores dependendo de suas necessidades energetica, *

Valor didrio ndo estabelecido

D[
A
2%
3
1%
i
0%

2

81



Barra de castanha caju (BP)

Tabela Nutricional
Informacao Nutricional
Porcdo de 10g (1 unidade)
Quantidade por porcao: % V.D. (%)
\Valor ensrgéetico S0kcal = 210k %
Carboidratos 3,6 g, dos quais: 1%
Aclicares Og *“
Proteinas 169 2%
Gorduras Totals 4.0 g, dos quais: 7%
Gorduras Saturadas 0640 %
Gorduras Trans 0g *“
Gorduras Monoinsaturadas 2 1g, dos quais: =
Omega 9 20mg *“
Gorduras Poliinsaturadas 1,3 g, dos quais: -
Cmega 3 40 ma *“
Colesterol 0mg *“
Fibra Alimentar 070 3%
Gadio 12mg 1%

* % \ialores diarios de referéncia com base em uma dieta de 2000 keal ou 8400 k. Seus valores didrios podem ser
maiores ou menores dependendo de suas necessidades energeticas. ™ Valores diarios ndo estabelecdos,

Ingredientes

Gergelim, castanha de caju, maltodexdning, sal iodado, edulcorante natural isomalie e anfiumectante bicarbonato de
sodio. CONTEM GLUTEN.
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ANEXO I
Informacdes nutricionais da castanha do-para in nattura, processada e

ultraprocessada

Castanha do-para (in natura)

DESCRICHL0 DO FRODUTO INFORIACAO MUTRICIONAL

Porgao de 15 g (uma colher de sopa)
Castanha do Para Natural 2009

Quantidade por porgao %VD(")
Conhecida também como Castanha do Brasil. Valor energético 106 keal / 445 kJ 5%
Embalagem com Zip de fechamento. Carboidratos 29 1%
Ingredientes: Castanha do Para. pIoisinas 29 s

o . Gorduras totais 10g 18%

Predominancia de Castanhas do Tamanho Medio.

Gorduras saturadas 244 1%
Produto Natural, Rico em Vitamina E, Magnesio, Selénio e Tiamina. Gontufactrans 0g o
Castanha de origem de reseva Indigena, sem agrotoxicos €  Fibra alimentar 094 4%
conserveintes Selo de produto organico junto a ECOCERT em fase de Sodio 0mg 0%
aprovacao.

* %%Valores Diarios de Referéncia com base em uma dieta de
Ajuda a prevenir tumores e baixar o colesterol. Seu consumo deve ser

i ’ 2.000 keal ou 8.400 kJ. Seus valores diarios podem ser maiores
associado a uma diefa equilibrada e habitos saudaveis.

ou menores dependendo de suas necessidades energética, *
Nossas nozes € castanhas nao possuem conservantes, COlesterol € vajor didrio no estabelecido
ndo sdo fritas, mantendo suas principais caracteristicas.

Prazo de validade nesta embalagem: 06 meses.
N&o contém Gluten.
Presenteie alguém Il

Na finalizacdo de seu pedido escreva a mensagem de presente e
altere 0 endereco de entrega que enviaremos junto com a sua
mercadoria em papel timbrado Dona Castanha.
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Castanha do-para salgada (CPS)

DESCRICTO DO PRODUTO

Castanha do Para Salgada 2009

Conhecida Também como Castanha do Brasil.

Embalagem com Zip de fechamento.

Ingredientes: Castanha do Paré e sal.

Predominancia de Castanhas do Tamanho Médio.

Produto Natural, Rico em Vitamina E, Magnésio, Selénio e Tiamina.

Castanha de origem de reseva Indigena, sem agrotoxicos e
conservantes. Selo de produto organico junto @ ECOCERT em fase de
aprovacao.

Ajuda a prevenir fumores e baixar o colesterol. Seu consumo deve ser
associado a uma dieta equilibrada e habitos saudaveis.

Nossas nozes e castanhas ndo possuem conservantes, colesterol e
ndo sdo fritas, mantendo suas principais caracteristicas.

Prazo de validade nesta embalagem: 06 meses.
N&o contém Gluten.
Presenteie alguém I

Na finalizacdo de seu pedido escreva a mensagem de presente e
altere 0 endereco de entrega que enviaremos juno com a sua
mercadoria em papel timbrado Dona Castanha.

INFORTIACAO NUTRICIONAL

Porgdo de 15 ¢ (uma colher de sopa)

Quantidade por porgdo %VD(*)
Valor energético 106 kcal / 445 kJ 5%
Carboidratos 29 1%
Proteinas 29 3%
Gorduras totais 104 18%
Gorduras saturadas 244 11%
Gorduras trans 0g iz
Fibra alimentar 09g 4%
Sodio 49 mg 2%

* %Valores Diarios de Referéncia com base em uma dieta de
2,000 keal ou 8.400 kJ. Seus valores diarios podem ser maiores
ou menores dependendo de suas necessidades energética. **
Valor didrio ndo estabelecido
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Barra de castanha do-para

Porcdo de 252 (1 Barra)

Cuantidade por porcio BAND(T)

Walor energético B5kral =361k 4
Carboidratos 16z 5
Proteinas 1g 1
Gorduras totais 2z 4
Gorduras saturadas 0.7g 3
Gorduratrans Og

Colesterol Og 0
Fibra 2g 3
Cilcio 24mg 0
sadio 18mg 1
Ferro 0.26mg 2

{*} % Valores Didrios de referéncia com base em uma dieta de 2000 kcal ou 8400 k). Seus valores didrios
r:u:u:lem ser maiores ou menores dependendo de suas necessidades ensergéticas.

Ingredientes: )
Mel, flocos de milho, flocos de arroz, uva passa, macs, goma acicia, dleo de coco, suco de uva,
linhaga, flocos de quinoa, lecitina de soja, castanha do pard, capim santo, canela & sal_

SKLE1151031052

ALERGICOS CONTEM: castanha do para e derivados de milho e coco. E
PODE CONTER aveia, améndoa, macadamia e castanha de baru.
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ANEXO Il
Informacgdes nutricionais da castanha de baru ultraprocessada

QUANTIDADE POR PORGAO VD*

Valor Energético 96Kcal/401KJ 5%
Carboidratos 18g 6%
Proteinas 1,5 2%
Gorduras totais 2,0 4%
Gorduras saturadas 0,6 3%
Gorduras Trans 0 *

Fibras alimentares 0,8 3%
Sédio 56mg 2%

%Valores diarios de referéncia com base em uma dieta de 2000kcal ou 8400 KJ. Seus valores diarios
podem ser maiores ou menores dependendo de suas necessidades energéticas™Vd nédo estabelecido.
Informagéo Nutricional Complementar: Reducfo de 30% de gorduras totais. Esta barra ndo possui
reducéo no valor energético.

Glicose de Milho, Flocos de Arroz, Aveia em Flocos, Castanhas de Baru, Flocos de Milho, Aclcar
invertido, Aclcar Mascavo, Gordura de Palma, Estabilizane Lecitina de Soja INS 322 e Aroma |déntico
ao Natural da Castanha.

CONTEM GLUTEN. Conservar em local seco e fresco. Ap6s abrir a embalagem consumir
imediatamente.

0%Colesterol como toda barra de cereais.

v Nao foram fornecidas as informac6es nutricionais referentes as castanhas de

baru nas formas in natura e processada.

86



