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Resumo

COELHO, T. L. S. Otimizacdo do método de extracdo de proteinas da carne
caprina utilizando planejamento fatorial e metodologia de superficie resposta.
2017. 79 p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés-Graduacdo em Quimica,
Departamento de Quimica, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.

Atualmente a producéo de caprinos vem ganhando destaque no mundo inteiro. A
carne destes animais apresenta caracteristicas nutricionais interessantes como
baixos teores de gorduras e colesterol, além de elevado teor de ferro e proteinas. A
andlise quantitativa das proteinas tem exigido um maior cuidado no preparo da
amostra, tendo em vista que estas sdo moléculas complexas. Diante disto, o presente
estudo tem como objetivo otimizar as condi¢des de extracdo de proteinas da carne de
caprinos, no que diz respeito a temperatura, tempo de extracdo, volume e
concentracdo do extrator, empregando planeamento fatorial e metodologia de
superficie de resposta. Aplicou-se um planejamento fatorial 24 para a triagem das
variaveis e apos este fez-se um novo planejamento composto de face centrada. A
carne foi liofilizada, homogeneizada, e a seguir fez-se a extracao das proteinas com
Tris/HCI, pH 7,3 nas temperaturas, volumes, tempos de extragcdo e concentragédo do
extrator estabelecidos pelos planejamentos experimentais. ApOs esta etapa
centrifugou-se e lavou-se o extrato obtido com éter de petréleo. Obteve-se como
resposta o teor total de proteina extraida, quantificada pelo método de Bradford. O
resultado do planejamento 24 mostrou que os fatores: temperatura, tempo de extracao
e volume do extrator foram significativos ao nivel de 95% de confianca, além das
interacOes entre o volume do extrator e tempo de extracdo, tempo e temperatura de
extracdo, temperatura e volume de extrator. A concentragdo do extrator ndo
demonstrou ser significativa, sendo posteriormente fixada em nivel conveniente de
acordo com a interpretacdo do seu efeito. O modelo quadratico proposto
(planejamento composto de face centrada) ndo apresentou falta de ajuste e obteve
um coeficiente de determinacédo de 0,96, o que significa que o modelo explica 96% da
variancia total dos dados ao redor da média. Adicionalmente, um teste t de
comparacao entre médias mostrou que nao houve diferenca significativa entre os
teores de proteinas extraidos no ponto central (19,29 mg/100 g) e no ponto maximo
estimado pelo modelo (19,58 mg/100 g). As condi¢des 6timas para o método proposto
foram de: 0,05 mol L para concentracdo do extrator, tempo de extracdo de 10
minutos, temperatura de 44°C e volume do extrator de 3,5 mL. O teor de proteina
extraida nas condic¢des 6timas foi significativamente maior do que alguns relatados na
literatura. Os cromatogramas dos extratos obtidos para as temperaturas estudadas
sugerem que o perfil cromatogréafico das proteinas ndo sofre grande mudan¢a com a
variacdo da temperatura. O método proposto revela ser ndo destrutivo para as
proteinas, simples, rapido e barato podendo ser usado em investigacdes proteémicas
e para produzir concentrados confiaveis de proteinas da carne caprina.

Palavras-Chave: planejamento fatorial; metodologia de superficie resposta;
otimizacdo; proteinas; carne caprina.



Abstract

COELHO, T. L. S. Optimization of the protein extraction method of goat meat
employing factorial design and response surface methodology. 79 p. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de P6s-Graduacdo em Quimica, Departamento de Quimica,
Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.

Nowadays, the goats’ production has been increasing significantly worldwide. The
meat of these animals shows interesting nutritional characteristics, such as, low fat and
cholesterol levels, besides high iron and protein content. The quantitative analysis of
proteins has required a properly sampling, regarding the complexity of these
molecules. In this context, the aim of the present study is perform an optimization of
the protein extraction conditions with respect to: temperature; time of extraction;
volume and concentration of the extractor agent, by applying factorial design and
response surface methodologies. A 24 factorial design was employed in order to
accomplish a variable screening, being followed by a 22 + central point + axial points
design. The meat was freeze dried, homogenized and subsequently extracted its
proteins by using Tris/HCI, pH 7,3 at temperatures, volumes, extraction times and
concentration of the extractor one set by the experimental designs. After this step the
obtained extract was centrifuged and washed with petroleum ether. The response was
the total extracted protein content, quantifying by Bradford method. The 24
experimental design results showed as significantly at 95% confidence level, the
factors: temperature; extraction time; e extractor volume, besides the second order
interactions between: extractor volume and time; temperature and extractor volume;
and temperature and time. The extractor concentration was not significant and in the
following experiments it was maintained at a proper level according to the interpretation
of its effect. The proposed quadratic model (23 + central point + axial points) did not
show significant lack of fit and also it achieved a coefficient of determination equal to
0.96, which means that 96% of the total variance around the mean was explained by
the model. Furthermore, a two tailed t test showed that there was no significant
difference between the extracted protein content at the central point (19.29 mg/100 g)
and that one (19.58 mg/100 g) at the critical point pointed out by the model. The optimal
conditions were as follow: 10 minutes; temperature at 44 °C; and volume of extractor
agent of 3.5 mL. In this work, the extracted protein content at optimal point was
significantly higher than other reports from literature. The chromatograms of extracts
obtained for the studied temperatures suggested that the protein chromatographic
profile did not suffer serious modifications with the temperature variation. The
proposed method reveals to be non-destructive to proteins, simple, fast and cheap,
and may be used in proteomic investigations, besides to produce reliable goat protein
concentrates.

Keywords: factorial design; response surface methodology; optimization; protein;
meat goat.
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1 INTRODUCAO

O rebanho de caprinos vem ao longo dos anos ascendendo, de maneira a
competir com aqueles convencionais, por exemplo, o rebanho bovino. Segundo
estimativas da Organizacéo da Agricultura e Alimentacdo das Nac¢des Unidas (FAO,
2014), em 2004 o rebanho mundial de caprinos era cerca de 850 milhdes de animais,
ja em 2014, foi observado um aumento de 18%, no qual a quantidade de animais foi
ca. 1 bilhdo. Sobre a distribuicdo continental do rebanho, destaque para a Asia, Africa
e Américas com 60,2%, 32,9%, 4,3%, respectivamente, da populacdo mundial de
caprinos. O rebanho da Europa e a Oceania representam 2,2% e 0,4%,
respectivamente.

O crescimento no nimero de animais no decorrer dos anos, pode ser atribuido
a qualidade desta carne quando comparada as demais opc¢des de carnes vermelhas
disponiveis. A carne de caprinos contém baixos teores de acidos graxos saturados e
colesterol, sendo, entdo, considerada uma “carne magra”. Os teores de ferro e
proteinas da carne caprina sao similares aos da bovina, porém os teores de
aminoacidos essenciais como, lisina, treonina, triptofano séo superiores. Dentre todas
essas caracteristicas destaca-se o elevado teor de proteinas, as quais sao essenciais
para a manutencao funcionamento dos organismos (MADRUGA et al., 2006).

No tocante as informacdes disponiveis sobre a carne caprina, nota-se que
ainda sao limitadas, principalmente, aquelas sobre o potencial nutritivo deste tipo de
carne como componente da dieta humana, sendo, entdo, necessario mais estudos
visando explorar de forma abrangente suas caracteristicas. Assim, tais informacdes
irAo emprestar a sociedade uma maior consciéncia sobre a carne caprina,
consequentemente, sua participacado na cadeia produtiva tenderd a se tornar maior
(SABOW et al.,, 2015). Todavia, a analise de alimentos € uma tarefa bastante
complexa devida a diversidade de constituintes em sua composi¢do, como por
exemplo, sais, acidos, bases, gorduras e proteinas com propriedades quimicas
diferentes (XU et al., 2016). E importante ressaltar que a qualidade nutricional dos
alimentos esta relacionada ndo sO0 a concentracdo de minerais, mas também a
concentracdo e ao tipo de proteinas presentes, tornando, entdo, necessario mais
estudos envolvendo estas biomoléculas (COZZOLINO, 2005).
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As proteinas (objeto de estudo deste trabalho) estdo presentes nos
organismos dos seres vivos nas mais variadas formas, se caracterizando como
macromoléculas complexas com regides polares, hidrofébicas e carregadas que
possuem funcdes como, catalisadoras, transportadoras, componentes estruturais de
tecidos animais, dentre outras (FUJIMOTO et al., 2002). A extracdo deste analito,
geralmente, se torna uma tarefa complexa devido a dinamica orgéanica, biomolecular,
extracelular, intracelular e quimica inerente dos seus consoércios ambientais (LEARY,
2013).

Diante disto, o maior desafio para os estudos em proteémica é a natureza
intrinsecamente complexa dos proteomas (CANAS, et al., 2007). Em vista desta
complexidade, o preparo de amostra € uma etapa fundamental para obter sucesso em
pesquisas protedmicas. A etapa de preparo da amostra visa a obtencéo das espécies
minimizando os interferentes.

A aplicacdo de planejamentos experimentais combinados com metodologia
de superficie de resposta contribuem para melhorar a eficiéncia no preparo de
amostra, por serem metodologias multivariadas que durante a otimizacao levam em
consideracdo todas as variaveis e suas possiveis interacdes. Os empregos destas
estratégias proporcionam a obtencdo do méaximo de informag¢do com a reducao do
namero de ensaios experimentais (WANI et al., 2008), em menor tempo e consumo
de reagentes (BARROS NETO; SCARMINO; BRUNS, 2010).

Trabalhos anteriores como os de Aradjo et al., (2014) e L’Hocine e Pitre (2016)
otimizaram metodologias de extracdo de proteinas em amostras de rins, farinhas de
améndoa, aveld, amendoim e pistache utilizando planejamentos experimentais. No
entanto, a maioria dos trabalhos descritos na literatura para extracdo de proteinas em
carne caprina como os de Adeyemi et al., (2015) e Guerra et al., (2011) empregam
métodos ja estabelecidos que na maioria das vezes ndo preservam a estrutura das
proteinas, como os descritos nos Associacdo de Métodos Oficiais dos Quimicos
Analiticos - AOAC (AOAC, 2000).

De acordo com o exposto, a literatura ndo reporta trabalhos utilizando
planejamento experimental voltado para o estudo prote6mico nesse tipo de matriz,
sendo que, os estudos reportados que realizam a extracdo de proteinas da carne
caprina empregam métodos propostos para outros tipos de matrizes, podendo estes

seres insuficientes para a elucidacéo do protedmica desta carne.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643811003999#bib39
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Dentro desse contexto, nesta dissertacéo realizou-se um estudo empregando
planejamento fatorial e a metodologia de superficie resposta para melhor
compreender e otimizar os fatores que influenciam o processo de extracdo de
proteinas da carne caprina, fornecendo um protocolo util de preparo de amostras para

posteriores estudos protedmicos envolvendo tal carne.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v

Otimizar um método de extracdo de proteinas da carne caprina utilizando
planejamento fatorial e metodologia de superficie resposta com o intuito de

desenvolver um protocolo para futuras analises.

3.2 Especificos

AR NEE NI NERN

Verificar o efeito das variaveis na extracdo das proteinas;

Propor um modelo empirico para o método de extracao;

Validar o modelo estatistico;

Quantificar o teor total de proteinas pelo método de Bradford,;

Investigar o efeito da temperatura nos ensaios de extracdo empregando HPLC-
SEC-DAD;

Obter um método ndo destrutivo para extracao de proteinas;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carne caprina

A carne pode ser definida como o produto resultante as continuas
transformacdes que ocorrem no musculo apés a morte do animal. E utilizada como
alimento de elevada qualidade nutricional (MONTE et al., 2012). As carnes se
subdividem em brancas (frango e peixe) e vermelhas (ovina, suina, bovina e caprina).
Levando em consideracdo as vermelhas, nestas estdo incluidas principalmente a
carne ovina, suina, bovina e caprina. Para o funcionamento e bem estar do organismo,
a ingestdo destas carnes é essencial, pois fornece energia, ajuda na formacéo de
novos tecidos e regula os processos plasmaticos, fisiolégicos e organicos.

Para a maioria dos consumidores de carne, gosto e valor nutricional sdo dois
atributos de qualidade importantes para que as carnes sejam consumidas (WEBB;
O’NEILL, 2008), dentre essas caracteristicas a carne caprina se destaca das demais
carnes vermelhas, pois apresenta sabor, suculéncia e maciez que distinguem a carne
desta espécie (MADRUGA; BRESSAN, 2011). Além destas, esta carne apresenta
propriedades nutricionais interessantes que apresentam um papel significativo na
nutricdo humana, como o0s aminoacidos essenciais, tais como, lisina, treonina,
triptofano, baixos teores de gorduras e colesterol e elevado teor de minerais
(IVANOVIC et al., 2016).

Quando a carne caprina é comparada com a bovina, a mesma ¢é similar em
relacdo ao teor de proteinas, superior em niveis de ferro e possui um menor percentual
de lipidios, sendo considerada pelos especialistas a carne mais magra e saudavel
dentre as vermelhas. Diante disto, a carne caprina apresenta grande potencial de
consumo em razdo de seu valor nutritivo e de sua aceitabilidade no mercado
consumidor, sendo que a raca, idade e sexo sao listados como fatores genéticos
importantes que influenciam as qualidades fisico-quimicas e sensoriais dessa carne
(MADRUGA et al., 2002)

Em vista dessa grande importancia nutricional e comercial que a carne caprina
vem desempenhando mundialmente, torna-se importante que além da busca pelo
crescimento produtivo seja realizada uma criteriosa avaliacdo da qualidade do seu

produto final.
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Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (IBGE, 2015)
o rebanho de caprinos no Brasil chegou ca. 7 milhdes de animais em 2006. Ja no ano
de 2015, a quantidade elevou-se para 10 milhdes. Esses dados, revelam que houve
um aumento de 30% na producao caprina do pais. Este aumento pode ser relacionado
ao fato que a populagdo passou a tomar conhecimento das informacdes sobre as
caracteristicas nutricionais dessa carne.

A regido Nordeste do Brasil se destaca como principal consumidor dessa
carne e produtor com um rebanho estimado em cerca de 93% do total nacional. A
razdo para esta regido do pais apresentar maior rebanho estid associada as suas
caracteristicas climato-geograficas, tais como, escassez de agua, clima arido e um
alto relevo. Sendo estas condicdes favoraveis para criacdo desses animais,
considerados rusticos, ou seja, sua criacdo exige pouco manejo e sdo bastante

resistentes para enfrentar as condi¢cdes adversas do ambiente.

2.2 Proteinas

Proteinas sdo moléculas formadas de aminoacidos unidos por ligacdo
peptidica, cujas funcdes quase invariavelmente dependem de interagcdes com outras
moléculas, e essas interacbes sdo influenciadas de maneira fisiologicamente
importante por alteracdes algumas vezes sutis, outras drasticas, na conformacéo das
proteinas (LEHNINGER, 2004). Por estas razdes, estudos de proteinas sdo de suma
importancia pois podem descrever as condigbes do ambiente biolégico, uma vez que
estas moléculas sdo sensiveis a alteracbes que modifiquem o meio no qual estédo
inseridas.

As proteinas possuem papel fundamental nos processos bioldgicos.
Praticamente todas as transformacgcfes moleculares que definem o metabolismo
celular sdo mediadas por catalise protéica. As proteinas exercem também funcgdes
regulatérias, controlando as condi¢des intracelulares e extracelulares e mandando
informacgdes para outros componentes da célulla (VOET, 2014). Estas biomoleculas
também fazem parte da composicdo de inumeras formulacbes devido possuirem
caracteristicas de valores funcionais e nutricionais (O'SULLIVAN; O'MAHONY, 2016).
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As proteinas em especial as alimentares, sdo moléculas complexas e
versateis, com diversas fungdes. A variagdo na funcionalidade est4 associada a sua
estrutura. Portanto, o conhecimento da relacdo estrutura-funcdo das proteinas
alimentares é importante para entender o efeito dos fatores de transformacéo nos
aspectos fisico-quimicos, sensoriais e nutricionais desses ingredientes alimentares de
alto valor nutritivo (BRANDA; KULOZIK, 2017).

2.2.1 Propriedades funcionais

O termo funcional descreve qualquer outra propriedade que contribuem para
0s aspectos benéficos de um ingrediente dentro de uma formulacdo (DAMODARAN,
1997). As proteinas sdo moléculas altamente funcionais capazes de estabilizar o éleo,
gotas e bolhas de ar, formacgdes de estruturas de gel e o aumento da viscosidade
(O'CONNELL; FLYNN, 2007; WALSTRA; VLIET, 2003) devido a caracteristica
guimica complexa destas moléculas, caracterizadas por suas sequéncias de
aminodacidos unicas (BEVERUNG et al., 1999).

As proteinas desempenham uma surpreendente variedade de funcdes
essenciais dindmicas e estruturais nos organismos dos mamiferos. Essas fun¢des
incluem: catalise de transformacdes quimicas, as quais exigem uma enzima
especifica catalisadora para garantir que essas reacfes ocorram numa velocidade
compativel com a vida; transporte, outra funcao importante das proteinas responsavel
pela chegada de nutrientes e saida de componentes téxicos das células, além de
carreamento de lipidios, metabdlitos, hormonios esteroides, vitaminas, moléculas
sinalizadoras e minerais; papel protetor, realizado por imunoglobulinas, proteinas do
complemento e interferons impedindo acdo bacteriana e viral; horménios e proteinas
gue regulam transcricao e tradugcao génica; estrutural proporcionando elasticidade e
forca aos 6rgaos e sistema vascular (DEVLIN; MICHELACCI, 2011).

O melhoramento das propriedades funcionais das proteinas vem sendo de
grande interesse comercial, com o proposito de aumentar o valor comercial e sua
utilizacdo, o que é usualmente conseguido através da modificacdo do peso ou
conjugacao/complexacdo com outros biopolimeros (DRAPALA et al.,, 2015;
GRIGOROVICH et al., 2012; KURUKJI et al., 2015; MALAKI et al., 2010; MULCAHY
et al., 2016; O'SULLIVAN et al., 2016).
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2.2.2 Propriedades nutricionais

As proteinas desempenham funcéo energética participando do crescimento e
desenvolvimento do organismo, pois quando ingeridas em altas quantidades, atuam
no fornecimento de energia dos processos listados. O maior efeito termogénico das
proteinas pode ser causado pelo aumento da sintese proteica e do consumo de ATP
para a sintese das ligacGes peptidicas, bem como outros aspectos do aumento da
sintese e degradacao associada a maior ingestdo deste macronutriente (GARLICK;
MCNURLAN; BALLMER, 1991; GIODANO; CASTELLINO, 1997).

O valor proteico de um alimento é determinado ndo somente pela composicao
de aminoacidos essenciais, mas também pelo aproveitamento biolégico deles, que
depende da digestibilidade da proteina. A digestibilidade é a medida da porcentagem
das proteinas que sao hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas pelo
organismo na forma de aminoacidos ou qualquer outro composto nitrogenado
(ALVES; ROCHA; GOMES, 2008). Ela determina a qualidade proteica na dieta junto
com o teor de nitrogénio e a medida de aminoacidos presentes em uma fonte de
proteina e compara com valores de uma proteina tida como referéncia. Quando certas
ligagbes peptidicas ndo sdo hidrolisadas na digestéo, parte da proteina é excretada
nas fezes ou transformada em produtos do metabolismo pelos microrganismos do
intestino grosso (SGARBIERI, 1987).

Estudos mostram que as proteinas de origem animal ndo apresentam
aminoacidos limitantes, levando essa classe de proteinas a caracteristica de alto valor
nutricional com capacidade de nutrir o organismo humano com niveis adequados de
aminoacidos essenciais possivelmente devido a auséncia de fatores antinutricionais.
Durante a conformacao da proteina, a sua estrutura influencia a sua hidrdlise pelas
proteases. Presenca de fatores denominados antinutricionais, como exemplo, os
alimentos de origem vegetal, podem ser inibidores das proteases ou compostos que
se ligam aos residuos de aminoacidos, impedindo a hidrélise completa da proteina.
Nas ligagcbes quimicas, a interagdo das proteinas com polissacarideos e fibras
alimentares também reduz a sua taxa de absorcéo e a percentagem da hidrélise e o
processo de digestibilidade das proteinas pode ser alterado também quando alguns
residuos de aminodacidos sdo expostos a temperaturas elevadas e pH basico
(BRESSANI, 1989; CASSIDY, 1996).
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2.3 Preparo de amostra na extracdo de proteinas

O objetivo de um procedimento analitico € obter 0 maximo de informacéo a
respeito do objeto de estudo. O preparo de amostra é a etapa prévia de qualquer
andlise. Na maioria dos casos, esta € a etapa mais critica de todo processo analitico,
onde os analistas gastam mais tempo afim de obter resultados mais adequados e
confiaveis para o estudo proposto. O papel do preparo de amostra € realizar a limpeza
‘remocao de interferentes” de amostras complexas, além de deixar o analito a um
nivel de concentracdo adequado para sua determinacdo. Em sintese, esse
procedimento visa e extracao, o isolamento e a concentracdo dos analitos presentes
nas matrizes. De maneira geral, o preparo da amostra € necessario antes das
analises. Este procedimento pode ser simples, como a diluicdo ou pré-concentracdo
de uma amostra aquosa, ou mais laborioso, no caso de amostras complexas.

A extracdo ou separagcdo de um componente quimico consiste num processo
em gue a fase extratora esta normalmente em contato com a matriz da amostra e 0s
analitos sdo transportados entre as fases. Nesse sentido, o conhecimento das
propriedades quimicas de um analito, bem como as propriedades da fase ou do
ambiente quimico em que o analito esteja presente é de extrema importancia para o
sucesso de qualquer extracdo (FIGUEIREDO; BORGES; QUEIROZ, 2015). O
processo de extracao envolvendo proteinas mostra-se como atividade complexa, uma
vez que esse procedimento pode alterar as condi¢cdes do ambiente biolégico em que
essas biomoléculas se encontram e com isso afetar a integridade dessas
macromoléculas.

A extracdo das proteinas é um dos processos mais cruciais nos estudos de
protedbmica. A remocao dos interferentes €& importante para um adequado
procedimento de extracdo, pois elimina sais, acidos, lipidios, proteinas majoritarias e
materiais particulados. Os mesmos podem interagir com a proteina de interesse e
diminuir ou aumentar o sinal desejado pelo analista (CANAS et al., 2007).

Um pré-requisito para qualquer analise protedmica € que os métodos de
extracao capturem a maior variedade de proteinas, mas ndo extraia preferencialmente
certos subconjuntos de proteinas abundantes, pois essas podem mascarar as
proteinas de baixa abundancia. E também preferivel que os métodos fornecam
extratos com uma quantidade minima de interferentes para se produzir resultados

fidedignos (SPEDA et al., 2017). Destacando alguns dos principais métodos
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empregados no estudo dessas biomoléculas como: a extracao liquido-liquido (liquid-
liquid extration, LLE), extracdo em fase solida (Solid phase extraction, SPE), filtracao,
entre outros.

A filtracdo € empregada na remocdo do material particulado das amostras
liguidas e na selecdo de massa das biomoléculas a serem estudadas. A separagao
se d& por meio de for¢ca centrifuga ou membranas porosas submetidas a forca do
vacuo. A filtracdo por membrana em muitos casos nao é suficiente para remover
compostos potencialmente interferentes. O tratamento subsequente do filtrado
utilizando extracdo em fase sdlida ou outros meios de separacdo de analitos ou
modificacdo de matriz é necessario sempre que a amostra contenha compostos de
elevado peso molecular para serem analisados (FRENZEL; MARKEVICIUTE, 2017).

A extracdo liquido-liquido (LLE) € considerada simples e de elevada
seletividade. Consiste na separacdo dos compostos baseada na diferenca de
solubilidade na fase aquosa ou organica, sendo sua eficiéncia dependente de uma
selecédo adequada do tipo de solvente, ajuste do pH, bem como um controle da forca
ibnica do meio (FIGUEIREDO; BORGES; QUEIROZ, 2015). Esse sistema consiste
em duas fases parcialmente soluveis, tendo como vantagens: operacao rapida, facil
aplicacao, altos rendimentos e boa seletividade.

A extracdo em fase sélida (SPE) € uma técnica de separacdo que utiliza uma
fase solida para isolar um ou mais tipos de analito de uma solucdo. E comumente
mais usada em amostras diversas como um passo de limpeza para remover proteinas
de alta abundéncia (GARCIA; NEUBERT, 2007). A SPE possui vantagens como o
menor volume de solvente, ndo forma emulsdes e possui uma maior versatilidade nas
analises.

Diante do exposto, percebe-se que existe uma vasta variedade de técnicas
para andlises de proteinas. Mesmo assim, estudar estas biomoléculas ndo é uma
tarefa facil, uma vez que as estratégias de preparo de amostra para a andlise de
proteinas devem ser cuidadosamente selecionadas, para que os resultados obtidos

em estudos protedmicos sejam fidedignos e reprodutiveis.
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2.4 Quimiometria

Na década de 70, surgiram os primeiros trabalhos sobre a Quimiometria, area
qgue resulta da unido entre quimica e estatistica. A partir da década de 90, com a
disseminagdo dos computadores, a quimiometria passou a ser disseminada nos
laboratorios de pesquisa e na industria, ganhando maior destaque nas mais diferentes
areas da quimica (PEREIRA et al., 2014). A quimiometria pode ser definida como uma
area da quimica que se refere a aplicacdo de métodos estatisticos e matematicos para
identificag8o de informacdes relevantes de um problema de origem quimica.

A quimica analitica € uma das areas da quimica que mais se beneficia com a
guimiometria, pois com o0 aumento das alteracdes nos numeros de parametros e a
sofisticacdo da instrumentacéo quimica tem a sua disposi¢cdo uma grande quantidade
de dados. Estes dados podem ser melhor analisados e interpretados com a utilizagéao
de técnicas quimiométricas.

Segundo Perreira Filho (2015) as técnicas quimiométricas mais aplicadas
para resolucéo de problemas relacionados com a Quimica, estdo listadas abaixo:

» Andlise exploratéria de dados quimicos (PCA, Principal Component Analysis)
e (HCA, Hierarbical Cluster Analysis);

» Calibracado multivariada (PCR, Principal Component Regression) e (PLS,
Partial Least Squares);

» Proposicédo de modelos de classificacdo (SIMCA, Soft Independent Modelling
of Class Analogy) e (PLS-DA, PLS for Discriminant Analysis);

» Emprego de planejamentos fatoriais combinado com a metodologia de
superficie resposta (Planejamentos fracionarios), (Planeamentos completos),
(Composto central) e (Box-Behnken);

Na realizacé@o da presente dissertacdo foram utilizados técnicas de otimizagéo
como o planejamento experimental e metodologia de superficie resposta. Na proxima
secao serdo apresentadas algumas caracteristicas sobre a técnica de planejamento

fatorial, apresentando conceitos, vantagens, limitacdes e aplicacoes.



28

2.4.1 Notacdes

Tendo em vista o padrao matematico usado em textos de quimiometria, neste
trabalho, utilizam-se as seguintes notacdes: escalares sdo definidos em italico (por
exemplo, n); vetores como letras minusculas em negrito (por exemplo, y) e matrizes
como letras mailsculas em negrito (por exemplo, X); os sobrescritos T e -1

representam as operagées transposta e inversa, respectivamente.

2.4.2 Planejamento fatorial

Nos ultimos anos, a otimizacdo de métodos analiticos tem passado por
mudancas perceptiveis. A utilizagdo de técnicas multivariadas vem se difundindo e
demonstrando sua utilidade em diversos campos do conhecimento, merecendo
destaque os estudos envolvendo processos biotecnoldgicos, processos quimicos,
sinteses organicas e otimizacdo de processos industriais (ZAMORA; MORAIS;
NAGATA, 2005). Uma alternativa € o uso do planejamento fatorial, que € um dos
processos estatisticos disponiveis para otimizacdo multivariada, sendo amplamente
aplicado em quimica devido a sua utilidade na identificacdo das variaveis mais
significativas de um determinado sistema analitico (ATRACHE et al., 2013).

Empregando planejamento fatorial baseado em principios estatisticos, os
pesquisadores podem extrair do sistema em estudo o maximo de informacao Uutil,
fazendo um nimero minimo de experimentos, reduzindo uso de reagentes, o tempo,
entre outras vantagens (BARROS NETO; SCARMINO; BRUNS, 2010). Esta
ferramenta pode ser considerada como um recurso de grande valia, quando se deseja
estudar os efeitos de duas ou mais varidveis sobre a eficiéncia de um processo,
investigando-se os efeitos das combina¢cfes possiveis dos niveis de cada variavel
selecionada do sistema.

Em geral a utilizacdo desse método multivariado pode proporcionar diversas
vantagens tais como: interacdes entre as variaveis podem ser identificadas, modelos
de regresséo permitem construir uma superficie de resposta, obtencédo da condicao
Otima de analise, reducdo de tempo e custo das analises (BREITKREITZ; SOUZA;
POPPI, 2014). Ja a técnica univariada, na qual se varia uma unica variavel por vez

até chegar em um ponto 6timo através do método de tentativa e erro. Esta, além de
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consumir maior quantidade de recursos, também negligéncia as interagdes entre as

variaveis.

A utilizacao de planejamentos na execucdo dos experimentos pode gerar um

maior numero de informacdes, sendo que o sucesso destas informacdes consiste em

projetar um experimento de forma que ele seja capaz de fornecer exatamente o tipo

de informacdo que o analista busca. Para tanto, € necessario previamente que

analista defina os objetivos, conheca todo dominio experimental em torno da reposta

desejada.

Para se executar um planejamento fatorial € necesséario conhecer algumas

terminologias importantes (HIBBERT, 2012):

>

Fatores ou variaveis — sao caracteristicas que podem ser variadas dentro de
um sistema e que afetam a resposta como, por exemplo: temperatura, tempo,
concentracéo de reagentes, forga idnica, pH, tipo de catalizador, etc.

Niveis — é a faixa ou grau de variacdo de um fator/variavel. Exemplos:
temperatura de 25-50°C, tempo de 20-40 minutos, pH de 7-9, etc.

Resposta ou variavel dependente — quantidade medida ou observada, que € o
objeto de estudo da otimizacao.

Modelo — equacéo que relaciona a resposta aos fatores.

Superficie de resposta — relacdo de uma resposta aos valores de um ou mais
fatores, é um grafico de uma ou duas dimensfes da funcéo que € ajustada aos
dados experimentais.

Para cada uma das diferentes situacfes que o0 analista se depara, existem

muitos tipos de planejamentos que podem ser empregados de acordo com a finalidade

gue se deseja (Figura 1).

Figura 1 — Esquema do processo de otimizacao através de planejamentos fatoriais

Etapas de

otimizagsio | Triagem inicial |—> | Triagem avancada | — | Otimizagao |
Numero de -
variaveis | 6 ou mais | | 2as | | 2a>s |
Planejamentos Fatorial fracionario Fatorial fracionario Composto central
experimentais Ou Ou Ou
Plackett-Burman Fatorial completo Box-Behnken

Fonte — Do proprio autor (2017)
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Na Figura 1 os modelos de planejamento de triagem (modelos lineares)
permitem avaliar os efeitos das varidveis principais e suas interacdes. Ja os modelos
de otimizacdo (modelos quadraticos) permitem avaliar com mais detalhe tendo como
objetivo otimizar simultaneamente os niveis das variaveis para obter maximos ou 0s
minimos, ou seja, o melhor desempenho do sistema (BEZERRA et al., 2008). No que
tange o desenvolvimento desta dissertagdo, foram utilizados o planejamento fatorial
completo e o composto central.

Neste contexto partiremos para um exemplo de como calcular os efeitos e
determinar a significancia das variaveis e suas interagdes utilizando um planejamento
fatorial 22 (dados criados pelo proprio autor), onde vamos estudar o efeito da
temperatura nos niveis — (25°C) e + (40°C), volume do extrator — (5 mL) e + (10 mL)
sobre o teor de proteina extraida. O planejamento experimental esta na Tabela 1 ja

com as combinacfes possiveis e seus resultados.

Tabela 1 - Resultados do planejamento fatorial 22

Ensaios  Temperatura Volume do Teor de proteina Média  Variancia

(°C) extrator (mg g?)
1 25 10 128 133 130 12,5
2 40 10 164 160 162 8
3 25 20 127 124 125,5 4.5
4 40 20 138 141 139,5 4.5

Diante destes resultados pode-se montar a matriz de planejamento P e em
seguida transpor esta matriz PT, por fim multiplicar pelo vetor (y) que corresponde as

respostas obtidas (Equacao 1).
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{Equacéao 1}

3<~X

A matriz dos efeitos obtida (E) tem que ser corrigida dividindo a média global

(M) por 8 e os efeitos primérios e secundarios por 4. Apos isto os efeitos das variaveis

sdo obtidos sendo: temperatura (T) = 22,75, volume do extrator (V) = -13,75 e a

interacdo temperatura versus volume do extrator (TV) = -8,75.

As significancias estatisticas dos efeitos calculados ao nivel de confianca de

95% pode ser calculada obtendo a variancia combinada (s?) de acordo com a Equacéo

2, onde v;e s? sdo o0 numero de graus de liberdade e a varidncia obtida em cada
ensaio, respectivamente, do i-ésimo ensaio (BARROS NETO; SCARMINO; BRUNS,

2010).

2

V182 4+ vys24 ... +v; s?

S
vy + Uyt .. U,

7=((@+ )+ @)=) 2

A variancia do efeito (V) é calculada de acordo com a Equacgido 3 acima,

{Equacéao 2}

{Equacéao 3}

considerando que s? é uma boa estimativa da variancia de uma observacdo (neste
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caso, uma estimativa com 4 graus de liberdade). O erro do efeito (Seteito) € calculado
pela raiz quadrada da variancia do efeito. A partir desses resultados podemos
substituir o erro do efeito na Equacao 4, em que 7j seré a estimativa do efeito calculado
a partir dos experimentos para cada variavel ou interacéo e ty € o valor de t de student
(2,776) para 4 graus de liberdade. Para que o efeito verdadeiro (7) seja significativo,

o intervalo de confianca obtido com resultado da Equacéo 4 ndo devera incluir o zero.

N =t XSereito < N <1 + LU X Sereito {Equacao 4}

Resolvendo as equacdes acima, a variancia combinada é igual a 7,375,
variancia de um efeito é de 3,687 e o erro do efeito é igual a 1,92. Com esses
resultados, utilizando a Equacgéo 4 observa-se que todos os efeitos da temperatura e
volume do extrator ndo incluem o zero no seu intervalo, portanto as variaveis
temperatura [17,24;28,08], tempo de extracéo [-19,08;-8,42] e a interacdo temperatura
e tempo de extracdo [-14,08;-3,42] sdo significativos ao nivel de confianca de 95%,

pois incluem o zero no seu intervalo de confianga.

2.4.3 Metodologia de superficie resposta

Nesta subsecdo pretende-se expor breves comentarios a respeito da
metodologia de superficie de resposta (Response Surface Methodology — RSM). A
Metodologia de Superficie de Resposta foi desenvolvida por George Box com a
colaboracdo de outros pesquisadores, na década de 50 (GILMOUR, 2006). A RSM
pode ser definida como o conjunto de técnicas estatisticas e matematicas Uteis para
o desenvolvimento, aperfeicoamento e otimizag&ao de processos em que uma resposta
de interesse € influenciada por varias variaveis, sendo seu objetivo otimizar essa
resposta (BAS; BOYACI, 2007).

A RMS é uma técnica baseada em planejamentos fatoriais que utiliza duas
etapas para a otimizacédo de experimentos (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2010), modelagem e deslocamento, sendo realizadas tantas vezes quanto forem

necessarias até atingir a regiao 6tima da superficie investigada.
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Na modelagem é proposto um conjunto de experimentos (planejamento
fatorial) que podem se ajustar ou ndo de acordo com as respostas adquiridas. J& no
deslocamento, “caminha-se” para a regido que o analista deseja “maxima ou minima”
de um determinado modelo. As modelagens dos modelos sédo descritas por funcdes
polinominais lineares ou quadraticas as quais fornecem condi¢bes de explorar o
sistema até alcancar a sua otimizacdo (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

A construcdo da superficie de resposta ocorre com a obtencdo dos
coeficientes do modelo. Para o célculo dos coeficientes (b)) emprega-se a resolucéo

por minimos quadrados (Equacao 5):

b = (XTX)"1XTy {Equacso 5}

onde b é o vetor com coeficientes (b)), X é a matriz experimental com os
parametros normalizados e y € um vetor contendo as respostas experimentais
obtidas.

Para planejamentos experimentais envolvendo dois niveis, que sdo aqueles
que a resposta varia linearmente “modelo linear de interacdo”, podem ser definidos de

acordo com a Equacao 6:

y = bO + b1x1 + bzX2+. . bjx1x2 {Equa(;éo 6}

sendo y a variavel dependente, b, € o termo constante, by, b,,...b; S0 0s
coeficientes da regressao, x, Xo,...Xj SA0 as variaveis independentes.

Se a resposta ndo for bem modelada por uma funcéo linear ou de interagao
das variaveis independentes, entdo uma aproximacdo polinomial quadréatica devera
ser empregada. Para se determinar um ponto critico “maximo ou minimo”, é
necessario que a funcdo polinomial contenha termos quadraticos que podem ser
gerados aplicando pontos axiais no dominio experimental. Podemos destacar dois
modelos com termos quadraticos mais utilizados para otimizacdo de processos:
planejamento composto central com pontos estrelas que varia em cinco niveis
diferentes e o planejamento de face centrada que varia em trés niveis diferentes.

Nesta dissertacdo utilizou-se o planejamento composto central de face

centrada com trés variaveis que pode ser mais bem entendido através da Figura 2. O
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nome "Face Centrada" deriva do fato de que a localizagcdo dos pontos estrelas

corresponde ao centro de cada face do cubo.

Figura 2 — Modelo cubico de face centrada

Fonte: Do proprio autor (2017)

A funcdo que descreve um modelo quadratico pode ser representada pela

Equacéo 7:

y = bo + b1x1 + bzXz + b11X12 + b22x22. .. b]'xlxz {Equa(;éo 7}

onde os termos b;;X? e b,,X? representam os termos quadraticos do modelo.
Os dois modelos descritos nas Equacdes 6 e 7 sdo denominados empiricos e sdo
utilizados para construir uma superficie resposta de uma determinada regiéo.

Para otimizacdo do processo analisado, ou seja, para encontrar o ponto
minimo ou maximo da superficie, deve se utilizar ferramentas de calculo diferencial,
encontrando-se as derivadas parciais da equacdo do modelo quadratico e igualando-

as a zero, obtendo-se assim 0s pontos criticos.
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2.5 Cromatografia de exclusao por tamanho

Cromatografia pode ser definida como uma técnica analitica utilizada na
separacao, identificacdo e quantificacdo de componentes quimicos presentes em
misturas (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). Esta técnica de separagdo possui uma
versatilidade de mecanismos de separagdo. Quando combinadas as diferentes fases
moveis e estacionarias a separacdo dos componentes presentes em uma mistura se
da pela diferenca do comportamento dos analitos entre a fase mével e a fase
estacionaria.

Dentro da cromatografia liquida existem diferentes modalidades que podem
ser empregadas na separacao, tais como, por exclusdo, troca ibnica, fase reversa,
interacdo hidrofébica, bioafinidade e interagcdo hidrofilica. A modalidade
cromatografica a ser empregada vai depender da natureza do analito de interesse,
podendo levar em consideracao a polaridade, solubilidade, massa molecular, relacao
antigeno/anticorpo (MICHALKE, 2002).

Destacando os trés modos mais comuns de cromatografia empregados na
andlise de proteinas temos: exclusdo por tamanho, que separa proteinas com base
no seu tamanho, cromatografia de troca ibnica, capaz de separar proteinas com base
na sua carga e cromatografia em fase reversa, em que a separagao ocorre com base
na hidrofobicidade das proteinas (FEKETE; GUILLARME, 2014).

No tocante a cromatografia de excluséo por tamanho (SEC, Size Exclusion
Chromatography), também denominada de filtracdo em gel, permeacdo em gel e
cromatografia em peneira molecular de difusdo restrita, a ordem de eluicdo das
moléculas é definida por pelo tamanho, sendo que as moléculas maiores apresentam
0s menores volumes de eluicdo. Esta técnica é utilizada na caracterizacdo de
polimeros, proteinas e no controle de qualidade (HONG; KOZA; BOUVIER, 2012;
FEKETE et al., 2014).

Segundo Schure e Moran (2017), as caracteristicas de desempenho da SEC
nao estdo na escala das eficiéncias tipicas das colunas usadas para separacdes em
fase reversa ou fase normal. No entanto, a SEC continua a ser altamente utilizada
para separacoes, pois apresenta propriedades desejaveis, tais como: o fracionamento
pode ser realizado com base no tamanho molecular, a escolha da temperatura e fase
movel ndo é téo critica por ndo depender especificamente de interacdes quimicas

entre a coluna e o soluto para separagao, a massa molecular de um composto pode
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ser estimada. Esta modalidade cromatogréfica promove a separacdo das proteinas
de maneira suave, de modo a preservar a estrutura conformacional e as interagoes
intermoleculares presentes nas moléculas (FEKETE; GUILLARME, 2014).

A fase estacionaria da SEC é constituida de um recheio ou gel de
macromoléculas que tém ligagbes cruzadas, com afinidade pelos solventes mais que
neles sao insollveis. Essa fase emprega particulas rigidas e pequenas com base de
silica ou poliméricas, de tamanhos de poros bem controlados para se separar
moléculas de distintos tamanhos (LANCAS, 2009). A estrutura tridimensional e
estabilidade mecéanica é dada por diferentes materiais. Alguns exemplos destes
materiais que constituem a fase estacionaria da SEC sao: géis de dextrana, géis de
poliacrilamida, géis de agar e agarose. Esses geéis precisam ter algumas
caracteristicas tais como a inércia quimica, estabilidade a condi¢des brandas de pH e
temperatura e possuir baixo teor de ions.

A separacdo das proteinas na SEC se da com base na sua diferenca no
volume hidrodindmico na fase movel, pela difusdo para dentro e para fora dos poros
estagnados (GOYON; GUILLARME; FEKETE, 2017), ou seja, a separacdo dos
componentes presentes na amostra faz-se através de peneiras moleculares,

baseando-se em seus tamanhos e conformagdes geométricas (Figura 3).

Figura 3 — Principio da cromatografia de excluséo por tamanho

| i

Fonte: Collins; Braga; Bonato (2006)
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Collins, Braga e Bonato (2006) descrevem que as moléculas pequenas
penetram pelo interior dos poros do gel e permeiam para a base da coluna até serem
retiradas da coluna em tempos distintos, enquanto as moléculas maiores, nao
conseguindo penetrar no interior dos poros, contornam as particulas do gel e seguem
mais rapidamente para a base da coluna, eluindo antes das moléculas menores.

A principal aplicacdo da SEC esta voltada para o estudo dos agregados de
proteinas, trabalhos relatados na literatura como o de Saremirad et al., (2014)
empregam a cromatografia de exclusdo por tamanho no estudo de proteinas
oxidativas. Goyon et al., (2016) utilizaram essa técnica para a analises de proteinas
biofarmacéuticas. Neste contexto a cromatografia de exclusdo por tamanho é uma
ferramenta importante para o estudo dessas macromoléculas, na qual pode separar e

estimar a massa molecular das mesmas.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solventes

Todas as vidrarias utilizadas para a realizacdo desta dissertagdo foram
descontaminadas em banho de HNOs 10% (v/v) por no minimo 24h. As solugdes
foram preparadas em 4gua ultrapura com resistividade > 18,2 MQ.cm.

Os seguintes reagentes e solventes foram empregados durante o
desenvolvimento deste trabalho:

v Agua ultrapura
Etanol 95% (Vetec®, Brasil)
Eter de petroleo (Isofar®, Brasil)
Tris(hidroximetil)Jaminometano grau HPLC (J. T. Baker®, Brasil)
Coomassie brilliant blue g-250 (Sigma-Aldrich®, Brasil)
Acido fosforico 85% PA (Vetec®, Brasil)
Acido cloridrico 37% (Merk®, Brasil)

Fosfato de amonio dibasico (Sigma-Aldrich®, Brasil)

N NN NN

Para a calibracdo do espectrofotbmetro e da coluna cromatogréfica
empregou-se os padrées abaixo:
v" Albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich®, Brasil)
v Blue dextran (GE Healthcare Bio-Science AB, Suécia)
v Tiroglobulina(GE Healthcare Bio-Science AB, Suécia)
v' Ferritina (GE Healthcare Bio-Science AB, Suécia)
v' Aldolase (GE Healthcare Bio-Science AB, Suécia)
v' Conalbumina (GE Healthcare Bio-Science AB, Suécia)
v Cianoconalbumina (GE Healthcare Bio-Science AB, Suécia)

4.2 Equipamentos

v Agitador magnético (IKA®, RH basic 1, Brasil)
v’ Agitador vortex (QUIMIS®, Brasil)
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Estufa (Marconi®, MA033/100, Brasil)

Espectrofotdmetro de absorcdo molecular UV-VIS (Femto®, 600 plus,
Brasil)

Ultrasson (Soni-tech®, Brasil)

Banho maria Dubnoff (QUIMIS®, Brasil)

Centrifuga refrigerada (Hermle®, z216K, Brasil)

Liofilizador (LIOTOP®, L101, Brasil)

Moinho criogénico (Marconi®, MA 775, Brasil)

Balanca analitica (Denver Instrument APX — 200, Brasil)

Bomba de vacuo (Primatec®, Brasil)

pHmetro (MS Tecnopon Intrumentacao®, Brasil)

Sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore®, Brasil)

Cromatdgrafo liquido (Agilent Technologies®, Series 1260 infinity,
Geramany)

4.3 Materiais

A N N N N R

Coluna cromatografica superdex™ 200 10/300 GL (GE Healthcare Bio-
Science AB, Suécia)

Papel de filtro qualitativo 12,5 cm

Papel aluminio

Barra magnética

Cubeta de plastico com caminho 6ptico de 1 cm

Filtros para seringa com membrana PTFE de 0,22 uym

Seringas de 15 mL

Sistema de filtracdo a vacuo

4.4 Amostragem e preparo da amostra

Para a otimizacdo do método de extracdo, as amostras de carne foram

adquiridas,

imediatamente, ap0s o0 abate dos animais em um ponto de venda

localizado no Mercado Central Sdo José, mais conhecido como Mercado Velho de
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Teresina, situado na rua Lisandro Nogueira, regido centro-sul da cidade de Teresina-
Piaui.

O corte escolhido foi o pernil, por ser o de maior preferéncia popular, sendo
essa peca dividida em cubos de aproximadamente 3 cm?e em seguida congelada em
nitrogénio liquido por 15 minutos para a liofilizacdo durante 48 h. Apos esta etapa de
secagem, a amostra foi submetida a moagem em moinho criogénico. O programa
empregado para a moagem apresenta as seguintes condi¢cdes: frequéncia de 16 Hz,
durante 10 minutos intercalados entre congelamento com duracdo de 2 minutos e

moagem em 1 minuto.

4.5 Método de extracao das proteinas de carne caprina

Para as extracdes das proteinas, 500 mg da carne caprina foi submetida a
maceracao constante utilizando almofariz e pistilo na presenca da solucdo tampéao
extratora de Tris-HCI pH 7,3 em um banho termostéatico. A condicfes de extracao
como temperatura, concentracao e volume de solugéo tampao estdo definidas pelo
planejamento experimental (Tabela 2). Em seguida, os extratos obtidos foram
submetidos a centrifugacdo em uma centrifuga refrigerada por 10 min a 10000 rpm a
4°C.

Apos a centrifugacéo, o sobrenadante foi coletado e misturado na proporcao
1:1 (v/v) com éter de petrdleo. A mistura foi submetida a agitagdo magnética durante
10 min e centrifugada por 5 min a 10000 rpm a 4°C, apés a centrifugacao descartava-
se a fase etérea. Esta etapa que visa a remocao dos lipidios foi repetida trés vezes.
Os extratos proteicos obtidos de carne caprina foram armazenados em tubos Falcon®

a -20°C para posteriores analises.

4.6 Planejamento fatorial

Para a otimizacdo da extracdo das proteinas presentes na carne caprina,
inicialmente foi utilizado um planejamento fatorial completo do tipo 24 como fase de
triagem das variaveis. Os selecionados para andlise foram: tempo de extracgéo,

concentracdo do extrator, temperatura de extracéo e volume do extrator (Tabela 2).
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Tabela 2 - Variaveis e niveis do planejamento fatorial completo 24

Variaveis Simbolos  Niveis e cddigo das variaveis
-1 +1
Tempo de extracao (min) X1 10 20
Concentracéo do extrator (mol L?) X2 0,05 0,1
Temperatura de extracdo (°C) X3 25 40
Volume do extrator (mL) Xa 5,00 10,00

Ao todo foram realizados 16 ensaios em duplicata, sendo que 0os mesmos
foram executados em ordem aleatdria e dias diferentes para evitar erros sistematicos.
O teor total de proteinas (resposta monitorada) foi obtido pelo método de Bradford
(1976), empregando a albumina como padréo.

Apés a triagem das variaveis através do planejamento completo 24 para a
extracdo das proteinas, partiu-se para um novo planejamento 23 com pontos centrais
a fim de se obter um modelo empirico que explicasse os dados e permitisse maximizar
a extracdo de proteinas. Nesse novo dominio experimental foram inseridas as
variaveis que se mostram significativas e novos pontos em volta dos niveis que
apresentavam uma maior eficiéncia na extracao das proteinas (Tabela 3). A validacdo
do modelo empirico gerado foi realizada através de andlises de variancia (ANOVA),

grafico de residuos e valores previstos versus experimentais.

Tabela 3 - Variaveis e niveis do planejamento fatorial 23 com ponto central

Variaveis Simbolos Niveis e cbédigo das variaveis

-1 0 +1

Tempo de extracdo (min) X1 8 10 12
Temperatura de extracéo (°C) X3 30 40 50
Volume do extrator (mL) Xa 3,0 4,0 5,0

O planejamento fatorial 23 com ponto central foi realizado com oito
experimentos auténticos e trés réplicas no ponto central. O mesmo nao foi suficiente
para descrever os dados, sendo necessario a insercao de mais seis experimentos

para o conjunto de dados se transformar em um modelo quadratico de face centrada.
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4.7 Determinacgao do teor total de proteinas

Apoés a realizacdo dos protocolos de extracdo, a concentracdo total de
proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976). No preparo de 250 mL do
reagente de Bradford para a quantificacdo espectrofotométrica das proteinas, utilizou-
se 25 mg de coomassie brilliant blue g-250, 12,5 mL de etanol e 25 mL de &cido
fosforico 85 % PA. Completa-se para o volume final com agua ultrapura. A solucéo foi
agitada em agitador magnético durante 30 minutos, sendo filtrada em papel filtro
qualitativo e armazenada em frasco protegido da luz. O preparo desta solucéo foi
realizado ao abrigo da luz.

A quantificacdo das proteinas por espectrofotometria de absor¢cdo molecular
deu-se retirando uma aliquota de 200 pL da amostra ou padrao, adicionou-se 2500 uL
do reagente de Bradford ambos em uma cubeta. O tempo de reagao antes da leitura
realizada no comprimento de onda de 595 nm foi de 4 minutos.

Usando o padrdao de albumina sérica bovina para a calibracdo do
espectrofotdmetro, foi preparado uma solugédo estoque de 1000 mg L dissolvendo 10
mg de albumina em 10 mL de tampéo fosfato (pH 7,2 a 0,1 mol L), esta solucéo foi
agitada em vortex por aproximadamente 1 min. As concentragbes dos padrdes da
curva analitica foram de 25, 50 75, e 100 pug mL* de albumina bovina. Todas as

medidas foram realizadas em triplicata.

4.8 Analises cromatograficas

Diante do aumento da temperatura nos ensaios realizados na extracao das
proteinas decidiu-se avaliar a influéncia da temperatura no perfil proteico dos extratos
obtidos nas temperaturas de 30, 40 e 50 °C. Para tanto, os extratos obtidos nas
diferentes condi¢cdes de temperatura foram submetidos a andlise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), sendo empregado um sistema cromatografico (1260,
Agilent, EUA) equipado com bomba quaternaria, desgaseificador, auto amostrador,
coletor de fracdes e detector do tipo DAD (Diode Array Detector).

As corridas cromatogréficas foram realizadas em uma coluna de excluséo por
tamanho com faixa de 10 — 600 kDa, Superdex™ 200 10/300 GL. Para a calibracédo

da coluna foram empregados padrdes de diferentes massas molares: blue dextran
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(2000 kDa); tiroglobulina (669 kDa); ferritina (440 kDa); aldolase (158 kDa) e
conalbumina (75 kDa). As condi¢gBes cromatogréficas utilizadas para a realizacao das
analises e calibracédo da coluna estéo descridas na Tabela 4.

Cada amostra ou padréo injetado foi diluido na fase mével e filtrada em filtros
de seringa com membrana PTFE de 22 um. Todas as amostras foram injetadas com

concentracdo aproximadas em 15 mg mL! para a comparacéo dos seus perfis.

Tabela 4 - Condi¢cGes cromatograficas empregadas na analise de proteinas

Fase movel Tris-HCI 0,05 mol L1, pH 7,3
Fluxo 0,5 mL min

Tempo de corrida 55 min

Volume de injegéo 40 pL

Comprimento de onda 280 nm

4.9 Analises dos dados

A andlises dos dados obtidos e célculos mateméaticos dos modelos gerados

foram realizados nos softwares Excel, Origin 8.0 e MATLAB R14b.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Planejamento fatorial 24

Na escolha do dominio experimental a ser otimizado fez-se um estudo prévio
na literatura, onde a mesma relata que a extractabilidade das proteinas é influenciada
principalmente pelos fatores: pH da solucgéo, tipo de extrator, temperatura de extracao,
tempo de extracéo, forca idnica e volume do extrator (WALCZYK et al., 2016; ZHAO
etal., 2015; PHONGTHAI; LIM; RAWDKUEN, 2016; DURMUS; EVRANUZ, 2010; MA;
WANG; WU, 2010). Diante das variaveis mais reportadas na literatura, este trabalho
escolheu os fatores que poderiam proporcionar um método de extracdo de menor
custo, com baixa geracao de residuos e mais acessivel para industria e comunidade
cientifica. Portanto, investigou-se os fatores: tempo de extracdo, volume do extrator,
temperatura de extracdo e concentracdo do extrator nos niveis apresentados na
Tabela 2.

O agente extrator utilizado foi o cloridrato de trihidroxiaminometano (Tris/HCI)
que tem sido amplamente utilizado em diversos trabalhos (TRAN et al., 2010;
RESTELLI et al., 2014; YALCINKAYA et al., 2016). O pH foi mantido em 7,3, uma vez
gue neste ha a quebra das pontes de metileno, levando as proteinas a uma maior
disponibilidade para dissolucdo no agente extrator (L. GUIST; A. LUCACCHUNI,
2013) o que corrobora com trabalhos anteriores de Rigueira et al., (2016) que
realizaram extracdes de proteinas com Tris/HCI em sementes de aveia, trigo e soja
visando identificar as proteinas e os metais ligados a elas e Danielsen, Pedersen e
Bendixen (2011) que utilizou Tris/HCI para extracéo de proteinas do colostro em tecido
intestinal de suinos.

Apbs as escolhas iniciais do tipo de extrator e pH do mesmo, o processo de
otimizacdo da extracdo das proteinas presentes na carne caprina se deu visando a
maxima extracdo das proteinas. Em todos os ensaios realizados foram determinadas
a concentracéo de proteina extraida pelo método de Bradford (1976).

A Tabela 5 apresenta a matriz de planejamento com as determinacdes do teor
de proteina, em duplicata, para cada ensaio. Adicionalmente sdo reportados as
respectivas médias e variancias. Com as variaveis e seus respectivos niveis

estudados foi obtido uma média de 162,23 mg g*de proteina para os 16 experimentos
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realizados em duplicata. Os efeitos dos fatores foram calculados para a realizagéao de

uma triagem das variaveis que exercem uma influéncia mais pronunciada no teor de

proteina extraida.

Tabela 5 - Planejamento fatorial completo 24 para extracdo de proteinas (teor de

proteina em mg g1)

Ensaios Variaveis Codificadas Teor de Proteina
X1 X2 X3 X4 Rep1 Rep 2 Média Variancia

E1l -1 -1 -1 -1 146,91 169,93 158,42 264,96
E2 +1 -1 -1 -1 165,01 176,50 170,76 66,01
E3 -1 +1 -1 -1 129,78 138,12 133,95 34,78
E4 +1 +1 -1 -1 152,33 166,57 159,45 101,39
ES -1 -1 +1 -1 180,90 203,92 192,41 264,96
E6 +1 -1 +1 -1 190,99 187,14 189,07 7,41

E7 -1 +1 +1 -1 175,48 188,51 182,00 84,89
E8 +1 +1 +1 -1 195,14 187,96 191,55 25,78
E9 -1 -1 -1 +1 138,36 177,99 158,18 785,27
E10 +1 -1 -1 +1 143,77 148,29 146,03 10,22
E1l1l -1 +1 -1 +1 140,18 167,65 153,92 377,30
E12 +1 +1 -1 +1 153,30 152,47 152,89 0,34

E13 -1 -1 +1 +1 177,95 184,81 181,38 23,53
El4 +1 -1 +1 +1 141,75 125,83 133,79 126,72
E15 -1 +1 +1 +1 164,48 197,66 181,07 550,46
E16 +1 +1 +1 +1 117,31 104,57 110,94 81,15

Os efeitos principais (Tabela 6) das variaveis X1, X2, X3, X4 € suas interacdes

secundarias, terciarias e quaternaria, por exemplo: x1x2 (secundaria); x1x2x3 (terciaria);

e X1X2X3Xs (quaternaria) foram calculados de acordo com Barros Neto, Scarmino e

Bruns (2010). Dentre todos os efeitos principais calculados podemos destacar os mais

pronunciados como o do tempo de extracdo (x1), temperatura de extracdo (x3) e

volume do extrator (x4), ja para os efeitos secundarios temos a interacdo entre tempo

de extragdo e volume do extrator (x1X4), temperatura de extragao e volume do extrator

(xax4) e tempo de extracdo e temperatura de extracao (X1xs).
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Tabela 6 - Efeitos calculados

X1 X2 X3 Xa X1X2 X1X3 X1X4 X2X3

-10,855 -8,032 16,078 -19,924 1,832 -17,023 -21,865 0,263

X2X4 X3X4 X1X2X3 X1X2X4 X1X3X4 X2X3X4 X1X2 X3X4

2,893 -17,032 -4,240 -4,687 -9,115 -6,702 -4,171

As significancias estatisticas dos efeitos calculados foram avaliadas ao nivel
de confianca de 95%. Para identificagdo da significancia dos efeitos, realizou-se o
calculo da variancia combinada (s?), e a partir desta é calculada a variancia do efeito
(7) considerando que s? é uma boa estimativa da variancia de uma observagdo com
16 graus de liberdade. O erro dos efeitos (Sefeito) foi de 4,682. A partir desses
resultados podemos estimar o intervalo de confianca obtido com os resultados
anteriores, sendo que o intervalo ndo deverd incluir o zero para que os efeitos sejam
considerados significativos.

A Figura 4 mostra a andlise dos efeitos, num grafico escalado pelo erro dos
efeitos (Sefeito = 4,682), onde podemos observar as variaveis que apresentam efeitos
mais pronunciados no teor de proteina extraida ao nivel de 95% de confianca. Foram
significativos os efeitos de primeira ordem para: tempo de extracdo (x1); temperatura
(x3); e volume do extrator (xs), ja para as interacdes secundarias foram significativas
aguelas entre: tempo de extracao e temperatura de extracao (xixz); tempo de extracéo
e volume do extrator (xixs); e temperatura de extracao e volume do extrator (XsXa).

A concentragdo do extrator ndo demonstrou ser significativa, no entanto,
apresentou valor negativo para o efeito, apontando para a concentracdo no nivel baixo
(0,05 mol L) para uma maior eficiéncia de extracdo. Observou-se neste nivel um
percentual de rendimento 8,4% maior em comparacdo ao nivel alto estudado.
Portanto, a concentracdo no nivel baixo foi mantida para extracdes posteriores. Este
resultado esta consistente com estudos anteriores de Restelli et al., (2014) e Rigueira
et al., (2016), onde empregou-se o Tris/HCI para extracao protéica em carne caprina
utilizando concentracdo de 0,01 mol L e extracdo de proteinas em sementes de aveia
com concentracdo de 0,05 mol L%, respectivamente. Estes trabalhos ndo utilizaram

altos valores de concentracao de Tris/HCI.
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Figura 4 - Efeitos e interagGes estimadas. "Efeitos significativos
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Fonte: Do préprio autor (2017)

De acordo com Araujo et al., (2014) um efeito de primeira ordem deve ser
considerado individualmente para interpretacdo dos resultados somente quando néao
houver interacfes, pois as interacdes prevalecem. Partindo desta premissa, o efeito
secundario que apresentou maior influéncia no estudo foi a interagdo entre o tempo
de extracdo e volume de extracdo. A Figura 5 mostra um grafico cubico representando
as respostas num espaco formado pelos trés fatores significativos (fixando x2 em seu
nivel baixo). Observa-se que o rendimento diminui de forma pronunciada quando o
tempo de extracdo aumenta (x1 variando do nivel baixo para o alto), a uma
temperatura mais alta (xs no nivel alto), com o maior volume de extrator (x4 no nivel
alto). Por outro lado, a temperatura mais baixa, esta diminuicdo é menor. Isto pode
significar que ao usar mais tempo na extracdo, com maior volume de extrator, a
condicdo mais energética de temperatura favorece uma maior perda de material
extraido. Aliado a isto, pode ser visto que os vértices da face esquerda do cubo da
Figura 5, correspondente aos ensaios com volume de extrator menor, apresentam 0s
maiores valores de rendimento, quando comparamos com aqueles na face direita do
cubo.

A interacdo do volume do extrator com a temperatura é clara na face inferior
do cubo (x1 no nivel baixo, ou seja, menor tempo de extragdo), quando percorremos

a diagonal que liga os valores de proteina extraida. Nesta direcdo, a temperatura
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aumenta e o volume do extrator diminui o que j& era apontado pelo efeito com sinal
negativo desta interacdo. Este fato € condizente com aquele exposto acima, onde um
menor volume favorece a extracao. Vale ressaltar que apesar de se observar a mesma
tendéncia na face superior do cubo (x1 no nivel baixo, ou seja, menor tempo de

extragcao), os valores de rendimentos sdo menores.

Figura 5 - Grafico cubico das respostas em funcao das variaveis: tempo, temperatura e

volume, usando o nivel menor da concentracao do extrator (X2 no nivel baixo)
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Fonte: Do préprio autor (2017)

Os dados do planejamento foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
com quatro fatores e seis interac6es secundarias num total de onze parametros
(acrescentando-se a média global). Verificou-se, conforme os dados contidos na
Tabela 7, que o modelo estatistico para analise da extracdo de proteina apresentou
para regressao um Fcaiculado (=7,47) maior que 0 Ftavelado (=2,32) para dez graus de
liberdade no numerador e vinte e um graus no denominador a um nivel de confianca
de 95%, indicando que a variancia capturada pelo modelo é significativamente maior
do que a variancia associada aos residuos, e assim que o modelo é confiavel e pode
ser usado para fazer previsdes. O valor de Fcalculado (=1,69) para a falta de ajuste do
modelo comparada ao erro puro foi menor que 0 Frabelado (=2,85) com cinco graus de

liberdade no numerador e dezesseis no denominador, evidenciando que néo ha falta
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de ajuste no modelo. Portanto o modelo € estatisticamente significativo ao nivel de
95% de confianca. O valor encontrado para R? (coeficiente de determinacéo) foi de
0,78 mostrando que 78% da variacao total nos dados se deve as variacdes dentro dos
ensaios estudados e ndo a erros aleatdrios. A maxima variagdo que poderia ser
explicada pelo modelo € 85%, ou seja, esta porcentagem € o valor maximo de
informagao que o modelo poderia capturar.

A avaliacdo do modelo também pode ser realizada através da observacéo do
grafico dos valores preditos versus valores observados ou experimentais os quais se
encontram na Figura 6. A reta mostrada na Figura 6 corresponde a reta de quadrados
minimos obtida na regressdo dos valores previstos sobre os valores experimentais.
Observa-se que apesar dos valores observados estarem proximos dos valores
previstos o coeficiente de correlacdo entre estas variaveis aleatérias ndo € proximo
de um (coeficiente de correlagdo = 0,883), o que pode ser calculado através da raiz
quadrada do coeficente de determinacdo, admtindo que o modelo linear € adequado.

{Equacéao 8}
y = 162,23 — 5,43X, + 8,04X; — 9,96X, — 8,52X, X5 — 10,93X, X, — 8,52X,X,

Tabela 7 - ANOVA para o planejamento 24

Fonte de Soma Graus de Média Fcac (95%)  Ftab (95%)
variacao guadratica liberdade guadratica
(SQ) (MQ)
Regressao 15262,26 10 763,31
(R) 7,47 2,32
Residuo (r) 4288,2 21 35,3064
Falta de 1482,87 5 857,6375
ajuste (Faj) 1,69 2,85
Erro puro 2805,2 16 175,3229
(EP)
R? 0,7807
r maxima 0,8565

variacao
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O planejamento proposto em dois niveis permitiu construir o modelo linear
apresentado na Equacédo 8, levando em consideragdo que a resposta varia
linearmente com a variacdo dos niveis nos fatores estudados. Com a analise deste
planejamento proposto, pode-se verificar que o modelo nédo foi suficiente para a
otimizacdo do método de extracdo de proteinas, porém é possivel a partir dele realizar
uma triagem das varidveis e das interacdes que se mostram significativas, e assim
sdo mais influentes sobre o sistema estudado. Esta informacdo obtida € de
fundamental importancia para o prosseguimento do estudo, pois obter o maximo de
informacao sobre os fatores que afetam significativamente a extracdo das proteinas
proporciona maior dominio sobre o meio estudado e consequentemente resultados
mais confiaveis. Diante disto, um novo planejamento fatorial 22 com ponto central foi
avaliado com as variaveis que se mostraram significativas em novos niveis, com o
objetivo de refinar a analise dos fatores propostos sobre a extracao de proteinas. Vale
lembrar que, o tempo de extragdo e o volume do extrator apresentaram efeitos
negativos, ja a temperatura apresentou efeito positivo, ou seja, a eficiéncia da

extracdo aumenta quando se desloca para o sentindo desse nivel.

Figura 6 - Grafico de valores experimentais versus valores previstos do modelo linear de

interacao
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5.2 Planejamento fatorial 23 com ponto central

Os resultados obtidos no planejamento fatorial 24 mostraram que as variaveis:
tempo de extracdo, temperatura de extracdo e volume do extrator foram significativas,
bem como a maioria de suas interagcfes. Ja a variavel concentracdo do extrator ndo
apresentou efeitos primérios ou de interagcdo significativos ao nivel de confianca de
95%. Desta forma, esta variavel foi fixada em 0,05 mol L1, para o prosseguimento de

Novos ensaios.

Tabela 8 - Planejamento fatorial 22 + ponto central (teor de proteina em mg
g?)

Variaveis Codificadas Teor de
Ensaios X1 X3 X4 Proteina
El -1 -1 -1 166,96
E2 -1 -1 +1 150,12
E3 -1 +1 -1 178,39
E4 -1 +1 +1 153,35
Planejamento E5 +1 1 1 163,72
E6 +1 -1 +1 148,44
E7 +1 +1 -1 181,72
E8 +1 +1 +1 130,68
E9 0 0 0 192,82
Ponto central E10 0 0 0 190,89
Ell 0 0 0 194,92

As trés variaveis significativas foram submetidas a um planejamento fatorial
23 + ponto central. Neste planejamento, cada variavel foi estudada em trés niveis
diferentes (Tabela 3), sendo estes niveis fixados proximos ao valor do efeito + e/ou -
de cada variavel, esta diferenca de cada variavel indica que esta havendo aumento
do rendimento de proteina extraida nos respectivos niveis. A Tabela 8 mostra o
planejamento fatorial efetuado com os niveis codificados e os resultados obtidos
guando todos os ensaios foram analisados. A média global do teor de proteina para

este planejamento foi de 168,36 mg g1, o que demostra um aumento de rendimento
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no processo de extracdo quando comparado com o planejamento completo 24 (162,23
mg g).

Os dados do novo planejamento foram submetidos a uma ANOVA que indicou
conforme os dados contidos na Tabela 9, que o modelo apresentou falta de ajuste
para um nivel de 95% de confianca. No caso da raz&do entre a média quadratica da
falta de ajuste (MQFaj) e a média quadratica do erro puro (MQEP), o teste F mostrou
que estas duas médias quadraticas sdo estatisticamente diferentes com um Fecaiculado
(= 611,59) maior que 0 Ftabelado (= 18,51) para um grau de liberdade no numerador e
dois graus no denominador. Adicionalmente, outro teste F, com base nas médias
quadraticas de regressdo (MQR) e residuo (MQr) foi realizado e apresentou um
Fealculado (= 0,3451) menor que 0 Frabelado (= 8,89) com sete graus de liberdade no
numerador e 3 no denominador, indicando que as médias quadraticas se mostraram
estatisticamente iguais e desta forma o modelo ndo pode ser utilizado para fazer
previsdes, uma vez que a variancia capturada nao difere da variancia dos residuos. O
valor de R?foi igual a 0,44 explicando apenas 44% da variancia total dos dados ao
redor da média, ja 0 rmaximo foi igual a 0,9982 o que sugere que o modelo poderia

explicar 99,82% da variagéo total.

Tabela 9 - ANOVA para o planejamento 22+ ponto central

Fonte de Soma Graus de Média Fcac (95%)  Ftab (95%)
variagédo quadratica liberdade quadratica
(SQ) (MQ)
Regressao 2002,0 7 286,00
(R) 0,3451 8,89
Residuo (r) 2486,4 3 828,79
Falta de 2478,3 1 2478,3
ajuste (Faj) 610,41 18,51
Erro puro 8,13 2 4,06
(EP)
R? 0,4460
r maxima 0,9982

variacao
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O grafico dos residuos do modelo esta apresentado na Figura 7. Observando
este gréfico considera-se que o modelo ndo explica consideravelmente os dados
experimentais, visto que a distribuicdo dos residuos nao esta aleatoria em volta do
zero, ou seja, o residuo apresenta uma estrutura uniforme e esta informacéao pode ser
comprovada com o baixo coeficiente de determinacéo obtido na ANOVA, que foi igual
a 0,44 (valor de R? na tabela 9), sendo considerado pouco satisfatério para que
pudesse correlacionar os valores previstos pelo modelo com os valores observados

experimentalmente.

Figura 7 - Gréfico de residuos do modelo linear de interacéo
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A equacdo que descreve o modelo linear esta descrita a baixo na Equacéao 9:

{Equacéao 9}

9 = 168,36 — 3,03X; + 1,86X; — 13,52X, — 1,80X, X5 — 3,05X, X, — 5,49X,X,
- 3,4‘4‘X1X3X4_

Através da Equacdo 9 pode-se construir uma superficie de resposta
descrevendo possiveis valores de teor de proteinas extraido dentro do espacgo
experimental investigado. Na Figura 8 tem-se o grafico de superficie resposta do

modelo linear para a temperatura de extracao e volume do extrator, estando a variavel
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“tempo de extragao” fixada no nivel baixo (-1). A Figura 9 mostra o grafico de superficie
reposta do modelo linear com a variavel “tempo extragao” fixada no ponto central (0).
Observa-se nas Figuras 8 e 9 que os resultados experimentais ndo sao bem descritos
pela superficie de resposta, estando muito distantes desta. Isto confirma os resultados
da ANOVA que indicou falta de ajuste para o modelo. O modelo estatistico tem por
funcdo permitir a construcao da superficie de resposta, no entanto, para isto, 0 mesmo
deve ser valido, ou seja, ele deve representar de forma adequada os resultados
experimentais (BREITKREITZ; SOUZA; POPPI, 2014).
Figura 8 — Superficie de resposta mantendo o tempo de extracdo no nivel baixo (-1)
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Figura 9 — Superficie de resposta mantendo o tempo de extracao no ponto central (0)
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A baixa qualidade do modelo pode ser verificada também através dos altos
residuos deixados por este para 0s pontos experimentais centrais (Figura 8). A pobre
descricdo da regido proxima ao ponto central é evidente na Figura 9, indicando que
possivelmente ha uma curvatura na superficie de resposta que nédo é obtida com o
modelo linear. Ainda na Figura 9, percebe-se que os valores observados no ponto
central sdo mais altos do que aqueles previstos com o0 modelo mostrado.

Para analisar a existéncia da curvatura citada acima, calculou-se o intervalo
de confianca para a diferenca entre a média dos valores observados no ponto central
e a média global obtida com as respostas nos oito ensaios do planejamento fatorial
23. O intervalo de confianca foi [-39,57; -27,82] e como ele ndo inclui o zero, a
curvatura no modelo é significativa, fato que demonstra a necessidade de um novo
modelo com ajuste mais apropriado aos dados experimentais. Um modelo quadratico
pode demonstrar uma maior flexibilidade para abranger as informacdes ao redor do
ponto central. Desta forma, um modelo quadratico foi proposto, inserindo-se pontos

axiais para uma analise mais refinada do sistema.

5.3 Planejamento composto central de face centrada

Apo6s a realizacdo do planejamento 22 com ponto central foi observado que o
modelo linear ndo representava adequadamente os dados experimentais e que uma
curvatura significativa no dominio experimental investigado deveria ser observada.
Partiu-se entdo para ampliacdo do modelo, acrescentando termos quadraticos,
buscando informacdes mais detalhadas da regido estudada e um melhor ajuste para
descricdo dos resultados. Para que o modelo se tornasse quadratico realizou-se
novos experimentos com pontos axiais (Tabela 10). Com os resultados obtidos
obteve-se uma média global para o teor de proteina (172,51 mg g*) superior aos
demais planejamentos realizados anteriormente, o que demostra o ganho na extragao
com 0S NOVOS niveis propostos para as variaveis estudadas.

A partir dos novos experimentos obtidos foi possivel avaliar o novo modelo
gerado através do grafico de valores previstos versus valores experimentais, grafico
de residuos e pela ANOVA.

Na Figura 10 pode-se observar o grafico dos valores previstos pelo modelo

guadratico versus os valores obtidos experimentalmente. Este grafico demonstra que
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o modelo quadréatico descreve bem os valores experimentais indicando um modelo
bem ajustado, o que pode ser apontado também pelo alto valor do coeficiente de
determinacéo (R? = 0,9624).

O grafico de residuos na Figura 11 mostra que os residuos estao distribuidos
aleatoriamente ao redor do zero, ou seja, nenhuma estrutura € observada para estes.
A distribuicdo aleatéria dos residuos € um requisito necessario para a confirmacao se
um modelo matematico estda adequado aos dados experimentais. Examinando o
grafico de residuos do modelo linear (Figura 7) e aquele para o modelo quadratico
(Figura 11) podemos constatar que este Ultimo é de fato superior, pois 0s residuos
mostram-se mais bem espalhados ao redor do zero.

Tabela 10 - Planejamento composto central de face centrada (teor de proteina em

mg g-1)

Variaveis Codificadas Teor de
Ensaios X1 X3 Xa Proteina
El -1 -1 -1 166,96
E2 -1 -1 +1 150,12
E3 -1 +1 -1 178,39
E4 -1 +1 +1 153,35
Planejamento E5 +1 -1 -1 163,72
E6 +1 -1 +1 148,44
E7 +1 +1 -1 181,72
ES8 +1 +1 +1 130,68
E9 0 0 192,82
Ponto central E10 0 0 190,89
Ell 0 0 0 194,92
E12 -1 0 0 174,25
E13 +1 0 0 187,01
E14 0 -1 0 176,06
Pontos axiais E15 0 +1 0 190,20
E16 0 -1 188,02
E17 0 +1 165,16
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Figura 10 - Grafico de valores experimentais versus valores previstos do modelo

quadratico
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Figura 11 - Grafico de residuos do modelo quadratico

10

a8t
]
.5 -
4 -
u [ ]
2 " .
w L
S ]
=
-.; .
& ] u
e 2 - -
[ ]
-4k
[ ]
-6+
_a .
-10 ; : : : : :
130 140 150 160 170 180 190

Valores previstos

Fonte: Do proprio autor (2017)

A ANOVA do modelo quadratico € mostrada na Tabela 11. Através da ANOVA
confirma-se o que foi observado a partir do grafico de residuos e do grafico de valores
previstos versus valores experimentais. O modelo ndo apresentou falta de ajuste, uma

vez que um teste F para a média quadratica devido a falta de ajuste relacionada com
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a média quadratica devido ao erro puro mostrou que estas variancias ndo sao
significativamente diferentes. O valor de Fcalculado fOi 12,26, inferior ao Frabelado (= 19,25)
para quatro graus de liberdade no numerador e dois graus de liberdade no
denominador a um nivel de confianca de 95%. O modelo quadratico explica 96% da
variacdo presente nos ensaios analisados, bastante superior aquela explicada pelo
modelo linear com valor de 44%.

Estudo anterior para otimizacdo da extracdo de proteinas em sementes de
melancia relatou um valor de R? igual 83,9% (WANI et al., 2008), Durmus e Evranuz
(2010) encontrou um R? igual 96,7% para sementes de pimenta vermelha e Mizubiti
et al., (2000) encontrou R? igual 74,48% para extracdo de proteinas do feijdo. O teste
F para a variancia capturada pelo modelo quadratico relacionada com a variancia dos
residuos mostrou que a primeira é significativamente maior do que a segunda. O valor
de Fcalculado fOi 15,35, superior ao Frabelado (= 4,06) para dez graus de liberdade no
numerador e seis graus de liberdade no denominador a um nivel de confianca de 95%.
Isto confirma a robustez do modelo no que diz respeito a previsao do teor de proteina
extraido dentro da janela experimental estudada. A variagdo maxima explicavel pelo
modelo foi de 99%.

Podemos constatar com os resultados a cima que o modelo quadréatico
apresenta um ajuste altamente significativo, sendo muito melhor do que o modelo
linear. Como nao ha sinal de falta de ajuste, podemos construir o modelo empirico
com os intervalos de confianca para os parametros do modelo (Equacédo 10) e a partir

desta equacéo analisar a superficie de resposta.

{Equacao 10}

9 = 191,84 — 1,15X, + 2,90X; — 13,10X, — 10,44X2 — 7,93X% — 14,48X2 — 1,80X, X5
- 3,05X1X4 - 5,4‘9X3X4 - 3,4‘4‘X1X3X4
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Tabela 11 - ANOVA para o planejamento composto de face centrada

Fonte de Soma Graus de Média Fcac (95%)  Ftab (95%)
variacao guadratica liberdade guadratica
(SQ) (MQ)
Regressao 5303,6 10 530,36
(R) 15,35 4,06
Residuo (r) 207,30 6 34,55
Falta de 199,17 4 49,79
ajuste (Faj) 12,26 19,25
Erro puro 8,13 2 4,06
(EP)
R? 0,9624
r maxima 0,9985
variacao

Utilizando a Equacéo 10 do modelo quadratico, trés superficies de resposta
sao construidas. Nas Figuras 12, 13 e 14 podemos observar os graficos de superficie

resposta para o modelo quadratico.

Figura 12 — Superficie de resposta do modelo quadratico mantendo o tempo de extragéo

no nivel baixo (-1)
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Figura 13 — Superficie de resposta do modelo quadratico mantendo o volume do extrator

no ponto central (0)
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Figura 14 — Superficie de resposta do modelo quadratico mantendo o tempo de extragéo

no ponto central (0)
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Nas Figuras 12, 13 e 14, podemos visualizar os dados experimentais
indicados por pontos pretos e as suas proximidades com as superficies de resposta.
Comparando-se com as Figuras 8 e 9 que mostram as superficies de resposta para o
modelo linear, nota-se que o0 ajuste aos dados experimentais para o0 modelo

qguadratico é melhor do que o ajuste para o modelo linear, onde os pontos pretos ficam
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muito acima ou abaixo da superficie resposta. Estas observa¢gdes corroboram com os
resultados da ANOVA e o gréfico de residuos, ambos para o modelo quadratico, e nos
levam a conclusdo que este modelo € o mais adequado para fazer previsdes sobre o
dominio experimental estudado. Adicionalmente, a Equacdo 11 correspondente a
funcdo matemética do modelo quadratico utilizando a variancia combinada do
planejamento 24 mais a variancia do modelo quadratico no ponto central, onde apenas
os coeficientes que se mostraram significativos ao nivel de 95% de confianca é

mostrada abaixo:

{Equacao 11}
y = 191,84 — 13,10X,

A superficie de resposta obtida mostrando as variaveis, tempo de extracao
versus temperatura, representada na Figura 13, mostra que o aumento na eficiéncia
da extracdo esta tendendo para préximo do ponto central no eixo da variavel tempo,
por outro lado 0 maximo da curva esta situado do lado positivo da escala da variavel
temperatura. Desta forma, a maxima eficiéncia de extracdo ocorre num tempo de 10
minutos, sendo esta observacao interessante para futuras analises, pois ao reduzir o
tempo de extracdo pela metade (considerando o maior tempo utilizado no estudo da
triagem das variaveis) exige-se menos esfor¢co dos analistas, aliado a um menor
consumo de energia elétrica com 0s equipamentos.

Trabalhos descritos na literatura como o de Wani et al., (2006) estudaram o
tempo de extracdo de proteinas em 5, 10, 15, 20 e 25 minutos, sendo o tempo fixado
em 15 minutos como 6timo. Em outro trabalho, Drumus e Evranuz (2010) investigaram
o tempo de extracdo de 20, 30, 40, 50 e 60 minutos, onde obtiveram o maximo de
extracdo proteica em 20 minutos. Diante destes resultados, pode-se observar que a
quantidade de proteina extraida tende a ser maior até certo tempo de extracéo
alcancando um limite, mas a partir deste, a medida que se aumenta o tempo de
extracdo ndo h4 variacdo de material extraido, ou seja, a quantidade de produto
disponivel se mantém constante.

Através da superficie de resposta para o volume do extrator versus
temperatura de extracdo (Figura 14), obtida mantendo-se o tempo de extracdo no
nivel zero (10 minutos), pode ser observado que além do lado positivo da escala de

temperatura, 0 maximo da curva se posiciona do lado negativo da escala da variavel
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volume do extrator. De fato, utilizando uma andlise gréfica ou calculando o ponto de
méaximo da superficie de resposta com as derivadas parciais da Equacao 10 é possivel
determinar o ponto onde a eficiéncia de extracdo é maxima. Este ponto critico
corresponde aos valores: tempo de extracdo, nivel zero ou 10 minutos; temperatura,
nivel 0,4 ou 44 °C; e volume de extracao, nivel -0,5 ou 3,5 mL. Vale ressaltar que o
rendimento tedrico (19,58 g de proteina por 100 g de carne caprina) obtido no ponto
critico ndo € significativamente diferente do rendimento médio (19,29 g de proteina
por 100 g de carne caprina) obtido no ponto central, o que foi verificado com um teste
t a 95% de confianca e dois graus de liberdade, utilizando a incerteza experimental no
ponto central.

Diante da analise acima, uma extracdo com um pequeno volume (3,5 mL)
mostrou-se eficiente na extracao das proteinas. Neste contexto, podemos citar que &
desejavel sempre que possivel conduzir experimentos de forma econdmica, tanto do
ponto de vista do tempo, quanto do ponto de vista dos reagentes. Este Ultimo ponto
pode ainda ser relacionado aos principios da quimica verde, no contexto da geragao
do menor residuo possivel.

No tocante ao aumento de temperatura de extracdo, quando comparado ao
estudo inicial com as temperaturas de 25 e 40 °C, o aumento no rendimento de
extracdo pode estar associado ao fato de que a condicdo mais energética ajuda a
remover as interacdes inter e intramolecular das proteinas, tornando assim mais facil
a solubilidade das mesmas na solucdo extratora. Apesar disso, este estudo mostra
gue existe um limite no crescimento do rendimento de extragdo com o aumento de
temperatura. De fato, nos experimentos realizados a 50 °C observou-se um extrato
protéico com menor volume, além de se observar uma aglomeracao viscosa entre a
carne caprina e a solucdo extratora, o que pode estar levando a uma diminuicdo na
quantidade de proteina extraida. Estas observacfes também foram mencionadas por
Chee, Ling e Ayob (2012), onde estes afirmam que temperaturas acima de 60 °C
diminuem a extractabilidade da proteina devido a desnaturacdo e aglomeracao.

Os autores L’Hocine e Pitre (2016), mencionam que temperaturas acima de
50 °C nado sdo aconselhaveis para se realizar a extracdo de proteinas, uma vez que
pode levar a desnaturacdo irreversivel destas. Estudos de Wani et al., (2008)
avaliaram temperaturas de extracdo de proteinas a 40, 45, 50, 55 e 60 °C, obtendo o
ponto 6timo extragdo em 50 °C. Adicionalmente, Ma, Wang e Wu (2010) investigaram

as temperaturas de extracéo entre 25, 40 e 55 °C, sendo 40 °C a temperatura 6tima.
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Diante das indagacdes de varios autores a respeito do efeito da temperatura na
integridade das proteinas extraidas, resolveu-se avaliar por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC-SEC-DAD) a influéncia da elevacdo da temperatura na
conformacao destas biomoléculas. Estes resultados sdo comentados a seguir.

Normalizando (concentrac@o de proteina em g por 100g) e comparando o teor
total de proteina encontrado nos pontos maximos de cada variavel otimizada que foi
igual a 19,29 g de proteina por 100 g de carne caprina. Este valor é superior aquele
reportado por Lopes et al., (2014) onde o teor de proteina variou de 16,7 a 17,8 g por
100g de carne nas racgas: canindé; moxoto; e boer. Amaral et al., (2007) encontrou um
teor de proteina de 16,5 g por 100g de carne para caprinos saanen. No trabalho de
Madruga et al., (2005) onde os autores avaliaram diferentes cortes, tais como: paleta,
perna, lombo, costela e pescoco, o corte que apresentou um teor maior de proteina
foi o da perna sendo igual a 22,9 g por 100g de carne caprina. Tomovic et al., (2016)
reporta um valor maximo de teor de proteina igual a 20,69 g por 100g de carne caprina.
O estudo de Turner et al., (2014) relatou um teor de 22,5 g de proteina por 100 g desta
carne. Vale ressaltar que o teor de proteina presente na carne caprina € influenciando
pela idade do animal, tipo de corte e alimentacao.

E importante relatar que a maioria dos trabalhos descritos acima fazem a
determinacdo do teor de proteinas de acordo com a AOAC, sendo o método de
indicado o de “Kjeldahl”, que determina o teor de nitrogénio total em proteinas, sendo
que para tal determinacéo destroi completamente estas biomoléculas.

Estes resultados demonstram a eficiéncia da otimizagdo da extragcado aqui
reportada, na qual observou valores préximos aos relatados na literatura e nao

necessita destruir a integridade das proteinas.

5.4 Avaliacédo do efeito da temperatura no perfil proteémico por HPLC-SEC-
DAD

Para a predicdo das massas moleculares das proteinas e avaliacdo do perfil
protedmico dos extratos obtidos, foi feito uma calibracdo da coluna cromatografica.
Para isto o primeiro passo foi a determinagcdo do volume morto da coluna, sendo
injetado na coluna um padrdo de blue dextran de massa molar de 2000 kDa.

Considera-se que esse padrdao tem massa molecular muito elevada sendo excluido
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completamente da coluna num tempo minimo, ou seja, todos compostos que eluem
num tempo menor do que aquele do blue dextran (Figura 15) possuem uma menor ou
nenhuma interacdo com o0 mecanismo de separac¢ao da coluna cromatografica. Diante
disto, considera-se que estes compostos ndo serdo respeitados para fins de
estimacgao de suas massas.

ApoGs a determinagcdo do volume morto da coluna, foram injetados cinco
padrbes de proteinas com diferentes massas moleculares. Os padrbes utilizados
foram: tiroglobulina (669 kDa); ferritina (440 kDa); aldolase (158 kDa); conalbumina
(75 kDa); cianoconalbumina B12 (1,35 kDa). As injecdes foram feitas separadamente

e 0S seus respectivos cromatogramas sao mostrados na Figura 16.

Figura 15 - Cromatograma do padréo blue dextran com detec¢do no comprimento de
onda de 280 nm
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Figura 16 - Cromatograma de todos os padr6es com detec¢cao no comprimento de onda

de 280 nm
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Apo6s a injecdo dos padrbes, construiu-se uma curva de calibracdo do
logaritmo da massa molar das proteinas em funcdo de seus volumes de eluicdo
(Figura 17), obtendo um valor de coeficiente de correlacdo, r = 0,95 e a reta de
regressao mostrada na Equacédo 12, que foi utilizada para a estimativa das massas
molares dos compostos eluidos na coluna. Na Equacédo 12, y representa a massa

molar da proteina e x indica o volume de retencéo obtido experimentalmente.

logy = —0,2190x + 4,8253 {Equacéo 12}
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Figura 17 — Curva de calibracéo da coluna de exclusao por tamanho
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Apés a calibracdo da coluna investigou-se por HPLC-SEC-DAD os perfis
cromatograficos dos extratos obtidos, no intuito de verificar se as temperaturas
estudadas nos ensaios provocariam a desnaturacao das proteinas. De fato, este € um
ponto citado por diversos autores (L’HOCINE; PITRE, 2016, CHEE; LING; AYOB,
2012) que argumentam gque o aumento da temperatura pode ocasionar a quebra ou a
mudanca conformacional das biomoléculas.

Os resultados obtidos dos extratos submetidos as temperaturas de 30, 40 e
50°C estao apresentados na Figura 18. Comparando-se os perfis cromatograficos dos
extratos analisados, observa-se que os trés extratos apresentaram moléculas de alta
massa molecular, acima de 10 kDa, e de baixa massa molecular, abaixo de 10 kDa.
O perfil protebmico entre os ensaios analisados néo foi alterado significativamente, o
que permite afirmar que a extractabilidade das proteinas na temperatura de 44 °C
mostra-se adequada, uma vez que preserva a conformacéo dessas biomoléculas. E
importante ressaltar que a integridade das estruturas das proteinas é fundamental
para os estudos de protedmica, que consideram as conformacdes, interagdes,

funcdes e atividades biologicas destas biomoléculas.
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Figura 18 - Perfil HPLC-SEC-DAD com deteccdo no comprimento de onda de 280 nm

para os extratos da carne caprina obtidos nas temperaturas de 30, 40 e 50°C
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6 CONCLUSOES

Os estudos apresentados neste presente trabalho levaram as seguintes

conclusdes:

v O planejamento fatorial 24 empregado na triagem das variaveis para extracéao
das proteinas da carne revelou a significancia dos efeitos das variaveis: tempo
de extracdo; temperatura; e volume do extrator. Além disso, suas interacdes
entre: tempo de extracdo e temperatura de extracdo; tempo de extracao e
volume do extrator; e temperatura de extragao e volume do extrator.

v O modelo quadratico proposto para os dados experimentais ndo apresentou
falta de ajuste e revelou o coeficiente de determinacédo de 0,96, o que explica
96% da variagcdo presente nos ensaios estudados, o que demostra ser
razoavel para o modelo. O teste t de student revelou que ndo houve diferenca
significativa entre o valor maximo previsto pelo modelo e a média do ponto
central.

v Com a equacao final do modelo empirico gerado e andlise do grafico de
superficie resposta, pode-se chegar ao principal objetivo desta dissertacao,
gue é utilizar a otimizacdo multivariada para maximizar o teor de proteina
extraida. Sendo as condi¢des 6timas de trabalho estabelecidas com 0,05 mol
Lt de Tris/HCL pH 7,3, tempo de extracdo em 10 minutos, temperatura de
extracao de 44°C e volume do extrator de 3,5 mL.

v O teor de proteina extraido foi significativamente maior do que alguns
relatados na literatura, demonstrando a grande capacidade do procedimento
aqui apresentado. Este fato ganha maior importancia quando colocado nos
contextos da Quimica Verde, que advoga para um menor consumo de
reagentes e de energia, e da Protedmica, que objetiva o estudo do contetudo
total de proteinas de diversos sistemas biolégicos.

v' Os cromatogramas obtidos para as temperaturas aqui estudadas sugerem
gue o perfil cromatografico ndo sofre grande mudanca na temperatura mais
alta, preservando-se as proteinas do ponto de vista estrutural.

v' Todas essas informacdes obtidas sdo de fundamental importancia para

otimizacdo do meétodo de extracdo, pois ao se descobrir as condicbes que
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maximizam o teor das proteinas extraidas obtém-se um limite de trabalho
relevante ao preparo da amostra.

Portanto, o0 método proposto para otimizacdo do processo de extracdo de
proteinas a partir da carne caprina, revelou-se um procedimento
moderadamente simples, rapido e barato, capaz de produzir concentrados

confiaveis de proteinas.



70

6.1 Sugestdes para trabalhos futuros

De acordo com os resultados adquiridos no presente estudo, podemos sugerir

que num futuro préximo sejam realizados os seguintes trabalhos:

v Empregar a metodologia desenvolvida em amostras de carne caprina de
diferentes racas exploradas no Piaui.

v Investigar o proteéma caprino com a metodologia desenvolvida.
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