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RESUMO

SOUZA, Joana Maria Leite. Caracterizacao e efeitos do armazenamento de
améndoas com peliculas e despeliculadas sobre propriedades das

fracbes proteica e lipidica de castanha-do-brasil. 2013. 146f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil.

Castanha-do-brasil (Betholletia excelsa Bonpl.) tipo broken com peliculas e
despeliculadas foram analisadas. Obteve-se farinha parcialmente desengordurada,
isolado protéico e fracbes albuminas, globulinas, prolaminas, glutelinas e material
nao solubilizado que foram avaliados quanto as caracteristicas fisico-quimicas,
bioguimicas, aminoé&cidos, eletroforese em gel SDS-PAGE, comportamento térmico.
O Oleo extraido por prensagem hidraulica foi avaliado quanto as caracteristicas
fisico-quimicas, perfil de &cidos graxos, comportamento termogravimétrico.
Améndoas e farinha desengordurada foram avaliadas por microscopia O6tica e de
transmissao. As fracbes albuminas (41,34%) e glutelinas (36,35%) apresentaram as
maiores concentracdes, seguidas pelas fracbes globulinas (19,02%) e prolaminas,
que apresenta valores menores que 0,5%. Eletroforese SDS-PAGE da FPD, IP,
fracBes (albuminas, globulinas, prolaminas, glutelinas) e material ndo solubilizado,
indicou sua complexidade. A matriz castanha-do-brasil € rica em proteinas, as quais
possuem peso molecular entre 9,32kDa a 52,04kDa. Os aminoacidos essenciais do
isolado protéico e fragbes mantém as caracteristicas da matriz farinha
desengordurada. Analises de DSC demonstraram que a desnaturacao das proteinas
€ maior na farinha desengordurada que no isolado protéico, menor nas fracées
albuminas e globulinas e mais acentuada nas fracbes prolaminas e glutelinas e
material ndo solubilizado, as quais apresentam entalpia (AH) de 0,67; 5,16; 14,25;
0,37; 5,44; 8,01; 0,15 e 0,94 J.g%, respectivamente. Compostos fendlicos diferiram
com o tempo e nos tratamentos, sendo que a castanha-do-brasi broken com pelicula
apresentaram valores de 136,07mgAG100g e 123,62mgAG100g no inicio e ap6s
doze meses de armazenamento, respectivamente. A prensagem hidraulica a frio
permitiu obter 6leo com caracteristicas fisico-quimicas (indices de acidez, peréxidos
e saponificacdo) de acordo com a legislacdo vigente no pais para outros 6leos
comestiveis. O perfil de acidos graxos demonstrou que a remoc¢do da pelicula
marrom promove alteracfes qualitativas no Oleo, que apresentou diferencas
significativas quando comparado ao 6leo de castanha-do-brasil broken
despeliculada. O comportamento termogravimétrico (TG/DTG) dos 6leos analisados
apresentou um Unico evento de perda de massa, que ocorreu a partir da T°C de pico
a 409,41°C com perda de massa de 99,59%, no caso da castanha-do-brasil com
pelicula e 420,00°C e perda de massa de 100%, para a castanha-do-braasil
despeliculada, no inicio do armazenamento, comportamento foi atribuido a presenca
de maior quantidade de &cidos graxos poliinsaturados no tempo zero para as
améndoas com pelicula, os quais sdo muito sucetiveis a oxidacdo e, quando
presentes reduzem a estabilidade como um todo. No caso das améndoas
despeliculadas, no inicio do armazenamento ja foi observada a reducdo desses
acidos. Analises de microscopia (6tica e de transmissao), revelaram que a pelicula



marrom que envolve as améndoas de castanha-do-brasil parece possuir alguns
compostos secundarios (compostos fendlicos, p. ex.) que mantém a estrutura celular
organizada. Na castanha-do-brasil tipo large com peliculas, estruturas como parede
celular e oleossomos aparecem bem mais preservados do que aqueles observados
na castanha-do-brasil tipo broken com peliculas, porém, nas castanhas
despeliculadas estas estruturas parecem ndo existir ou estdo muito mais
desorganizadas. A manutencdo da pelicula marrom que envolve a castanha-do-
brasil, notadamente as do tipo broken utilizadas nesta pesquisa, pode contribuir para
maior organizacdo do conteudo celular, possibilitando uma maior protecdo das
caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade do 6leo.

Palavras-chave: Bertholletia excelsa Bonpl., qualidade, proteinas, aminoacidos, 6leo,
comportamento térmico.



ABSTRACT

SOUZA, Joana Maria Leite. Characterization and Effects of storage of almonds with
skins and dehulled on properties of lipid and protein fractions of Brazil nut. 2013.
146f. Thesis (Doctorate) — Graduate Program in Agroindustrial Science and
Technology. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brazil.

Brazil nut (Bertholletia excelsa Bonpl.) broken type with skins and dehulled were
analysed. Obtained defatted flour (BNDF), protein isolate (BNPI), albumin, globulin,
prolamin and glutelin protein fractions and non solubilized material that were
evaluated as characteristics physicochemical, biochemical, amino acids,
electrophoresis SDS-PAGE, thermal behaviour. The extracted oil from hydraulic cold
pressing were evaluated as characteristics physicochemicals, fatty acids profile,
themogravimetric behaviour. Nuts and defatted flour were evalueted by optical
microscopy and electron microscopy. Albumin (41.34%), glutelin (36.35%) fractions
presented highest concentration, followed for globulin (19.02%) and the prolamin
fractions, that presents lowest values than 0.5%. The electrophoretics profiles of
BNDF, BNPI, albumin, globulin, prolamin, glutelin frations and non solubilised
material indicated your complexity. The Brazil nut matrix is rich in proteins, wich have
molecular weigth between 9.32kDa and 52.04kDa. The essentials amino acids from
protein isolate and fractions maintains characteristcs of the defatted flour matrix. DSC
analysis shows that proteins denaturation of defatted flour is higest than protein
isolate, lowest than in the albumin and globulin fractions and higest in the prolamin
and glutelin fraction and non solubilized material, wich shows enthalpies (AH) of
0.67J.g%; 12.89 J.g'; 7.75 J.g%0.26 and 0.94 J.g!, respectively. Phenolic
compounds were different in the time and in tratments, being that Brazil nut broken
type wich skil presented values of 136.07mgAG100g* at the beginning of storage
time and 123.62mgAG100g in final time storage at twelve months. Hydraulic cold
pressing allowed obtain oil wich characteristics (acidity, peroxides and saponification)
according to brazillian legislation to others edible oils. The fatty acids profile shows
that removal brown skin promoted qualitatives changes in the oil that presented
significatives diferences when compared to dehulled Brazil nut broken type oil. The
thermogravimetric behaviour (TG/DTG) of the oil analysed presents one only evento
mass loss, that occours from peak temperature at 409.41°C wich mass loss of
99.59%, in the case of the brazil nut wich skin and 420.00°C and mass loss of 100%
to dehulled Brazil nut, in the beginning of storage time. This behaviour was atributed
to presence of higher amounts of poliunsatured fatty acids in the zero time to nuts
witch skin, which are very sensitive to oxidation process and, when presents reduce
the stability as a whole. In the case of dehulled nuts at the beginning of storage has
been observed to reduce these acids. Optical and electron microscopies analyses
reaveled that brown skin that involves the almonds of Brazil nuts seems to possess
some secondary compounds (for example, phenolic compounds) that mantain the
cellular structure organized. In the Brazil nut large type with skin, strutures whith
cellar wall and oleossomes apears much preserved than observed in the Brazil nut
broken type wich skins. In the Brazil nut dehulled this structures not seem to exist or
are much more disorganized. The maintenance of the brown skin that involves Brazil
nut amond, notably the broken type wused in this research can contribute to



better organization of the cell contents, providing greater protection of physical and
chemical characteristics and stability of the oil.

Keywords: Bertholletia excelsa Bonpl., quality, protein, amino acids, oil, thermal
behaviour.
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1 INTRODUCAO

A Amazobnia brasileira caracteriza-se pela grande biodiversidade e riqueza
de sua flora e fauna, e a preservacdo desse bioma é de grande importancia, para
tanto, ha necessidade da valorizacdo de suas potencialidades.

Dentre tais potencialidades, destaca-se a castanheira (Bertholletia excelsa
Bonpl., Lechytidaceae), conhecida popularmente como castanheira-do-brasil ou
castanheira-do-pard e, mais recentemente, castanheira-da-amazonia, uma das
arvores-simbolo da Amazonia. Apresenta importancia social, ecolégica e econémica
para a regido, ja que milhares de familias de extrativistas e produtores familiares
utilizam as sementes da castanheira como importante fonte de renda.

A castanha-do-brasil, fruto da castanheira, € um produto bastante conhecido
e apreciado nos EUA e na Europa e tem como principais paises produtores, o Brasil,
a Bolivia e o Peru. Até a década de 90 o Brasil dominava o mercado mundial, porém
a Bolivia fez diversos investimentos em suas industrias e hoje detém 59% do
mercado mundial da castanha sem casca, enquanto o Brasil é responsavel apenas
por 22%, mas ainda lider no mercado da castanha em casca. Por se tratar de um
produto sem padrbes de mercado bem definidos, as variacbes de preco sao
imprevisiveis, por aaspecto, a qualidade passou a ser um aspecto determinante para
a comercializacao, principalmente onde a améndoa €é consumida in natura e
qualguer contaminacéo na origem pode ser levada até o consumidor final.

As castanhas sdo consideradas boa fonte de proteinas, 6leo, minerais e
fibora alimentar. A composicdo nutricional da castanha-do-brasil apresenta alto
conteudo de lipidios (60 a 70%) e proteinas (15 a 20%), que apresentam
caracteristicas diferenciadas no teor do aminoacido sulfurado metionina, que €
deficiente em inUmeras proteinas de origem vegetal, principalmente em fabaceas. O
elevado teor proteico das améndoas tem despertado o interesse em aplicacdes
como ingrediente na forma de concentrado ou isolado nos setores de alimentacgéo e
farmacéutico, porém as caracteristicas e funcionalidades de suas proteinas sao
pouco estudadas e conhecidas. A fracdo lipidica constitui-se aproximadamente de
70% de acidos graxos insaturados de grande importancia nutricional, especialmente

oleico e o linoleico.
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A qualidade nutricional de uma proteina esta relacionada a sua
digestibilidade e capacidade de satisfazer as necessidades de amino&cidos
essenciais para sintese protéica, promocdo de crescimento normal em criancas e
manutencdo no adulto. Estudos referentes ao aspecto alimentar e nutricional da
castanha-do-brasil disponiveis na literatura tratam apenas da composi¢ao
centesimal, de minerais, caracterizacdo dos lipideos, composi¢cdo em aminoéacidos e
propriedades funcionais das proteinas totais. No entanto, observa-se significativa
falta de informacdes sobre caracteristicas e propriedades de proteinas da castanha-
do-brasil, notadamente no que se refere ao conteddo de compostos fendlicos, as
suas fragBes, valor nutritivo, comportamento térmico e, consequentemente, da
viabilidade de sua utilizacdo como alimento.

Por isso o valor nutricional e qualidade desta fracdo devem ser preservados
durante o armazenamento das améndoas, porém sdo escassas estudos
relacionados a conservagao e conservabilidade, principalmente quanto aos efeitos
da pelicula sobre a conservabilidade das améndoas. Diante da potencialidade da
améndoa de castanha-do-brasil e de seu crescente consumo € importante que 0s
estudos com a mesma sejam intensificados, uma vez que se trata de um alimento
vegetal que oferece potenciais beneficios para a saude, além da sua aplicacdo em
diversos ramos da industria, gastronomia, etc. Em virtude da importancia social,
ambiental e econémica da castanha-do-brasil, este trabalho propée um estudo sobre
os efeitos do armazenamento de améndoas de castanha-do-brasil com e sem
pelicula sobre a qualidade e estabilidade do 6leo.

A castanha-do-brasil é conhecida pelo alto conteddo de 6leo em
comparacao com améndoas (53%), nozes (55%). O Gleo de coloracdo amarelo claro
e sabor agradavel, tem seu uso mundial limitado devido principalmente ao
desconhecimento de suas caracteristicas, que sdo mais caracterizadas neste
estudo, que consta de tocoferdis, esterois e fosfolipideos, sua utilizacdo pode ser
ampliada. O alto teor em acidos graxos insaturados com predominancia dos acidos
oléico e linoléico, e também B-tocoferol e B-sitosterol confere a castanha-do-brasil
interessantes propriedades antioxidantes e de prevencdo e manutencdo dos niveis
colesterol.

A améndoa de castanha-do-brasil é classificada como oleaginosa em
funcéo de seu elevado teor de Oleo (68 a 70%). Esse 6leo apresenta possibilidades

de aplicacdo ndo somente na industria alimenticia, como também na de cosméticos,
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farmacéutica, oleoquimica, entre outras. No setor alimenticio, destaca-se o interesse
nos acidos graxos w-3, que ndo podem ser sintetizados pelo organismo humano,
devendo por tanto serem obtidos pela dieta.

Deve-se considerar que o conhecimento dessas propriedades da améndoa
de castanha-do-brasil é primordial para seu aproveitamento no sentido mais amplo,
favorecendo o seu desenvolvimento sustentével, evitando os riscos de sua extin¢ao,
aumentando a renda dos extrativistas, fornecendo matéria-prima para a
agroindustria e alimentos para a populacdo. Diante dos aspectos levantados o
objetivo deste trabalho foi avaliar parametros de qualidade e estabilidade fisico-
quimica, quimica, bioquimica e comportamento térmico das fracbes protéicas e
lipidica de castanha-do-brasil armazenadas com e sem pelicula, durante 12 meses,

visando ampliar os conhecimentos e o0 seu aproveitamento.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CASTANHA-DO-BRASIL: CARACTERISTICAS

A area de ocorréncia da castanheira abrange as regibes amazobnicas,
estendendo-se da Bolivia, Peru e Brasil, até o escudo das Guianas, compreendendo
o Suriname, as Guianas e o sul da Venezuela (Figura 15.8), na regido do Rio Negro
(Mori e Prance, 1990; Corréa, 1931). No Brasil, as principais areas de ocorréncia
estdo nos Estados do Acre, Amazonas, Para, Amapa, Rondbnia, Roraima, Mato
Grosso e Maranhdo. Mais especificamente, a espécie ocorre no Para (proximo aos
rios Trombetas, Tapajés, Xingu, Tocantins e afluentes), Amazonas (proximo aos rios
Amazonas, Madeira, Negro, Purus e afluentes), Acre (préximos aos rios Acre, Purus,
laco e Abuna), Maranhdo (area constituida da Amazb6nia Legal) e Mato Grosso
(préximo ao rio Araguaia) (WADT E KAINER, 2012).

No Acre, situado no extremo sudoeste da Amazonia Brasileira, entre as
latitudes de 07°07S e 11°08S, e as longitudes de 6630W e 74WGr relevo compde-se
de rochas sedimentares formando uma plataforma com cotas que descem de 300m
na fronteira com paises andinos até um pouco acima dos 110m proximo ao Estado
do Amazonas. Na Regional do Baixo Acre os Argissolos distribuem-se em mais da
metade do territério. Os Latossolos ocupam cerca de 21% do territério. Ja na
regional do Alto Acre, é mais homogénea que a regional do Baixo Acre em relacéo a
distribuicdo das ordens de solos. Os Argissolos se distribuem por cerca de 90% do
territdrio, ocorrendo em grandes extensdes nos municipios. A regional do Purus,
onde se localiza o municipio de Sena Madureira, caracteriza-se pela presenca de
solos com argilas ativas e quimicamente férteis. Nessa regional observa-se a
ocorréncia dos Vertissolos, até entdo desconhecidos para as condi¢cdes acreanas e
pouco provaveis para 0 ambiente amazb6nico predominando em 9% da regional,
além dos Argissolos, 33% de toda a area. Os solos acreanos, de origem sedimentar,
abrigam uma vegetacdo natural composta basicamente de florestas, divididas em
dois tipos: Tropical Densa e Tropical Aberta, que se caracterizam por sua
heterogeneidade floristica, constituindo-se em grande valor econdémico para o
Estado. O clima é do tipo equatorial quente e Umido, caracterizado por altas

temperaturas, elevados indices de precipitacdo pluviométrica e alta umidade relativa
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do ar. A temperatura média anual estd em torno de 24,5°C, enquanto a maxima fica
em torno de 32°C, aproximadamente uniforme para todo o Estado (ZEE, 2006).

A castanha-do-brasil, Bertholletia excelsa Bonpl., € uma angiosperma da
classe Dicotiledénea, ordem Myrtiflorae e familia Lecythidaceae. Descrita por
Bonpland, no ano de 1807, a partir de um exemplar cultivado no sul da Venezuela. E
considerada uma espécie da familia Myrtaceae até 1825, quando as Lecythidaceae
passaram a constituir uma familia a parte (MORI; PRANCE, 1990). Trata-se da Unica
espécie do género, embora exista um registro no Jardim Botanico de Nova York de
outra espécie (Bertholletia nobilis), descrita por William J. Burchell, em 1827, a qual
foi considerada como uma sinonimia de Bertholletia excelsa. Alguns autores
consideram a Bertholletia excelsa como Unica espécie do género. Referem,
entretanto, que no estado do Acre 0s extrativistas reportam a existéncia de dois tipos
de castanheiras: as brancas e as vermelhas. De acordo com as caracteristicas
citadas pelos produtores a diferenga entre os dois tipos séo: a cor da madeira, 0
potencial produtivo, o aspecto geral e o porte das arvores, além da forma e tamanho
dos frutos e sementes (MORI; PRANCE, 1990; FERNANDES, 2007; LEITE, 2008).
As arvores destacam-se pelo grande porte, sobressaindo-se no dossel da floresta,
onde podem alcancar até 50m de altura e dois metros de didmetro (Figura 1). Seu
caule é cilindrico, liso, desprovido de ramos até a fronde, copa densa, folhas
esparsas, oblongas (WADT et al., 2005).

Conhecido como ourico, seu fruto é uma capsula globosa, quase esférica,
medindo de 8 a 15cm de diametro (Figura 2A), sendo visivel, na parte superior, 0
vestigio do célice (Figura 2B). Sua casca é espessa, lenhosa, dura e de cor
castanha (Figura 2C). Segundo descricdo de Moritz (1984), o fruto apresenta
geralmente cinco l6culos contendo cinco Ovulos cada um, totalizando um numero
maximo de 25 sementes por fruto, porém avaliacbes de campo mostram uma
variagdo comum de 10 a 25 sementes por fruto, com média de 17 a 18. No Peru,
Cornejo (2004) registrou uma média de 18,5 sementes por fruto, porém com maximo
de 36 e minimo de seis sementes. As sementes da castanheira sdo angulosas,
estreitas, compridas, com o tegumento duro, com rugosidade transversal, e
apresentam um tecido meristematico circundando a améndoa. E comum receber
denominacgdes segundo o lugar de origem, por exemplo, no Brasil € conhecida
também por castanha-do-maranhdo e castanha-do-para. Ja nos paises da Amazonia

Legal como Bolivia e Peru, Franca, demais paises da Europa, Estados Unidos e
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outros paises pode receber nomenclaturas como Inia, Nia, Nha, Eray, Tocary, Tuca,
Turury, Ya e Yuvia, almendras, noce del Brazile, paranuss, Brazil nuts, Para nuts,
Nigger To, noix du Bresil, noix du Para, chataigne du Bresil e nuez de Brazil. No
entanto, constata-se que, na maioria das denominacdes, mantém-se a origem
primaria, ou dos locais de producéo, do-brasil, do-para etc. (ENRIQUEZ et al., 2003;
SANTOS, 2012).

A AR _
o e ,Iit‘y}"?‘;ite‘.zbﬂ

FIGURA 1. Castanheira-do-brasil (Arquivo pessoal, Felicia Leite, 2013)
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Lucia Wadt, 2008

FIGURA 2A. Ouricos de castanha-do-brasil, amontoados na floresta; B — Ourico em detalhe; C) -
Ourico aberto, mostrando casca espessa e organizacao interna das sementes.

Corner (1976) e Camargo et al. (2000) observaram que a semente da
castanheira apresenta um embrido do tipo hipocotilar e dois tegumentos. Embrido
hipocotilar também foi observado em pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), em
gue o hipocdtilo tem funcdo de acumular material de reserva (BARRADAS, 1973),
observando-se, ao redor do hipocotilo, um anel de tecido procambial, que apresenta
grande capacidade regenerativa, sendo também para sementes de castanheira.

Barroso (1978) considera o embrido do género Bertholletia como sendo
conferruminado, descrevendo-o como uma estrutura ovoide, elipsoide ou claviforme,
sem delimitacdo de cotilédones nem de eixo hipocétilo-radicula, o que foi confirmado
por Beltrati (1990). Prance e Mori (1978) definiram-no como sendo do tipo
macropodial, sem presenca de cotilédones diferenciados e com sua maior parte
constituida pelo hipocétilo.

Para Joly (1979) a castanheira-do-brasil, pertencente a familia
Lecythidaceae, possui fruto seco, indeiscente, em geral um pixidio com sementes
ndo-aladas e que ndo se abrem. A semente de castanheira (B. excelsa Bonpl.)
corresponde morfologicamente ao hipocétilo, que cresce muito e se enche de
reservas. Curiosamente, o autor relata que o que se come € o préprio embrido cheio
de reservas.

Camargo et al. (2000) realizaram estudo histologico em améndoas de
castanha-do-brasil e observaram a presenca de seis tecidos ou grupos de células
distintas. Apds a retirada do tegumento, as améndoas apresentavam uma pelicula
marrom que em determinados locais ficava aderida ao tegumento, expondo o tecido
interior. A pelicula apresenta um tecido lignificado, composto por células mortas que
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ndo apresentavam distincdo visivel entre si e eram pouco aderidas ao tecido
adjacente.

Para Vaughan (1970) esse tecido denomina-se perisperma. Entretanto,
perisperma é um termo que designa tecido de reserva com origem no nucelo
(MAUSETH, 1988; BELTRATI, 1990). Possivelmente, essa pelicula faca parte do
tegumento da semente, pois em Lecytidaceae ocorre a presenca de oOvulos e
sementes bitegumentadas, sendo necessario um estudo de ontogénese da
germinacao desde a fecundacéo até a maturacao de da semente (CORNER, 1976;
CAMARGO et al., 2000).

O tecido adjacente seguinte apresenta-se como um camada epidérmica,
bisseriada, com células tabulares e paredes celulares espessas, o que para Corner
(1976) pode ser o endosperma que pode ter de duas a trés camadas de células com
funcdo de protecédo, sendo diferenciadas e sem capacidade de multiplicacdo, uma
vez que se rompe durante a germinacao nos locais de protusdo de raiz e parte aérea
(CAMARGO et al, 2000).

Adjacente a este tecido, internamente ha uma camada de células globosas,
arredondadas, tamanhos irregulares, paredes delgadas e corpos de 6leo. A primeira
camada desse tecido é unisseriada, composta por células circulares, menores e
mais uniformes. Trata-se de um tecido parenquimético que compde a maior parte da
améndoa da castanha-do-brasil, cujas células sdo pouco especializadas e com
potencial para retomada da atividade meristematica, cujas funcdes entre outras sao
desempenhas atividades funcionais e armazenar material de reserva. A presenca de
corpos de Oleo de tamanhos variaveis foi detectada nas células dos tecidos
parenquimaticos (CORNER, 1976; CAMARGO et al., 2000).

2.2 CASTANHA-DO-BRASIL: IMPORTANCIA AMBIENTAL, SOCIAL E ECONOMICA

A dindmica econbmica e social da Amazbnia Brasileira originou-se
principalmente a partir do periodo da borracha, quase um século atras. Desde o
colapso da industria da borracha no inicio da década de 1990, a castanha-do-brasil
se tornou uma das principais fontes de geracédo de empregos e atividade econémica
na regido. A castanheira € amplamente reconhecida como um modelo de produto
florestal ndo-madeireiro que contribui para a promoc¢ao da conservacgéo das florestas

tropicais, pois praticamente toda a producdo € oriunda de florestas primarias e
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continua experimentando um sucesso econdmico no mercado internacional (WADT,
2005; SANTOS et al., 2002).

A espécie é responsavel pela protecdo de milhares de hectares de florestas
tropicais, pois teve papel fundamental na inclusdo dessas florestas na Categoria VI
(areas protegidas por recursos manejados) no Sistema de Classificagdo das Areas
Protegidas da IUCN (Unido Internacional para a Conservacao da Natureza e dos
Recursos Naturais). Essa categoria foi criada principalmente para legitimar as
Reservas Extrativistas (Resex) como um modelo de conservagdo pautado no uso
sustentavel dos recursos naturais. A castanheira e a seringueira foram espécies-
chave nesse processo (WADT; KAINER, 2012). Segundo estas autoras, a castanha-
do-brasil é produzida quase que exclusivamente pelo sistema extrativista, sendo
atualmente a principal atividade econémica de milhares de familias que vivem na
Amazonia. A produgdo vem apresentando uma tendéncia de queda, embora 0s
precos médios apresentem uma tendéncia de aumento.

Se para a Amazbnia, 0 agronegocio da castanha-do-brasil incluindo as
etapas de transporte, armazenamento, comercializacdo na parte da producéo
primaria e processamento no setor secundario, estes se tornam relevantes,
sobretudo por ser a coleta de castanha a mais importante atividade econdmica de
centenas de comunidades extrativistas, que aumentam a geracdo de renda e
emprego na cadeia na regido. As potencialidades da castanha-do-brasil despertam o
interesse de pesquisadores no Brasil e em outros paises como india, China, Suécia,
Holanda, Franca e Estados Unidos, por reunir em sua composi¢cdo constituintes
importantes como valor nutricional, qualidade das proteinas e do 6leo e possibilidade
de aplicacdo em diferentes segmentos das industrias alimenticia, farmacéutica e de
cosméticos (LOTT e BUTTROSE, 1977; CARDARELLI e OLIVEIRA, 2000; WADT et
al., 2005; COLLINSON et al., 2000; CHUNHIENG et al., 2004; WELNA et al., 2008;
CHUNHIENG et al., 2008; SHARMA et al., 2009; JOHN e SHAHIDI, 2010; SANTOS,
2012).

Conforme estudo realizado no Acre sobre os custos de producdo para a
castanha-do-brasil, considerando o sistema tradicional, a atividade & viavel
financeiramente, proporcionando uma consideravel remuneragdo para a méo de
obra familiar (SANTOS et al., 2002). Nesse estudo, a renda liquida anual verificada
foi de R$ 1.805,85 (dados de 2003, quando o pre¢co médio da lata de castanha foi de
R$ 3,50), com uma remuneracdo da mao de obra de R$ 36,75 por dia. A partir de
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2005, o preco da lata de castanha aumentou consideravelmente, chegando a R$
17,00 em 2006. Depois, o preco foi reduzido para R$ 14,00 em 2007 e R$ 11,00 em
2008.

2.3 MANEJO E ARMAZENAMENTO DE CASTANHA-DO-BRASIL

Quando graos oleaginosos ou ndo, sdo armazenados adequadamente, no
maximo podemos preservar suas qualidades iniciais, sendo inevitaveis as perdas de
origem fisiologicas, entendendo-se que mesmo sob as melhores condi¢des
possiveis de armazenamento, a qualidade das sementes ndo pode ser melhorada e
que a velocidade das transformacfes degenerativas depende das condi¢cdes as
guais as sementes sao expostas no campo, antes e durante a colheita, na secagem,
durante o beneficiamento e das condi¢des de armazenamento (OLIVEIRA, 2011).

Neste sentido, ha a necessidade de conhecimentos sobre conservacao
desses grdos quando sdo analisadas as potencialidades brasileiras de producéo
agricola e ao serem verificadas as enormes perdas em funcdo da falta ou
inadequacdo tecnologica da infraestrutura de unidades de secagem e
armazenamento, onde muitos dos equipamentos e das estruturas de secagem,
disponiveis no pais, em geral ndo sdo apropriados para as condi¢cdes nacionais,
apresentam custos elevados, tornando-se incompativeis com o poder aquisitivo dos
pequenos e meédios produtores rurais. Se ha adequacdes no sistema de secagem,
no armazenamento a situacdo ndo é muito diferente. Um pequeno percentual da
capacidade armazenadora esta localizado nas propriedades rurais e apresenta
grandes deficiéncias estruturais e tecnolégicas. Essa é a realidade para cultivos
como milho, soja, trigo, feijao, arroz (ELIAS et al., 2010). No caso de produtos de
origem extrativista, como o € a castanha-do-brasil, essa necessidade torna-se
premente. Nas condicdes da AmazoOnia, de modo geral, o sistema de producdo da
castanha por ser predominantemente extrativista em mata nativa, ndo envolve
investimentos tecnoldgicos no processo de coleta, amontoa e corte dos ouricos,
guebra das castanhas na unidade produtiva e transporte imediato para armazéns
adequados ou diretamente para a industria de beneficiamento (FRANK, 1981; PAS,
2004).

De acordo com informacdes de produtores de comunidades extrativistas, in

locu, localizadas nos seringais Cachoeira, em Xapuri e Porongaba, em Brasiléia,
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ambos no estado do Acre, a cadeia produtiva da castanha-do-brasil ja adota as boas
praticas extrativistas (BPE), cujas principais atividades constam da amontoa dos
ouricos, a quebra dos ouricos e selecdo das castanhas, descartando aquelas em
estado de decomposicdo visivel, cortadas e/ou quebradas, transporte para o
armazém, secagem e selecdo em secador de tela em acgo galvanizado e
armazenamento.

Em sintese, as principais etapas do beneficiamento pds-colheita da
castanha-do-brasil, desde a floresta até o patio da agroindustria sdo descritos de
acordo com Leite (2008).

1. Limpeza da area — € feito o corte da vegetacao rasteira e cipds ao redor
da castanheira que impede o acesso aos ouricos. E realizada com uso de fac&o e/ou
foice;

2. Amontoa — consiste no recolhimento dos ouricos de forma manual a
medida que caem das arvores e juntam um nimero minimo de 180 a 200 em média.
E feita dispondo os ouricos diretamente sobre o solo ndo utilizando nenhuma
protecdo, ou em alguns casos, utiliza-se uma camada de folhas de palmeira;

3. Quebra — dependendo da quantidade de ouricos a quebra é realizada no
mesmo dia; quando nao, leva uma semana ou até 15 dias para retornar no local
para quebrar; o facdo ou foice sdo os equipamentos utilizados. Corta-se a area
superior (regido do opérculo) do ourico e chamada de chapéu, colocam-se as
castanhas diretamente no saco retirando-se os pedacos de ourico, 0s umbigos, as
castanhas cortadas, podres e chochas, antes de colocarem no saco;

4. Transporte para o paiol — é realizado em sacos pelos extrativistas, ou
no lombo de animal (burro, jumento, boi) com cangalha ou zorra. Dependendo do
volume e da distancia deste para o armazém, os produtores transportam no mesmo
dia. Existe um controle e cronograma de coleta para uso do comboio de animais
(Figura 3A, 3B). Nos demais estados da regido amazénica o transporte de barco é
muito utilizado, sendo que as castanhas permanecem expostas as intempéries
naturais por varios dias a semanas, até chegarem nas zonas de comercializacéo,

gque pode ser um porto ou novo transporte até o patio de uma agroindustria;
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FIGURA 3. Controle e cronograma de coleta: (a) Anota¢des da Associacéo e (b) Comboio de animais
(LEITE, 2008)

5. Armazenamento no paiol comunitario — o armazenamento é feito a
granel, porém h& uma organizacdo que permite a identificagcdo por produtor, antes
da secagem e depois que sdo embaladas em sacos enquanto aguardam o
transporte para a agroindustria; cada produtor € responsavel pelo revolvimento da

sua producado dentro do armazém (Figura 4C e 4D);

FIGURA 4. Sistema de armazenagem comunitaria (c) separacdo individual e (d) secagem da
castanha-do-brasil em secador de tela (LEITE, 2008)

6. Transporte para o armazém da Associacdo — os produtores mais
proximos da sede da associacdo e aqueles que ficam nos locais mais distantes (um
a dois dias de viagem de barco) utilizam animais de carga, que transportam em
média 200kg;

7. Armazenamento no armazém da associacdo — na recepcdo da
castanha, é realizado o corte (separam-se 100 unidades de castanha com casca e

procede-se um corte com facdo onde é contabilizado o numero de castanhas
deterioradas), para verificar questdo de qualidade para fins de pagamento do
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produto. O responsavel pelo corte € um extrativista experiente e treinado, que avalia
também a aparéncia e aspecto geral da castanha. O armazenamento € feito a
granel, separando-se as castanhas mais Umidas daquelas que estdo com aparéncia
mais secas;

8. Transporte para a cooperativa central — é feito em caminhdes, assim
gque a estrada permite acesso (a partir de abril e maio). Os produtores cujas
colocacdes estdo localizadas em pontos proximos de rios ou igarapés, cuja
localizac&o fica muito abaixo do armazém central, transportam a castanha para o
armazém central de barco, uma vez que 0s custos sdo menores.

Castanhas-do-brasil podem ser processadas ou n&o, semisecas ou
desidratadas e comercializadas com ou sem casca (ARRUS et al, 2005; PACHECO;
SCUSSEL, 2009). A maioria absoluta das unidades beneficiadoras brasileiras de
castanha-do-brasil procede ao descascamento manualmente uma a uma, em
plantas ultrapassadas e reduzido aporte tecnolégico nas etapas de tratamento
térmico, descascamento, desidratacdo, selecdo, classificacdo e armazenamento a
vacuo. A excecdo dessa realidade esta nas agroindustrias construidas pelo governo
do estado do Acre onde, a semelhanca das plantas existentes na Bolivia, as
castanhas sdo beneficiadas em equipamentos modernos, recebem tratamento
térmico em autoclaves verticais. O descascamento € mecanizado onde as
améndoas descascadas seguem por esteiras para areas de selecéo, classificacdo
em peneiras vibratorias, desidratacdo, resfriamento e embalagem a vacuo. Ainda,
podem ser comercializadas com ou sem peliculas e o armazenamento e
conservagao sdo uma das questbes mais importantes na sua comercializagcéo
(BRASIL, 2011).

Conforme a Portaria N° 846 (08 de novembro de 1976), em seu Artigo 7°
dispde que a castanha-do-brasil descascada ou beneficiada dos Subgrupos
améndoa com pelicula e améndoa sem pelicula (Brancheada) sera classificada
segundo seu tamanho, caracterizado na forma do disposto no artigo 5° da mesma
Portaria e, simultaneamente, de acordo com a natureza a que for o produto
enquadrado (inteira, ferida ou quebrada), em 8 (oito) classes: | — Miudinha (tiny): E o
produto que contiver acima de 180 unidades/améndoa por 453 gramas; Il — Mitda
(midget): E o produto que contiver de 160 a 180 unidades/améndoa por 453 gramas;
Il — Pequena (small): E o produto que contiver de 140 a 159 unidades/améndoa por
453 gramas; IV — Média (medium): E o produto que contiver de 115 a 139
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unidades/améndoa por 453 gramas; V — Extra Média (extra-medium): E o produto
que contiver de 102 a 114 unidades/améndoa por 450 gramas; VI — Grande (large):
E o produto que contiver menos de 102 unidades/améndoa por 453 gramas; VII —
Ferida (chipped): E o produto que se apresente com as améndoas lascadas e/ou
mutiladas por escoriacées, oriundas de agente fisico; VIII — Quebrada (broken): E o
produto que apresenta as améndoas fragmentadas, partidas e/ou quebradas.

A maturidade e estabilidade pds-colheita séo as propriedades da castanha-
do-brasil menos estudadas e entendidas, além de ndo haver dados suficientes que
definam as complexas mudancas bioquimicas que podem ocorrer nos dias,
semanas e meses que se seguem desde a colheita, passando pela armazenagem
na unidade familiar (conhecidas como colocacdes) até chegar ao armazenamento
nas unidades de beneficiamento. A mesma incognita aplica-se para a estabilidade
das améndoas ap0s o beneficiamento e armazenagem ao longo do tempo, bem

como aspectos bioquimicos relacionados as fragcdes protéica e lipidica.

2.4 VALOR NUTRITIVO E BENEFICIOS A SAUDE

Depois de processada e desidratada, a améndoa de castanha-do-brasil
pode ser consumida dessa forma ou utilizada como ingrediente em varios
segmentos da industria alimenticia (mix com outras nozes, barras de cereais,
chocolate, panificacdo), além de fazer parte de preparacbes e refeicbes das
populacdes tradicionais da Amazonia.

Na comercializagdo, a castanha-do-brasil pode ser classificada como
produto pronto-a-comer (RTE — read-to-eat) ou como aquelas destinadas para
processamento posterior (DFP — destined for futher processing) (Comissdo do
Codex Alimentarius, 2010). Améndoas e nozes RTE sao aquelas que nao deveriam
se submeter a qualquer processamento adicional ou tratamento antes de chegar ao
consumidor final. No caso da castanha-do-brasil, RTE e DFP podem ser
comercializadas com ou sem casca e ambas as formas sdo susceptiveis a
micotoxinas.

A relacdo entre consumo de castanha-do-brasil e saude humana tem sido
pesquisada devido as caracteristicas nutricionais que a mesma apresenta. Entre

todas as améndoas, a castanha-do-brasil &€ reconhecida como um dos mais
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completos alimentos humanos, devido aos seus elevados conteidos em proteinas,
carboidratos, gorduras insaturadas, vitaminas e minerais essenciais como Mg, Ca,
Fe, Cu, Cr, As, Se (CHUNHIENG et al., 2004; SANTOS, 2012). A composicao
nutricional das améndoas de castanha-do-brasil, apresenta alto conteudo lipidico
(60-70%) e protéico (15-20%), elevado teor do aminoacido essencial metionina (que
€ deficiente em proteinas de outras fontes vegetais, especialmente nas
leguminosas).

Metionina, que € um aminoacido essencial também € conhecida como uma
fonte de grupos metil para inimeras reagfes de metilagdo assim como metilagédo de
acidos nucleicos, proteinas, aminas biogénicas, fosfolipidios, entre outros. Além
disso, é fonte de cisteina requerida para a sintese de glutationa. O metabolismo Met
(L-metionina) ocorre principalmente pela ativacdo do Met para AdoMet (S-adenosil-
L-metionina) e mais metabolismo da AdoMet, quer pela via de transmetilagédo-
transsulfuracdo ou via biossintética da poliamina. O catabolismo do grupo metilo e
atomo de enxofre de Met finalmente parece ser dependente da via transmetilacéo-
transsulfuracdo porque o MTA (metiladenosiltransferase) formado como o co-
produto da sintese de poliamina é eficientemente reciclado para Met. Por outro lado,
o destino da cadeia de quatro carbonos de Met parece depender do destino inicial
da molécula de Met. Durante a transsulfuracdo, a cadeia de carbono € liberada
como um cetobutirato, que é metabolizado a CO2. Na via das poliaminas, o carbono
do carboxil de Met se perde na formacdo de dAdoMet (AdoMet descaboxilado),
enquanto que os outros trés atomos de carbono séo finalmente excretados como
derivados de poliamina e produtos de degradacédo. O papel da via do metabolismo
da transaminacdo Met ndo esta firmemente estabelecida (STIPANUK, 1996;
BROSNAN, 2008; THOMAS et al, 2008).

Cisteina (que pode ser formada a partir do enxofre de Met e os carbonos da
serina via transsulfuracéo) parece ser convertido para taurina e COz2, principalmente
pela via cisteinasulfinato, e para sulfato e piruvato principalmente, pelas vias de
dessulfuracdo em que uma forma reduzida de enxofre com um periodo
relativamente longo de semi-vida biolégica parece ser um intermediario. Com o
excecdo do nitrogénio de Met que é incorporada nas poliaminas, o nitrogénio de Met
ou Cis € incorporado na uréia depois € liberado como amobnia [nas reacdes
catalisadas por cistationase com qualquer cistationina (a partir de Met) ou cistina (a

partir de cisteina) como substrato], ou ele é transferido para um cetoacido (em Cys
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ou Met transaminagdo). Muitas areas do metabolismo dos aminoécidos contendo
enxofre precisar de mais estudo. A magnitude da AdoMet fluxo através da via de
poliamina no animal intacto, bem como detalhes sobre as reacfes envolvidas nesta
via permanecem ser determinada. Ambas as vias e 0 possivel papel fisioldgico
alternativo (AdoMet-independente) Met metabolismo, incluindo a via de
transaminagédo, deve ser elucidado. Apesar do crescente interesse em taurina,
investigacdo do metabolismo Cys tem sido uma area relativamente inativa durante
as Uultimas duas décadas. Aparentes discrepancias nos dados relatados no
metabolismo Cys precisa para ser resolvido. Trabalho futuro deve considerar o papel
dos tecidos extra-hepéticos em metabolismo dos aminoacidos, bem como diferencas
entre as espécies nos papéis relativos de varias vias do metabolismo da metionina e
cisteina (STIPANUK, 2004, BROSNAN, 2006; BIJU et al, 2008).

Ressalta-se que a concentragdo de metionina na dieta também influencia
indiretamente a biodisponibilidade de selénio e, afinal € o pool corporal de metionina
gue determina a mobilizacdo da selenometionina para ser utilizada como uma
analoga da metionina ou para a formacdo de selenoproteinas (SUN et al., 1986;
CUNHIENG et al., 2004). A Tabela 1 possui 0s principais constituintes da castanha-
do-brasil.

O Selénio (Se) torna a castanha-do-brasil muito interessante, por seu
conteudo excepcionalmente alto (CHUNHIENG et al., 2004; CHUNHIENG et al.,
2008; WELNA, KLIMPEL, ZYRNICKI, 2008; SANTOS, 2012), além de outros
minerais importantes como Magnésio, Célcio, Fésforo, Bério, Zinco, Ferro, Sadio,
Potassio e Selénio (USDA, 2008; YANG, 2009; INC, 2010, SUN (1987). O Se
participa em mecanismos antioxidante importante, considerado elemento-traco
essencial que deve ser consumido em quantidades sub-miligrama na dieta. A
ocorréncia de deficiéncia grosseira conduz a uma variedade de doencas ou
distarbios, sendo que a cardiomiopatia ou doenca de Keshan é a mais conhecida
(VERKERK, 2010). Também € necesséario para a funcionalidade de importantes
enzimas dependentes de Se ou selenoproteinas, necessarias para uma ampla gama
de processos metabdlicos, incluindo o horménio da tiredide, funcbes de regulacéo
do sistema imunolégico e reproducdo. Estudos sugerem que a ingestdo adequada
deste mineral pode ser relacionada com reducgéo de riscos de cancer de pulmao,
intestino e préstata. Entretanto, estes estudos precisam ser aprofundados no sentido

de correlacionar o Se com a reducdo de outros tipos de cancer. E bem reconhecido
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que o selénio na dieta € importante para uma resposta imunitaria saudavel. Ha
também evidéncias de que Se tem um efeito protetor contra algumas formas de
cancer, que pode melhorar a fertilidade masculina; diminuir a mortalidade por
doenca cardiovascular, e regular os mediadores inflamatérios na asma (REEVES;
HOFFMANN, 2009; VERKEK, 2010).

Os mais importantes alimentos ou matérias-primas alimenticias que causam
reacoes alérgicas sao leite de vaca, ovos, trigo, amendoins, peixes e améndoas de
arvores como € o caso da castanha-do-brasil (VAN BOXTEL et al., 2008; SATHE et
al., 2009). ReacOes alérgicas pelo consumo de castanha-do-brasil podem ser
severas e uma ameaca a vida. O mais importante alergénico dessa améndoa, Ber e
1, € um membro das albuminas, grupo de proteinas de armazenamento em
sementes (VAN BOXTEL et al.,, 2008). Ber e 1 é sintetizado a partir de um
polipeptidio de 18 kDa, apds sucessivas clivagens (modificacdo pés traducdo) em
polipetidios menores com 12, 9 e 3kDa (MORENO et al., 2004; VAN BOXTEL et al.,
2008; ALCOCER et al., 2012) e pode ser desnaturado em pH 2,0 e temperatura
préxima de 83°C ou em condicbes de pH neutro acima de 110°C, segundo

Koppelman et al. (2004), citado por Van Boxtel et al. (2008).

TABELA 1. Composi¢do nutricional da améndoa integral de castanha-do-brasil,
resultados em g 100 g de amostra integral

Proteinas  Lipidios Fibra Carboidratos Va}lgr
@ B total (g) @ calorico Fontes
(kcal)

14,40 65,90 2,10 11,00 666,00 Almeida (1963)

13,60 66,80 - 10,30 - Andrade et al
(1999)

14,29 67,30 8,02 3,42 676,56  Souza, Menezes
(2004)

19,93 66,70 - - - Venkata Shalam;
Sathe (2006)

13,60 66,80 - 10,30 - Moodley, Kindness,
Jonnalagadda
(2007)

18,22 65,33 4,85 8,72 695,73  Santos (2008)

15,60 61,00 7,79 17,12 680,20  Queiroga Neto et al.
(2009)

Fonte: Santos (2012)
- Nao determinado
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As castanhas quebradas perdem aproximadamente 40% do seu valor
comercial em comparacdo com aquelas tipo exportacdo. Entretanto, podem ser
utilizadas para produzir 6leo por prensagem mecanica, além de inameros outros
usos has industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos (FREITAS e
VENANCIO, 2011).

O residuo da extracdo do 6leo, conhecido como torta desengordurada tem
aplicagbes na industria alimenticia e, tradicionalmente é utilizada para obter o “leite
de castanha”, um extrato aquoso que é utilizado em inumeras preparagdes e
iguarias regionais. O 6leo € composto por uma mistura complexa de triglicerideos, e
os demais elementos sdo geralmente compostos de A&cidos graxos livres,
monoglicerideos, diglicerideos além de tocoferdis, carotendides em esterois
pequenas concentracfes. A relacdo entre os saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados € de 25:41:34. Isto significa que teor de gordura saturada em castanha é
mais elevado do que em qualquer outra améndoa. A castanha-do-brasil também é
uma rica fonte de vitamina B1 e vitamina E, e uma boa fonte de Niacina e célcio e
ferro (RODRIGUES et al., 2005; USDA, 2008).

2.5 PROTEINAS VEGETAIS

O estudo de novas fontes protéicas com o objetivo de utilizar suas
propriedades funcionais no processamento de alimentos pode ser justificado por
razbes de ordem econdmica e tecnoldgica. Uma dessas fontes com grande potencial
de utilizacdo € o residuo do processamento industrial de empresas alimenticias
como, por exemplo, lentilha (NEVES; LOURENCO, 1995), tremoco (LQARI et al.,
2002), amaranto (ABUGOCH et al., 2003), tomate (LIADAKIS et al., 1995), entre
outros.

As proteinas de origem vegetal fornecem 65% do total de proteinas
ingeridas no mundo inteiro, e até 50% deste valor é representado pelos gréos dos
cereais, fato este mais relevante em paises em desenvolvimento, onde o0s cereais
séo a principal fonte protéica na dieta da maioria da populagdo (SCHMIDT, 2011).

Um consideravel namero de matérias-primas pode ser utilizado como fonte
de proteinas para a producéo de alimentos, desde as sementes oleaginosas, como a

soja, algodéao, milho, girassol, cereais como trigo e as leguminosas, bem como as
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proteinas de origem microbiana e as folhas em geral. A soja (Glycine max) é tida
como alimento quase completo, contém aproximadamente 40% de proteinas de alta
qualidade, 20% de lipideos e 35% de carboidratos, teores consideraveis de
vitaminas do complexo B e minerais como magnésio, fosforo, ferro e zinco
(CARRAO-PANIZZI, 2000; MORAES et al., 2006) citados por Vallim (2011). O grédo
foi, inicialmente, cultivado para extracdo de 6leo e de componentes para racao
animal, teve seus produtos proteicos (farinha, concentrados e isolados) utilizados em
grande escala na ultima década pela industria de alimentos. Recentemente, tem sido
pesquisada como fonte de fitoquimicos, principalmente as isoflavonas. Os efeitos
das proteinas e das isoflavonas da soja sobre doencas cardiovasculares,
hipercolesterolémicas, cancer, diminuicdo dos efeitos da menopausa tém sido
avaliados e comprovado que estes compostos apresentam-se como 0s responsaveis
pelas caracteristicas benéficas da soja em humanos (ZHANG, 2003; ROSELL, et al.,
2004; TORRES et al., 2005) citados por Vallim (2011). A utilizacdo de novas fontes,
de custos menores, que possam substituir ou simular alimentos protéicos
tradicionais depende do conhecimento das propriedades funcionais das suas
proteinas e do seu comportamento em determinado sistema alimentar.

As proteinas vegetais devem ganhar bastante espaco em alimentos, desde
que apresentadas aos consumidores em formas mais atraentes com relacdo ao
gosto, sabor, textura e outras qualidades desejadas. Para isso existe a necessidade
do conhecimento de propriedades nao-nutricionais que influem no comportamento
durante o processamento, estocagem e preparacdo de ingredientes alimentares,
influenciando na aceitacdo e no consumo do produto final (EL NASRI; EL TINAY,
2007).

A salude de uma populacdo tem como requisito a ingestdo de alimentos que
oferegcam quantidade suficiente de nutrientes qualitativamente necesséarios para o
seu crescimento e manutencdo de suas necessidades metabdlicas béasicas. A
provisdo de alimentos no mundo, principalmente proteinas, esta precéria e se a
populacdo continuar crescendo como previsto, 7 a 8 bilhBes no século XXI, faltas
localizadas serdo antecipadas (FAO, 2010). Além da melhor distribuicdo de
alimentos, solucdo do ambito politico-social, ha necessidade de aumentar-se a
guantidade de alimentos protéicos, através, principalmente, da maior e melhor

utilizacéo de fontes protéicas ndo convencionais ou subutilizadas.
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O primeiro estudo cientifico descrito foi o isolamento do gliten do trigo em
1745 e as globulinas de castanha-do-brasil foram cristalizadas em 1859 (SHEWRY;
NAPIER; TATHAM, 1995), no entanto estudos detalhados das proteinas de reserva
ja foram relatados a partir de 1924 quando T.B. Osborne desenvolveu um sistema
classificatério baseado na solubilidade das proteinas durante o processo de
extracdo, amplamente utilizado até os dias atuais. Quatro grupos foram definidos:
albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas os quais sédo solliveis em agua,
solucéo salina, alcool e solucao alcalina, respectivamente (OSBORNE et al., 1914;
LANDRY et al., 2000).

De acordo com a sua solubilidade (DELCOUR; HOSENEY, 2010), e com
essa classificacdo, tem-se uma ideia da composicdo de aminoacidos que as
sementes vegetais possuem. As albuminas sdo ricas em aminoacidos cisteina,
glutamina e arginina (BARTOLOME et al.,, 1997). Albuminas e globulinas,
denominadas proteinas citoplasmaticas sdo formadas por uma série de proteinas
com alta quantidade de lisina, tém funcées metabdlicas e estruturais e localizam-se,
principalmente, no embrido e nas células de aleurona, que envolvem o endosperma.
Essas fragcdes protéicas representam de 3 a 5% e 10 a 20% respectivamente, do
contetdo de proteina total (SCHMIDT, 2011). Ja as globulinas sdo caracterizadas
pelos altos niveis de arginina, glutamina e asparagina. No entanto, elas sao pobres
em aminoacidos sulfurados como metionina e cisteina (HIGGINS, 1994). As
prolaminas sdo encontradas em cereais e possuem alto teor de prolina. Prolaminas
sdo as principais proteinas de reserva dos cereais, representando cerca de 50% do
contelido total de proteinas, com excecao para aveia e arroz que contém cerca de
10% desta fracdo (SHEWRY; TATHAM, 1990). Encontram-se, principalmente, no
endosperma e tem funcdo de prover nitrogénio durante a germinacdo e estagios
primarios de crescimento das plantulas. Supde-se que as prolaminas pertencem a
uma familia antiga e difundida de proteinas de reserva denominada “superfamilia
das prolaminas”, que antecedem a origem evolutiva das gramineas (SHEWRY;
NAPIER; TATHAM, 1995; SCHMIDT, 2011). As glutelinas, ricas em prolina e
glutamina, sdo exemplos tipicos a glutelina do trigo e do arroz (SHEWRY; TATHAM,
1990; SCHMIDT, 2011). As glutelinas s&o estruturalmente semelhantes as
prolaminas, entretanto, ndo sao sollveis em alcool uma vez que formam polimeros
de alto peso molecular estabilizados por pontes dissulfeto intercadeias. Encontram-

se, principalmente, no endosperma, contém cerca de 5% de lisina e representam
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uma fracdo importante variando de 35 a 45% do contetdo total de proteina
(SHEWRY; TATHAM, 1990).

As proteinas de oleaginosas, graos, leguminosas, peixes, microrganismos,
algas, folhas e até a utilizacdo de subprodutos da industria da carne tem sido
propostos para aumentar o suprimento de proteinas e o valor nutricional dos
alimentos (FAO, 1982). A castanha-do-brasil destaca-se por ser uma das maiores
fontes de proteina de origem vegetal cuja constituicdo € rica em aminoacidos ricos
em enxofre, como metionina (18%) e cisteina (8%), além de conter todos os
aminoacidos essenciais recomendados pela FAO/WHO (SRUR, 1976; SOUZA,
2003; SANTOS, 2008; QUEIROGA-NETO et al., 2009). Altenbach et al. (1987, 1992)
utilizaram a 2S albumina de castanha-do-brasil que é rica em metionina (YOULE;
HUANG, 1981) para elevar além de 30% o conteludo desse aminoacido em
sementes de tabaco. A caracterizacdo de propriedades das proteinas da castanha-
do-brasil tipo broken resultante do processo de desidratacdo para obtencdo de
améndoas para exportacdo € necessaria para fundamentar os estudos basicos e

aplicados.

2.6 AMINOACIDOS

A proteina considerada de boa qualidade ou de alto valor biol6gico é aquela
que fornece maior digestibilidade e quantidades adequadas de aminoacidos
essenciais (MORALES DE LEON et al., 2005; PIRES et al., 2006). Nas proteinas
sdo encontrados, normalmente, 20 aminoé&cidos, que formam sua espinha dorsal.
Séo eles: alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido
glutdmico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina e valina (SCHIMIDT, 2011). ‘Para o ser
humano, sdo essenciais 0os aminoacidos isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptofano, histidina e valina. A auséncia ou a deficiéncia de um
aminoacido interfere de tal forma no processo de constituicdo da proteina que pode

levar a caracterizacdo da dieta como aprotéica (SZARFARC et al., 1980).

A quantificacdo do teor protéico € um pardmetro essencial para a
determinacdo do valor nutricional dos alimentos. A metodologia mais utilizada é a

determinacao indireta através do teor de nitrogénio organico total, utilizada ha mais
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de um século e que leva o nome de seu criador, 0 quimico Johan Gustav Kjeldahl.
Porém, o método Kjeldahl ndo é capaz de diferenciar o nitrogénio organico do
nitrogénio protéico, fato que acabou por permitir fraude. A adicdo de melamina em
alimentos, com a finalidade de promover o aumento no teor de nitrogénio total, € um
exemplo que, devido a sua toxicidade, causou seérios problemas de salde publica,
em especial na China onde a adulteragao de leite e derivados causou milhares de
casos de contaminacdo. Métodos alternativos capazes de detectar fraude tem sido
de grande demanda, e uma alternativa € a determinacdo dos aminoacidos contidos
nas proteinas.

A analise dos amino4cidos € uma metodologia complexa e demorada, no
entanto, fornece informacdes adicionais no que diz respeito a qualidade da proteina
presente no alimento, que para ser biologicamente de boa qualidade necessita de
um bom balanco dos aminoé&cidos essenciais (LEHNINGER, 2006). Reducfes
substanciais em tempo de analise, com aumento da precisdo, foram observados

com a introducdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

2.7 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE

O estudo detalhado de uma proteina exige métodos e técnicas que
permitam sua purificacdo, separacdo e determinacdo de suas propriedades, sendo
essencial uma extracdo pura. Os métodos atualmente disponiveis permitem a
separacdo das proteinas utilizando propriedades que variam de uma proteina para
outra, incluindo-se tamanho, carga e propriedades de ligagdo (LEHNINGER, 2006).
A primeira etapa em qualquer procedimento de purificacdo € o rompimento das
células para liberar suas proteinas em uma solucdo denominada extrato bruto. O
extrato bruto deve ser submetido a tratamentos para separar as proteinas em
diferentes fracbes baseadas em propriedades como tamanho ou carga, conhecido
como fracionamento. As etapas inicias do fracionamento incluem diferencas na
solubilidade, uma fungdo complexa do pH, temperatura, concentragdo salina entre
outros fatores. A solubilidade de uma proteina quase sempre diminui a medida que a
concentracdo salina € aumentada (saltin out), podendo precipitar seletivamente
algumas destas, enquanto outras permanecerdo em solugcéo (LEHNINGER, 2006).

Segundo o mesmo autor, a solu¢cdo que contém a proteina de interesse

deve ser alterada antecipadamente as etapas iniciais de purificagéo, por exemplo,
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procedimentos como a dialise, que permite a separagdo das proteinas dos solventes
beneficiadas pelo seu tamanho maior. O extrato parcialmente purificado é colocado
em um saco ou membrana semipermeavel, que é suspenso em uma quantidade
muito maior de solucdo tampado de forca ibnica apropriada. Essa membrana
permitird a troca do sal e tampdao, ndo das proteinas. Resulta que, a dialise retém as
proteinas grandes no interior da membrana, a0 mesmo tempo permite que a
concentracdo dos outros solutos na preparacdo da proteina se altere até atingir o
equilibrio com a solucéo do lado de fora da membrana.

Varios métodos podem ser utilizados para purificar uma proteina, desde
precedentes estabelecidos ou senso comum. A escolha do método € um tanto
guanto empirica e muitos protocolos devem ser testados previamente, uma vez que
inumeros destes ja foram publicados e disponibilizados para diferentes proteinas
(LEHNINGER, 20086).

Uma importante técnica para separar proteinas é baseada na migracdo das
proteinas carregadas em um campo elétrico, denominada eletroforese. Os
procedimentos utilizadas nesta técnica ndo o sdo para purificar proteinas em
grandes quantidades, pois os métodos eletroforéticos afetam adversamente a
estrutura e a fungcéo das proteinas além de existirem técnicas mais simples para
esse propodsito. Como método analitico, a eletroforese tem a vantagem de permitir a
visualizacdo das proteinas separadas, além de estimar rapidamente o0 niumero de
diferentes proteinas em uma mistura ou grau de pureza de uma preparacao proteica
particular.

A eletroforese de proteinas € realizada em géis feitos de polimeros de
poliacrilamida, que atua como uma peneira molecular, reduzindo a migracdo das
proteinas em proporcéo aproximadamente a sua razdo massa-carga. O SDS liga-se
a maioria das proteinas em quantidades proporcionais ao peso molecular da
proteina, na razdo de uma molécula de SDS para dois residuos de aminoacidos,
contribuindo com uma carga negativa, tornando a carga da proteina insignificante e
conferindo-lhe uma razdo carga-massa semelhante. O SDS quando ligado altera a
conformacao nativa das proteinas tornando-as semelhantes. Dessa forma, contribui
para separar as proteinas na base de sua massa (peso molecular), com o0s
polipeptideos menores migrando mais rapidamente.

Apés a eletroforese, a visualizacdo das proteinas se da pela adicdo do

corante azul de Comassie, que se liga as proteinas, mas ndo ao gel. E possivel
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acompanhar o progresso de um procedimento de purificagdo de uma proteina coma
diminuicdo do numero de bandas proteicas visiveis no gel apds cada nova etapa do
fracionamento.

Quando se compara com as posi¢cdes que migram as proteinas de peso
molecular conhecidas no gel, a posicdo de uma proteina nao identificada fornece
uma étima medida do seu peso molecular (LEHNINGER, 2006).

2.8 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A técnica DTA (Andlise térmica diferencial) demonstra a diferenca de
temperatura entre a substancia e um material de referéncia (estavel termicamente)
em funcédo da temperatura sob condi¢cdes determinadas, sob a forma de curvas
(DSC) pelas quais é possivel medir a diferenca de energia fornecida a substéancia e
a um material de referéncia em funcdo da temperatura, tanto em condi¢cfes de
aguecimento quanto de resfriamento. Consequentemente, a temperatura e energia
associada aos eventos, tais como fusdo, calor especifico, transicdo vitrea,
cristalizacdo, sublimagcdo, decomposicao e transicfes cristal liquido, podem ser
avaliadas por essas técnicas.

A analise térmica constitui um grupo de técnicas de grande interesse na
caracterizacdo de alimentos, visto que proporcionam dados relevantes ao
processamento industrial de substancias alimenticias, em um tempo relativamente
curto e com certa especificidade quando associada a outras técnicas. A maioria dos
alimentos sofre variacbes de temperatura durante sua producdo, transporte,
estocagem, preparacdo e consumo. Essas mudancas de temperatura causam
alteracbes nas propriedades fisico-quimicas dos alimentos, influenciando nas
propriedades do produto final, tais como sabor, aparéncia, textura e estabilidade
(RAEMY, 2003). As reacdes quimicas como hidrolise, oxidacdo ou reducdo,
promovem mudancas fisicas como evaporacao, fusdo, cristalizacdo, agregacdo ou
geleificagdo. A melhor compreenséo da influencia da temperatura nas propriedades
dos alimentos permite a otimizacdo das condi¢cdes de processos e melhoramento da
gualidade do produto final (SILVA et al., 2006).

Boye et al. (1996) relataram que mudancgas na proteina a partir de uma

conformacao nativa para uma condicdo desnaturada aparecem, em conjunto com a
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interrupcédo de inter e intraligagdes moleculares. Este processo ocorre de forma
cooperativa e depende de varios fatores tais como a natureza da proteina, a
concentracdo, atividade de agua, temperatura, pH e forca i6nica. Essas mudancas
podem afetar a sua funcionalidade e eventual utilizacdo em sistemas alimentares.

Nas industrias alimenticias sdo agregados processos de aguecimento e
resfriamento, como por exemplo, pasteurizacdo, esterilizagdo, cozimento, secagem,
resfriamento e congelamento, onde a analise térmica reune técnicas apropriadas ao
controle de qualidade (AMORIM et al., 2004; MAGOSHI et al., 2002; RAEMY, 2003;
ROOS, 2003; SCHIRALDI; FESSAS, 2003). DSC (Diferential Scanning Calorimetry)
e TG/DTG (Termogravimetria/Termogravimetria derivada) tém sido aplicadas ao
estudo de isolados proteicos (FONTANARI et al., 2005; MOHAMED, 2002; ORTIZ;
WAGNER, 2002), propriedades térmicas de filmes preparados a partir de isolado
protéico (prolamina) de sementes de arroz, trigo e soja associado com as técnicas
auxiliares (X - ray diffraction - XRD e infrared - IR) (MAGOSHI et al., 2002), e de
sistemas alimentares concentrados, baixo contetdo de agua e alimentos congelados
(ROOS, 2003) procurando entender as relacbes entre as propriedades dos
alimentos e variacdes no parametro qualidade.

Em relacdo a castanha-do-brasil, existem recentes estudos disponiveis
(SANTOS, 2012) que tratam especificamente do comportamento térmico da torta e
do dleo para utilizacdo nas industrias alimenticia, farmacéutica, cosméticos entre
outras. Para a discussao dos resultados encontramos apenas um trabalho especifico

sobre castanha-do-brasil. No entanto, nada é encontrado para isolados protéicos.

2.9 COMPOSTOS FENOLICOS

Os antioxidantes naturais de Oleos vegetais apresentam potencial efeito na
prevencdo de doencas crbnicas, pois sdo capazes de proteger sistemas biolégicos
contra a acdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, responsaveis por danos
oxidativos aos lipideos, proteinas e acidos nucleicos (SZYD OWSKA-CZERNIAK et
al., 2008; RAMADAN; MOERSEL, 2006). A composicao fisico-quimica de Oleos
vegetais pode determinar a sua capacidade antioxidante total que pode estar, por
sua vez, associada a atributos de qualidade dos Oleos, especialmente a sua
bioatividade e possivelmente a sua estabilidade oxidativa. A area da saude, através

de estudos clinicos e epidemiolégicos tem demostrado evidéncias de que
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antioxidantes fendlicos de cereais, frutas e vegetais sdo os principais fatores que
contribuem para a baixa e significativa reducéo da incidéncia de doencgas cronicas e
degenerativas encontradas em populacdes cujas dietas sdo altas na ingestao
desses alimentos (SHAHIDI, 2004). Desta forma, a importancia da pesquisa por
antioxidantes naturais tem aumentado muito nos dudltimos anos. A classe de
compostos tipicos que possuem atividade antioxidante incluem os tocoferéis, os
compostos fendlicos e os taninos. Antioxidantes fendlicos sao antioxidantes
primarios que agem como terminais para os radicais livres (SUN, 2002).

Compostos fenolicos solaveis encontram-se compartimentalizados no
interior dos vacuolos celulares (BECKMAN, 2000), na forma livre ou conjugada,
enquanto os fendlicos insollveis encontram-se ligados a estruturas da parede
celular, esterificados com arabinose ou residuos de galactose dos componentes
pécticos ou hemicelulésicos (FAULDS; WILLIAMSON, 1999). Os acidos fendlicos
livres representam a menor parte dos compostos fendlicos e sao sollveis em
solucbes aquosas-organicas, como metanol, etanol ou acetona (TIAN; NAKAMURA,;
KAYAHARA, 2004). Os compostos fendlicos conjugados freqiientemente encontram-
se sob a forma de ésteres e amidas, raramente ocorrendo como glicosideos,
incluem compostos de baixo peso molecular, soliveis em agua, presentes no citosol,
ou formas lipossoluveis, associadas as ceras da superficie da planta (KARAKAYA,
2004).

Nozes tém sido identificadas como sendo ricas fontes de antioxidantes
(HALVORSEN et al.,, 2002; WU et al.,, 2004). Fitoguimicos, incluindo fendlicos
(taninos, acido gélico e curcumina), flavonoides (luteolina, quercetina, miricetina,
kaempferol e resveratrol), isoflavonas (genisteina e daidzeina), terpenos e tocois
estdo presentes em diferentes nozes (BRAVO, 1998; KRIS-ETHERTON et al.,
2002). Compostos fendlicos tém atraido consideravel atengdo devido ao seu alto
potencial em beneficios a saude. Eles tém demonstrado acdo antibacteriana,
antiviral, anticarcinogénica, anti-inflamatoria e vasodilatadora (BREINHOLT, 1999;
DUTHIE et al., 2000; SHAHIDI e NACZK, 2004).

Compostos fendlicos em nozes e améndoas estdo presentes nas formas
livre, esterificada ou ligada. Os acidos fendlicos podem formar tanto ligacGes éter e
éster, devido a sua natureza bifuncional, devido as rea¢gbes que envolvem seus
grupos carboxilicos e hidroxila, respectivamente, o que lhes permite formar ligacdes

cruzadas com macromoléculas da parede celular (YU et al., 2001). Fendlicos ligados
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podem ser liberados por meio de tratamento alcalino, acido ou enzimatico das
amostras antes da extracdo (ANDREASEN et al., 2001; KRYGIER et al., 1982).

A pelicula marrom e a casca rigida de castanha-do-brasil sdo subprodutos
da quebra e processo de beneficiamento. No entanto, esses subprodutos podem ser
fontes potenciais de antioxidantes naturais e ingredientes para alimentos funcionais.
As améndoas séo fontes de nutrientes como proteinas, fibras, minerais (calcio, ferro,
potassio, zinco, cobre, magnésio, fosforo), arginina, vitaminas (niacina, tiamina),
vitamina B6, vitamina E. A améndoa fresca de castanha-do-brasil consiste de 70%
de lipidios e 17 % de proteinas. Também é fonte substancial de niacina, vitamina E,
vitamina B6, calcio, ferro, potassio, zinco, cobre, arginina e flavonoides na torta,
além de ser uma extraordinaria fonte de selénio - 126 ppm na torta desengordurada
(CHUNHIENG et al., 2004).

Embora existam um consideravel niamero de literaturas descritivas sobre
ecologia e fenologia da arvore da castanha-do-brasil e composicdo bioquimica das
castanhas (CHUNHIENG et al., 2004; COLLINSON et al., 2000; MORI, 1992), pouco
tem sido documentado sobre o conteudo fendlico e capacidade antioxidante da
améndoa e seus subprodutos, casca e pelicula marrom. O conteldo de compostos
fendlicos totais em castanha-do-brasil tipo broken com pelicula e despeliculada foi
investigada, o que podera ajudar a compreender melhor sua capacidade como

agente antioxidante.

2.10 OLEO DE CASTANHA-DO-BRASIL E METODOS DE EXTRACAO

Nas ultimas décadas, muitos esforcos tém sido realizados com o intuito de
preparar alimentos de alta qualidade, com baixo teor de lipideos e sem perda
significativa de suas propriedades organolépticas. No caso especifico das sementes
oleaginosas, a remocédo de seus lipideos ou 0 seu desengorduramento € realizada,
basicamente por trés métodos: remocao mecanica, remocado quimica e remocao
com fluidos supercriticos.

Na atualidade é crescente a preocupacdo dos consumidores em reivindicar
produtos ecologicamente corretos que associem qualidade e preservacdo do meio
ambiente. Com este conceito, tecnologias que se preocupam com a qualidade de

vida vém sendo desenvolvidas com énfase, como € o caso do processo de extracao
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que ndo utiliza solventes e ou processos que agridam a matéria-prima ou resultem
em efluentes toxicos.

A extracdo de 0Oleos por uso de solventes organicos € um dos métodos mais
comumente utilizados para extrair o 6leo de sementes. Entretanto tal método
apresenta um inconveniente: a necessidade de eliminagdo dos residuos de solvente
organico do éleo, além da possibilidade de ocorrer a degradacdo térmica dos acidos
graxos poliinsaturados contidos na semente, dependendo das condi¢cbes de
temperatura utilizadas na extracéo convencional (BOZAN; TEMELLI, 2002).

A remocdo mecanica € efetuada com a utilizacdo de prensas. Este tipo de
remocao, no entanto, ndo extrai com eficiéncia o 6leo das sementes, o que leva a
producdo de um coproduto com teor lipidico muito acima do recomendado (no
maximo, até 5% de 6leo residual) (MORETTO e FETT, 1998). Para minimizar este
problema, duas técnicas tém sido utilizadas: a remocdo mecéanica tradicional
associada a remocdo mecanica sob alta pressao (prensagem hidraulica) ou a
remocao mecanica seguida por uma remocdo quimica. Na remocdo mecanica
tradicional, faz-se necessario 0 aquecimento prévio das améndoas, o que pode
promover a rancificacdo dos 6leos, um processo de deterioracdo decorrente da
exposicao a altas temperaturas (MORETTO e FETT, 1998). Com a prensagem
hidraulica, é possivel reduzir em até 95% o teor de lipideos na farinha. Todavia, esta
técnica requer um investimento significativo em equipamentos e mao de obra
especializada.

Na remocgdo quimica, a obtencdo da matéria oleosa é feita por meio de
solventes. O solvente utilizado é, geralmente, o hexano, com ponto de ebulicdo
préximo a 70°C. As sementes devem ser trituradas e laminadas o maximo possivel,
para facilitar a penetracdo do solvente. O 6leo que aparece no material submetido a
extracdo apresenta-se em duas formas: 1) na forma de uma camada ao redor das
particulas das sementes trituradas e laminadas, que é recuperado por processo de
simples dissolucdo; e 2) contido em células intactas, que é removido do interior
destas por difusdo. Como resultado, a extracdo quimica consiste em dois processos:
um deles rapido e facil, o de dissolugéo, e o outro, mais demorado, dependente de
difusédo da mistura de Oleo e solventes através da parede celular semipermeavel.
Assim, durante o processo de extragao, a velocidade do desengorduramento da
semente € no comec¢o muito rapido, decrescendo significativamente com o decurso

do processo. Além disso, este processo apresenta outras desvantagens como o0
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emprego de temperaturas elevadas, que devem ser préximas ao ponto de ebulicdo
do solvente; a inflamabilidade, toxicidade e custos elevados e a possibilidade de
obtencdo de um coproduto com pouca aceitabilidade no mercado em funcdo de
alteracdes no seu sabor e odor. A vantagem € o conteudo de 6leo encontrado no
coproduto apdés a extracdo com solvente: ao redor de 0,5 a 0,6% (MORETTO e
FETT, 1998).

O processo de extracdo com fluido supercritico vem sendo apontado como
uma alternativa aos métodos de extracdo mecéanico e quimico (HARTMAN e LAGO,
1996). Fluidos supercriticos exibem propriedades fisico-quimicas intermediarias as
de um liquido e um gés, 0 que aumenta sua atuacdo como solvente. Sua densidade
relativamente alta confere bom poder de solvéncia, enquanto seus valores de
difusividade alto e viscosidade baixo proporcionam poder de penetracdo apreciavel
na matriz do soluto. Varios estudos tém demonstrado que € vantajoso usar fluidos
supercriticos, particularmente o diéxido de carbono (CO2), para extrair 6leos de
sementes pelo fato do CO2 ser atoxico, ndo inflamavel, ndo corrosivo e facilmente
removido dos produtos extraidos. Sua pressao critica € moderada (73 atm), o que
diminui os custos de compressdo. Sua temperatura critica € relativamente baixa
(31°C), possibilitando a extragdo de compostos instaveis termicamente
(HAWTHORNE, 1990; RIZVI et al.,, 1986). Lameira et al. (1997) utilizaram CO:
supercritico para remover lipideos da améndoa de castanha de caju. Nas condi¢c6es
experimentais utilizadas, fracdes de lipideos que foram extraidas com o CO:
supercritico possibilitaram a producdo de uma farinha com um baixo contetdo de
calorias e sem residuos. Os autores, no entanto, ndo apresentam os valores
guantitativos no que se refere ao teor lipidico residual.

Embora a castanha-do-brasil possua potencialidade para amplo uso
agroindustrial, escassas sdo as literaturas que abordam métodos especificos para o
seu desengorduramento utilizando CO2 supercritico, sendo encontrada apenas uma
pesquisa nesse tema. O estudo foi conduzido para avaliar os parametros de
extracdo utilizando trés métodos distintos (extragdo com solvente hexano,
prensagem hidraulica e com CO:2 supercritico). Entre outros resultados, concluiu-se
que as duas ultimas formas de extracdo foram mais eficientes em termos de
rendimento. Ficou demonstrado também que houve diferencas significativas entres
as formas de extracdo utilizadas com relacdo a qualidade do Oleo para acidez e

indice de peroxidos e coloracdo. O perfil de acidos graxos mostrou diferencas
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significativas entre os métodos utilizados sendo que, na extracdo com CO:
supercritico os teores de acidos miristico e laurico ficaram acima da média das
demais formas de extracdo. Quanto aos acidos graxos essenciais, a prensagem
hidraulica e a extracdo com CO2 supercritico apresentaram resultados semelhantes
em sua qualidade nutricional e funcional (SANTOS, 2012).

Assim, podemos afirmar que em relacdo a castanha-do-brasil, existem
poucos estudos disponiveis que tratam especificamente da eficiéncia dos métodos
de extracdo do O6leo da améndoa para a obtencdo da torta e farinha

desengordurada.

2.11 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E PROPRIEDADES DO OLEO DE
CASTANHA-DO-BRASIL

Os dleos e gorduras sao substancias de origem vegetal, animal ou
microbiana, insollveis em agua e sollveis em solventes organicos como éter etilico,
éter de petréleo, cloroformio, hexano, benzeno e alcoois (CECHI, 1999). Séo
formados, principalmente, por triacilglicerois, resultantes da combinagéo entre trés
moléculas de acido graxo e uma molécula de glicerol (MORETTO; ALVES, 1986;
MORETO; FETT, 1998; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os 6leos vegetais sdo substancias graxas de natureza trigliceridica ou néo,
e estdo presentes em organelas celulares de frutos ou sementes oleaginosas
chamadas esferossomos. As particulas intracelulares, denominadas esferossomos,
foram observadas em células de plantas por microscopia eletrbnica. A afinidade de
esferossomos por manchas lipofilicas e abundancia relativa destas particulas no
tecido de armazenamento de sementes oleaginosas indicam que estes podem
conter reservas lipidicas em células vegetais (JACKS, 1967).

Os Oleos e gorduras sao importantes componentes da dieta, fornecendo
acidos graxos essenciais ao organismo, funcionam como precursores para indmeros
compostos biologicamente ativos, atuam no sistema de transporte de vitaminas (A,
D, E e K) aléem de possuirem elevado valor energético (MOREIRA, 1999; AIKAWA,
2004) apud Galvao (2009).

O mercado de alimentos funcionais e nutracéuticos tém crescido
rapidamente nos dltimos anos e pesquisas objetivando componentes lipidicos

bioativos tais como acidos graxos poliinsaturados (especialmente os w-3), fitosterois,
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tocoferdis e tocotriendis tém sido muito incentivadas. S&o véarios os alimentos
atualmente estudados com o intuito de agregar principios funcionais na alimentacéo
dos individuos. Dentre os alimentos em destaque encontra-se a castanha-do-brasil,
que vem sendo muito pesquisada pela sua composicdo e a torta obtida do
desengorduramento como componente de misturas de cereais matinais.

No caso do Oleo para consumo humano e terapéutico, ndo se faz uso de
solventes organicos, sendo que a quantidade de 6leo recuperada varia de 13 a 15%
para extracdes realizadas a 25°C (TRUCOM, 2006). Sabe-se hoje que os 0leos
vegetais com concentracfes mais elevadas de &cidos graxos w-3 sdo mais
suscetiveis ao processo de oxidagdo. Portanto, foi evitada a producgédo industrial de
Oleos vegetais a partir de plantas com esta caracteristica. A maioria dos 06leos
vegetais consumidos possui altas concentracfes de w-6 e w-9 e praticamente
inexistem 6leos de cozinha com concentracfes elevadas de w-3, sendo Unica
excecao o Oleo de linhaca (CURI et al., 2002). A producéo do 6leo de castanha-do-
brasil é realizada, basicamente, por prensagem a frio.

Quer em escala comercial, quer em escala artesanal, os esferossomos ou
vacuolos de 6leo devem ser rompidos para a sua liberacdo. Em frutos como dendé e
oliva (azeitona), normalmente o 6leo é extraido por prensagem mecéanica a frio ou a
quente, dependendo das caracteristicas do azeite que se procure produzir ou da
qualidade inicial da matéria prima. Quando obtido por prensagem a frio, ndo se
refina, pois em detrimento do rendimento do processo de extracdo, o azeite sera
bastante apreciado pelo seu aroma e gosto do fruto original. Alguns grdos com teor
de 6leo superior a 30%, como amendoim e algoddo, também podem e j& foram
prensados em escala comercial para producédo de éleo.

A acidez e o indice de peroxido sao descritos como parametros referenciais
para determinar a qualidade da conservacao de 6leos (FERREIRA et al., 2006). O
6leo bruto obtido de castanhas apresenta alto teor de acidos graxos insaturados,
principalmente oléico e linoléico, 0o que propicia a ocorréncia de reacfes de
degradacao oxidativa (ZACARI, 2008).

O indice de acidez € um método determina a quantidade de acidos graxos
livres que existe na amostra. Aplica-se a todo 6leo bruto e refinado, além de
gorduras de animais. A acidez é frequentemente expressa em termos de % de
acidos graxos livres (AOCS, 2003), sendo que o indice de acidez é definido como o

namero de miligramas de hidréxido de potassio necessario para neutralizar os
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acidos graxos livres em um grama de 6leo. Como 0s acidos graxos sdo acidos
fracos, € necesséario usar uma base forte como hidréxido de sédio ou de potassio
para titula-los. Pelo mesmo motivo, o ponto de equivaléncia estequiométrica, quando
titulados com uma base forte, esta no lado alcalino da neutralidade (pH 7). Por isso,
a acidez causada pelos acidos graxos livres € estimada, com hidréxido de sodio ou
de potassio em solucdo alcodlica, usando fenolftaleina como indicador (ZACARI,
2008).

O indice de peroxidos € um indicador muito sensivel na fase inicial da
oxidacéo, e sua presenca indica que a deterioracdo do sabor e odor, em funcao de
sua instabilidade, estd por acontecer. Quando sua concentracdo atinge certo nivel,
mudancas complexas ocorrem, formando compostos de baixo peso molecular,
oriundos de sua degradacdo (REGITANO-D’ARCE, 2006). Estes compostos,
aldeidos, cetonas, é&cidos, alcoois e hidrocarbonetos, sdo 0s responsaveis pelo
sabor e odor caracteristicos de produtos ran¢osos. Inevitavelmente, sao
decompostos mesmo a temperatura ambiente, produzindo moléculas pequenas, em
especial compostos carbonilicos. Em temperatura elevada, a velocidade de
formacdo dos peréxidos € menor que a de sua decomposi¢cdo. Portanto, esta
medicdo é limitada em razao da natureza transitéria do peréxido, sua decomposicéo
em produtos secundarios pode subestimar o grau de oxidacdo, ou seja, baixos
valores podem representar o estadio inicial ou avancada oxidacdo (MORETTO E
FETT, 1989).

O indice de peréxidos € muito usado para indicar o grau de oxidacdo. O
valor de perdxido é a medida do teor de oxigénio reativo expresso em termos de
milequivalentes de oxigénio por 1.000g de 6leo ou como milimoles de peréxido por
quilo de molécula graxa (1 milimol = 2 milequivalentes) (MEHLENBACHER, 1960;
AOCS, 2003). As substancias quantificadas sdo geralmente perdxidos e outros
produtos similares, resultantes da oxidacao lipidica. Aplica-se em toda gordura ou
0leo (AOCS, 2003). Conforme Cecchi (2003), o indice de peréxidos € um dos
métodos mais utilizados para medir o estado de oxidagdo de 6leos e gorduras.
Segundo Malacrida (2003) nos 0Oleos nao deve ultrapassar o valor de 10meq/1000g

de amostra.
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2.12 ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos livres e o glicerol sdo compostos formados a partir da
guebra da ponte éster dos triglicerideos durante a reacédo de hidrélise (REGITANO-
D’ARCE, 2006). Estes acidos graxos (AGs) sdo constituidos, geralmente, por acidos
carboxilicos que podem conter de 4 a 30 atomos de carbono na sua cadeia
molecular. Os AGs que ocorrem nos triacilglicerois de 6leos e gorduras, usualmente,
contém numero par de atomos de carbono, porque sdo formados por unidades de
dois carbonos e derivados de cadeia linear (MOREIRA, 1999).

Dependendo de varios fatores, como o estado de conservag¢do do grao do
qual foi extraido, processo de extracdo e presenca de enzimas hidroliticas, um 0Oleo
pode apresentar maior ou menor teor de acidos graxos livres, isto €, acidos graxos
nao esterificados a glicerina (AOCS, 2003).

A composicdo de &cidos graxos obtida por GLC (GAS-LIQUID
CHROMATOGRAPHY) demonstrou alto nivel de instauracdo (75,6%) no Oleo de
castanha-do-brasil, devido essencialmente aos C18:1 (39,3%) e C18:2 (36,1%)
como mostra a Tabela 2. Estes valores sdo aproximados aos encontrados por
ASSUNCAO (1984) e CHUNIENG et al., (2008). Esses valores sdo mais baixos do
que os reportados em 6leo de oliva (83,3%), améndoas (87,0%) e nozes (83,0%). A
percentagem de &cido graxo linoléico (18,2%) € mais elevada do que em 6leo de
améndoas e de oliva. A alta instauracdo dos acidos graxos e a alta quantidade de
acido linoléico presentes no 6Oleo de castanha-do-brasil a torna uma interessante
fonte em termos de propriedades para uma dieta saudavel.

A caracterizacao dos acidos graxos (AG) se faz importante para determinar a
identidade e qualidade de 6leos comestiveis. A cromatografia gasosa (CG) tem sido
amplamente utilizada na andlise dos AG em 6leos e gorduras. A determinacéo
analitica inclui uma etapa de preparacdo da amostra, onde os AG por apresentarem
baixa volatilidade e estabilidade térmica, requerem uma etapa adicional de
derivatizacdo, onde os grupos carboxilicos sdo convertidos em grupos mais volateis
como trimetilsilil-ésteres ou metil-ésteres (TAVARES et al., 2003; PESTANA, 2007).
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TABELA 2. Composicdo de acidos graxos (%) do o6leo de castanha-do-brasil
determinado por GLC em comparac¢ao com outros 6leos

Acidos Améndoas Nozes Oliva Castanha-do- Castanha-do-

Graxos (%) (%) (%) brasil (%) brasil (%)*

C 12:.0 0,2 + 0,005

C 140 0,2 + 0,005

C 16:0 9 9 13,9 13,0+ 0,12 12

Cc 161 1,5 0,2+ 0,05

C 18:0 2,8 11,0+0,15 10,4

Cc18:1 73 19 71,8 39,1+1,1 41,2

C 18:2 14 64 9,0 36,1 36,1

C 18:3 14 64 9,0 36,1+1,1 36,1
Insaturados 87,0 83,0 83,3 75,6 77,3

FFA

FONTE: Chunhieng et al. (2008)
*Assuncéo et al. (1984)

2.13 MICROSCOPIA OPTICA E MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A compartimentacao de lipidios em plantas esta geralmente associada com
tecidos de sementes, onde triacilgliceréis (TAG) armazenados no interior de
goticulas lipidicas (LDs — lipid droplets; ODs — oil droplets; OBs — oil bodies) atuam
como um elementos fisiol6gicos essenciais e energia de reserva de carbono durante
0 crescimento pos-germinativo. No entanto, alguns nédo-tecidos de sementes, tais
como folhas, flores e frutos, também sintetizam e armazenam TAGs. Dessa forma,
ainda relativamente pouco se sabe sobre a formacao ou a funcdo de LDs, ODs ou
OBs nestes tecidos (MURPHY, 1993; MURPHY, 2011).

Os esferossomos possuem uma barreira de membrana incomum, que
separa os triacilglicerois do citoplasma aquoso. Uma camada Unica de fosfolipideos
(ou seja, uma meia bicamada) circunda o corpo lipidico, com as extremidades
hidrofilicas dos fosfolipideos expostos ao citossol e as cadeias hidrofébicas de

hidrocarbonetos acil voltados para o interior de triacilgliceréis. O corpo lipidico é
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estabilizado por proteinas especificas, principalmente oleosinas, que preenchem a
superficie e impedem que os fosfolipideos de corpos lipidicos adjacentes entrem em
contato e se fusionem (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Essa estrutura de membrana incomum dos corpos lipidicos é resultante do
padrdo de biossintese dos triacilglicieréis. A biossintese de triacilgliceréis nas
membranas do reticulo endoplasmético, acumulando-se as gorduras resultantes
entre duas monocamadas da bicamada da membrana do reticulo endoplasmatico. A
bicamada intumesce e se separa a medida que mais gorduras sao adicionadas a
estrutura em crescimento e, assim, um corpo lipidico maduro desprende-se do
reticulo endoplasmatico (NAPIER et al., 1996).

Essas particulas intracelulares, chamadas de esferossomos, tém sido
observadas por microscopia 6tica e por microscopia eletrénica de transmissédo. A
afinidade dos esferossomos por manchas lipofilicas e a relativa abundancia destes
nos tecidos de reserva/armazenamento de sementes oleaginosas indica que 0s
esferossomos contem lipideos de reserva nas células vegetais (JACKS et al., 1967).

O microscopio eletrdnico de varredura é o mais versatil instrumento para
avaliacdo, exame e andlise das caracteristicas microestruturais de amostras
biologicas e n&o-bioldgicas. A resolucdo do microscopio eletrénico de varredura
(Scanning Electron Microscope) € de 10 nanbmetros, constituindo-se em uma
ferramenta bastante importante em atividades de pesquisas. As aplicacdes do
microscopio eletrbnico de transmissédo (MET) incluem desde estudo de organismos
inteiros, tecidos e 6rgdos, até em certos casos, visualizacdo in situ de organelas
subcelulares (CASTRO, 2002).

2.14 TERMOGRAVIMETRIA/TERMOGRAVIMETRIA DERIVADA (TG/DTG)

“Um grupo de técnicas, nas quais uma propriedade fisica de uma substancia
e/ou seus produtos de reacdo, € medida, enquanto a amostra € submetida a uma
programacao de temperatura”, foi definida como Analise Térmica por Mackenzie
(1979). Definicdo esta que foi aceita pela Confederagédo Internacional de Analise
Térmica e Calorimetria (ICTAC) em 1965. A Analise Térmica apresenta muitas
vantagens: a possibilidade do uso de uma pequena quantidade de amostra para os
ensaios, variedade de resultados em um Unico gréfico, normalmente ndo ha

necessidade de preparo quimico de amostra e apresenta aplicacdo em diversas
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areas, tais como: alimentos, catélise, cerdmica, engenharia civil, farmacéutica,
inorganica, organica, petroquimica, vidros, polimeros, dentre outras. As técnicas
Termogravimetria e Termogravimetria Derivada (TG/DTG), s&o descritas
sucintamente a seguir.

Os primeiros métodos termoanaliticos a rigor, iniciaram-se quando o homem
observou a acdo do fogo sobre os materiais. A evolucdo da técnica se deu
lentamente e os trabalhos iniciais resultaram de esforcos isolados de alguns
pesquisadores, empregando instrumentos rudimentares (CARVALHO-FILHO, 2000).

Posteriormente, a instrumentacdo termoanalitica atingiu um elevadissimo
grau de sofisticacdo em virtude dos progressos da ciéncia e tecnologia. Aliado a
esses fatores, deve ser considerado a redescoberta das potencialidades de suas
aplicacdes nos mais variados setores cientificos e tecnologicos (IONASHIRO, 2004).

De acordo com IONASHIRO (2004), por definicdo, a andlise térmica é o
termo aplicado a um grupo de técnicas nas quais uma propriedade fisica de uma
substancia e/ou de seus produtos de reacao, € medida em funcao da temperatura ou
tempo, enquanto a mesma € submetida a uma programacdo controlada de
temperatura.

A termogravimetria derivada (DTG) correspondente a derivada primeira da
curva TG. Os trabalhos mais comuns utilizam o modo néo isotérmico, isto é, aquele
no qual um programador submete a amostra a uma variagcdo constante de
temperatura enquanto se monitora a massa da amostra (IONASHIRO; GIOLITO,
1980; LUCAS, 2001). Para que haja uma comparabilidade nos resultados, é
necessario descrever com detalhes as condi¢cdes experimentais e o0 histérico da
amostra. A forma adequada desta apresentacdo e uma sugestdo de nomenclatura
para a Lingua Portuguesa, foram preparadas e apresentadas por lonashiro e Giolito
(1980). Estas sugestdes sao recomendadas pela Associacdo Brasileira de Analise
Térmica e Calorimetria (ABRATEC) (IONASHIRO; GIOLITO, 1980).

Segundo Schnitzler et al. (2004), os métodos térmicos em andlises estao
sendo atualmente muito utilizados nas investigacdes cientificas.

No inicio do século passado, foi apresentado um sistema capaz de medir
continuamente a massa de um material enquanto este era submetido a uma
programacao controlada de temperatura. Este sistema foi descrito em 1915
denominado por Kétaro Honda como termobalanca, fazendo surgir a técnica

termoanalitica e a termogravimetria (TG). O registro obtido é a curva



51

termogravimétrica ou a curva TG (Figura 5), onde T € a temperatura inicial, ou seja,

a temperatura em que a mudanca de massa alcanca uma magnitude que a

termobalanca possa detectar e T, a temperatura final onde a massa alcanca o seu

valor maximo correspondendo a reacdo completa (LUCAS, 2001; CARVALHO
FILHO, 2000; IONASHIRO, GIOLITO, 1982).

A termogravimetria (TG) - a técnica na qual a variagdo de massa de uma
substancia (Am) € medida quando esta é submetida a uma programacgéo controlada
de temperatura. A termogravimetria derivada (DTG, Figura 5) € um recurso
matematico, que fornece a derivada primeira da curva TG (GIOLITO; IONASHIRO,
1980; IONASHIRO; GIOLITO, 1982; WENDLANDT, 1986).
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FIGURA 5. Curva de decomposicdo térmica de um material: ( ___ ) registro da decomposi¢éo
térmica (TG); (. — . -) registro da 12 derivada da curva de decomposicéo térmica (DTG).

Adaptado de Lucas et al (2001), pela autora.

A variagdo de massa que ocorre na amostra € acompanhada em fungéo do
tempo (a uma temperatura constante) ou em funcédo da temperatura. Os resultados
deste tipo de analise sdo curvas nas quais se observam varia¢cdes de massa quando

se origina produtos volateis ou que se incorporem atomos da atmosfera gasosa,
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formando um produto respectivamente mais leve ou mais pesado do que o original
(LUCAS, 2001).

Essas técnicas tém sido utilizadas nas mais diversas atividades de pesquisa
e ramos de aplicacdo, como estudos de decomposicdo térmica, determinagcéo de
umidade, compostos volateis, cinética das rea¢fes, oxidacdo térmica, cristalizacéo,
determinacdo de calor especifico, além do tempo de armazenamento (MONTHE et
al., 2002).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Nos experimentos foram utilizadas améndoas de castanha-do-brasil
(Bertholettia excelsa Bonpl.) tipo broken e tipo large, oriundas da safra 2011,
adquiridas junto a Cooperacre (Cooperativa Central de Comercializacdo Extrativista
do Acre), na cidade de Rio Branco/Acre. Os lotes contendo as castanhas foram
transportados via aérea até a cidade de Pelotas/RS, os quais foram levados ao
Laboratorio de Pos-Colheita, Industrializacdo e Qualidade de Grdos - LABGRAOS,
no Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial/Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel/Universidade Federal de Pelotas, onde o experimento foi instalado. O
periodo de armazenamento foi de outubro de 2011 a outubro de 2012, em

temperatura de 16°C e as améndoas apresentavam teor de umidade de 1,7%.

3.2 METODOS

O trabalho foi dividido em dois estudos: (1) Caracterizacdo da farinha
desengordurada e isolado proteico de castanha-do-brasil e (2) Efeitos do
armazenamento de améndoas de castanha-do-brasil com pelicula e despeliculada

sobre a estabilidade e qualidade do dleo.

3.2.1. Estudo 1: CARACTERIZACAO DA FARINHA DESENGORDURADA E
ISOLADO PROTEICO DE CASTANHA-DO-BRASIL

3.2.1.1. Despeliculagédo das castanhas e condi¢gdes de armazenamento

As castanha foram despeliculadas utilizando-se o método descrito por
Sant’/Anna (1985) adaptado por Felberg (2002), com modificacdes. Améndoas tipo
broken com peliculas (Figura 6A) foram imersas em solugcéo de hidroxido de sodio
2%, em ebulicdo por 1 minuto, na proporcdo de 2:1 (vim; solucdo de NaOH:
castanha). A seguir, fez-se a drenagem da solucdo de soda e as améndoas foram
colocadas em &agua fria na proporcdo de 5:1 (agua:castanha) por 5 minutos sob
intensa agitagdo manual e agua corrente para que ocorresse a liberagdo das

peliculas. ApOs esta etapa as améndoas foram imersas novamente em solugéo de
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acido citrico 5% por 10 minutos para neutralizar o residuo de hidréxido de sodio.
Decorrido esse tempo, procedeu-se um teste com uma solugéo de fenolftaleina 1%
para confirmar a auséncia do residuo de soda. Foi assumido que ndo havia mais
residuos de NaOH quando, ao teste de fenolftaleina as castanhas ndo adquiriam a
coloracdo rosea. Por fim, as améndoas despeliculadas (Figura 6B) foram
transferidas em bandejas para uma estufa com circulagdo de ar for¢cado, a 40°C
durante seis horas, que apos foram embaladas em embalagens aluminizadas tipo
stand pouches com ziper, seladas a vacuo e assim comporem 0 experimento de
armazenamento durante doze meses.

Para o experimento de armazenamento, os lotes contendo 20kg de
améndoas tipo broken com pelicula e 20kg de améndoas tipo broken despeliculadas
foram subdividos em por¢cBes de aproximadamente 1,20kg, que foram reembalados
em embalagens aluminizadas tipo stand pouches com ziper, seladas a vacuo e
desta forma compuseram os tratamentos T1 e T2, respectivamente. As amostras
foram armazenadas em temperatura de 16°C durante doze meses. Os tempos de
avaliacdo foram 0O (testemunha), 3, 6, 9 e 12 meses, sendo 6 repeticdes para cada

tempo.

FIGURA 6. Castanha-do-brasil tipo broken com pelicula (A); castanha-do-brasil tipo broken
despeliculada (B) — Fotos: Rosana Colussi (Mai/2013)

3.2.2.1.2. Obtencédo de farinha parcialmente desengordurada de améndoas de

castanha-do-brasil com pelicula (FPD)

As embalagens contendo as améndoas com peliculas e despeliculadas
permaneceram seladas e sob vacuo até o momento da prensagem. Abertas as
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embalagens, as améndoas foram previamente trituradas em multiprocessador. A
seguir prosseguiu-se a prensagem mecanica utilizando-se prensa hidraulica
(Summit, Sdo Paulo, Brasil), com capacidade de 15kgf.cm? de pressdo. Antes de
iniciar a prensagem propriamente dita, tomou-se 200g de torta em um saco de tecido
tipo voal, que foi depositado no porta-amostra da prensa, sobre a qual foi aplicada
uma pressdo maxima de 15kgf.cm= durante 15 minutos, aproximadamente. N&o foi
utilizado nenhum tipo de aquecimento prévio nas castanhas. A torta parcialmente
desengordurada obtida foi imediatamente homogeneizada até obter aspecto de
farinha e embalada em sacos tipo stand pouches aluminizados e mantida sob

congelamento até o momento das analises.

3.2.2.1.2.1. Obtencéao do isolado proteico de castanha-do-brasil (IP)

O isolado protéico de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula foi obtido
baseando-se na metodologia descrita por Chunhieng et al (2004), com modificacbes
(Figura 7). A extracdo da proteina total foi realizada utilizando-se 150g de farinha
parcialmente desengordurada (FPD) resultante da prensagem, que foi moida em
multiprocessador e peneirada (mesh 65/ 212 mm). A FPD foi homogeneizada com
adgua destilada na proporcdo de 1:15 (p/v), sob agitacdo por 30 minutos. Para
solubilizacdo da proteina, o pH da solucéo foi ajustado para 10,0 com NaOH (1mol
L1) sob agitacdo continua com auxilio de agitador mecanico (Werke Staufen, IKA
RW20 Digital, Alemanha) por 60 minutos. Depois da solubilizagdo da proteina, a
solucéo foi centrifugada a 7500xg (Connecticut, Sorval RC-5B, EUA) a 20°C por 20
minutos para separacdo em duas fases. O sobrenadante foi coletado e colocado
novamente em béquer de 4L a temperatura de 20°C. A seguir o pH da solucéo foi
ajustado para pH 5,0 com HCI (1M) para a precipitacdo das proteinas, com
homogeneizagéo utilizando-se agitador mecéanico por 30 min. Foi realizada uma
segunda centrifugacdo nas mesmas condicfes descritas acima, sendo que o
sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido denominou-se de isolado
proteico de castanha-do-brasil (IP), que foi dialisado por 24h a 4°C, utilizando
membrana de celulose com sucessivas trocas de agua esterilizada. Apés a dialise o
material foi congelado a -85°C durante 24 horas e em seguida liofilizado por 48h. O

material foi mantido a -85°C até o momento das analises.
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FIGURA 7. Fluxograma de obtencao do isolado protéico de castanha-do-brasil

3.2.1.2.2 Composigdo centesimal

Foi determinada a composicao centesimal segundo 0s seguintes métodos:

- Umidade: segundo o método n° 920.151 da AOAC (1998), utilizando-se de
secagem em estufa com circulacao forcada de ar na temperatura de 105°C, até que
a amostra atinja peso constante;

- Proteina bruta: segundo o método de micro Kjeldahl n°® 950.48 da AOAC
(1998), que se baseia na determinacédo da quantidade de nitrogénio total existente
na amostra. O teor de proteina bruta foi calculado através da multiplicacdo do
nitrogénio total pelo fator 5,46 (%N x 5,46);

- Lipideos totais: de acordo com o método n° 948.22 da AOAC (1998), que
consiste de extracdo em equipamento tipo Soxhlet usando como solvente éter de
petroleo;

- Residuo mineral fixo: o teor de cinzas foi determinado por incineragéo da
amostra em forno mufla a 550°C, de acordo com método n° 930.05 da AOAC (1998);

- Carboidratos totais: calculados por diferenca (100 g — gramas totais de
umidade, proteinas, lipideos e cinzas), segundo a Resolu¢cdo RDC n° 360, de 23 de
dezembro de 2003 (BRASIL, 2003).
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3.2.1.2.3 Fracionamento das proteinas

As fracbes protéicas da castanha-do-brasil foram obtidas baseadas na
variacdo do pH, como descrito por Chunieng (2004). O fracionamento foi realizado
em etapas sucessivas para obter quatro fragOes diferentes que foram analisadas
separadamente e denominadas de acordo com Osborne citado por Chunieng (2004).

Fracdo albuminas: a extracdo em agua ocorreu em solucdo em pH 7,0. A
precipitacdo ocorreu com o ajuste do pH para 5,0 pela adicdo de HCI 1 N (Figura 8).

Fracdo globulinas: a extracdo ocorreu com o residuo da extragdo anterior.
Uma solucéo de NaCl 0,5 M em pH 8,0. A precipitacdo ocorreu quando se ajustou
para pH 5,0 adicionando-se HCI 1 N (Figura 9).

Fracdo prolaminas: a extracdo ocorreu com residuo da extracao anterior em
solucéo de etanol 70%. A precipitagdo ocorreu ajustando-se para pH 5,0 com adic&o
de HCI 1 N (Figura 10).

Fracdo glutelinas: a extracdo ocorreu com o residuo da extracdo anterior. A
solucdo de extracdo foi uma solucdo de NaOH 1 N em pH 10,0. A precipitacdo

ocorreu ajustando-se para pH 5,0 com adicdo de HCL 1 N (Figura 11).

Extracdo com H,0-1:15 pH 7,0
Agitacdo 40 min
Centrifugaggo/30 min 42C

| ]
Sobrenadante aj pH5,0 HCl 1N Fragdo
Agitagio 40 min desalbuminada

Centifugacio/30 min 42C

Precipitado Sobrenadante
(ALBUMINAS) descartado

FIGURA 8. Fluxograma de fracionamento das proteinas de castanha-do-brasil tipo broken com
pelicula; parte 1- obten¢éo da fracdo albuminas
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Fragdo
desalbuminada

Extra¢do com MNaCl 0,5M pH 8,0
Agitacdo 40 min
Centrifugagdo/30 min 42C
Fragao

desalbuminada e
desglobulinada

Sobrenadante - ajuste pH 5,0 HCI 1N

Agitacdo 40 min
Centrifugagdof30 min 42C

Precipitado Sobrenadante
{GLOBULINAS) descartado

FIGURA 9. Fluxograma de fracionamento das proteinas de castanha-do-brasil tipo broken com
pelicula; parte 2 — obtencao da fragdo globulinas

Fragdo
desalbuminada e
desglobulinada

Extragdo com Etanol 70% pH 7,0

Agitacdo 40 min
Centrifugacio/30 min 42C

Sobrenadante - ajuste pH 5,0 HCl 1N Fragio
desalbuminada,
desglobulinada e

desprolinada

Agitacdo 40 min
Centrifugagdo/30 min 42C

Precipitado Sobrenadante
(PROLAMINAS) descartado

FIGURA 10. Fluxograma de fracionamento das proteinas de castanha-do-brasil tipo broken com
pelicula; parte 3 — obtencéo da fragcao prolaminas
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Fragdo
desalbuminada,
desglobulinada e
desprolinada

]
Extragdo com NaOH pH 10,0
Agitacio 40 min
Centrifugagdo/30 min 42C

Sobrenadante - ajuste pH 5,0 HCI 1N Material
Agitacdo 40 min nio solubilizado

Centrifugagio/30 min 42C

Precipitado Sobrenadante

(GLUTELINAS) descartado

Figura 11. Fluxograma de fracionamento das proteinas de castanha-do-brasil tipo broken com
pelicula; parte 4 — obtencédo da frag&do glutelinas

3.2.1.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

O perfil de proteinas presentes na farinha parcialmente desengordurada
(FPD), isolado protéico (IP), das fracdes (ALB - albuminas, GLOB - globulinas, PROL —
prolaminas, GLUT - glutelinas) e do material ndo-solubilizado (N SOLUBILIZADO) foi
realizado por SDS-PAGE de acordo com método adaptado de Laemmli (1970). Para
o procedimento, foi utilizado um sistema de microplacas de vidro Mini-Protean 3
System da BioRad (Oregon, Estados Unidos). O gel de resolucéo foi preparado com
uma concentracdo de 15% de acrilamida e o gel de empilhamento a 4% de
acrilamida, ambos com espessura de 0,75m. Dissolveram-se 3,4ug de cada um dos
materiais em: 680uL (FPD, PROL), 700uL (IP, ALB, N SOLUBILIZADO), 760 uL
(GLOB), 720uL (GLUT) de tampé&o PBS (pH 7,0) para a dissolucdo das proteinas.
Dos materiais diluidos, foram utilizadas aliquotas de 20 yL e misturados a 680puL
(FPD, PROL), 700uL (IP, ALB, N SOLUBILIZADO), 760 yL (GLOB), 720uL (GLUT
no tampéo de corrida contendo 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 10% de SDS, 10% de

glicerol, 2% pB-mercaptoetanol e 0,1% de azul de bromofenol. Os tubos foram
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aquecidos a 90°C por 8 minutos antes da corrida e apos esse procedimento 20puL foi
aplicado no gel. Em seguida, foram submetidas a eletroforese com uma voltagem
inicial de 80 V que foi alterada para 100 v apés a passagem das proteinas do gel de
empilhamento para o gel de resolucéo, totalizando em 2 horas de corrida. Os pesos
moleculares das proteinas foram determinados utilizando-se o padrdo da NOVEX
Bench Marker Ladder (10747-12) com 15 proteinas com pesos moleculares variando
de 10 a 220 kDa.

3.2.1.2.4.1 Determinagéo do peso molecular das proteinas

O peso molecular (PM) das proteinas separadas por eletroforese foi
estimado a partir do calculo do fator de retencdo (RF), o qual é baseado na relacao
entre a distancia percorrida pela amostra e aquela percorrida pela frente de
migracdo, como segue: Rf = DP (distancia entre o depdésito e a proteina) / DT
(distéancia entre o depdsito e a frente de migracdo). As proteinas utilizadas como
marcadores de peso molecular foram depositadas paralelamente as proteinas
estudadas. Um gréfico de regresséo linear do log do PM das proteinas-padrdo em
func@o do seu respectivo Rf foi construido e permitiu estimar o PM das proteinas
estudadas.

3.2.1.2.5 Aminoécidos

A determinacé@o dos teores de aminoacidos na farinha desengordurada de
castanha-do-brasil, no concentrado protéico, nas fracbes (albuminas, globulinas,
prolaminas, glutelinas) e no material ndo solubilizado do fracionamento foi realizada
no laboratério privado CBO Andlises Laboratoriais, Campinas, SP, por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC Shimadzu, bomba LC - 20AT, Detector SPD-M20A e
Injetor SIL 10AF, Kyoto, Japao). As amostras passaram por hidrolise prévia com
acido cloridrico (HCI) bidestilado 6N, seguida de derivacdo em pré-coluna dos
aminoacidos livres com fenilisotiocianato (PITC), e a separagcdo dos derivativos
feniltiocarbamilaminoacidos (PTC-aa), em coluna de fase reversa C18 (Pico-Tag —
3,9x300mm), com deteccdo por UV a 254nm. A quantificacdo da amostra foi
baseada na altura de cada pico de aminoacido, tendo-se usado como referéncia a

altura do pico do padrao interno de aminoacidos com concentracdo conhecida, com
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0 padrao derivado nas mesmas condigcbes e no mesmo tempo das amostras. Os
teores de aminoacidos foram transformados para gramas por 16g de N da amostra
seca. Para isso, o teor de proteina bruta (PB, g por 100g de matéria seca — MS) da
amostra foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl (Nx6,25), com o uso da

metodologia descrita pela Association of Official Agricultural Chemists (AOAC, 1995).

3.2.1.2.6 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As propriedades térmicas foram determinadas em calorimetro diferencial de
varredura (Shimadzu, modelo DSC 60, Osaka, Jap&o). Aproximadamente 2mg de
amostra foram pesados em cadinhos de aluminio (Shimadzu) e adicionados 10 uL
de tampédo PBS 0,05M (pH 7,00). Os cadinhos foram hermeticamente fechados e
aquecidos de 20°C até 110°C, a uma taxa de aquecimento de 5°C/minuto. Um
cadinho vazio foi usado como referéncia. Temperatura on-set (To), pico de
temperatura de desnaturacdo (Tp), troca de entalpia da endoderma (AH)
representada pela area do pico foram computadas automaticamente. Os cadinhos
selados contendo a farinha desengordurada, o isolado protéico, as fracbes e o
residuo final e o tampdao foram equilibrados em temperatura de 25°C por mais de
seis horas (TANG & WANG, 2010).

3.2.1.2.7 Compostos fendlicos
3.2.1.2.7.1 Obtencao do extrato

Obteve-se o extrato conforme descrito por Barreto et al. (2007) e adaptado
de Kim e Jeong (2003). Para cada tempo de armazenamento, foram pesados 2
gramas das amostras de farinha parcialmente desengordurada (FPD) de castanha-
do-brasil tipo broken com pelicula e despeliculadas e adicionados 20mL de solucdo
metanol 80%. Deixou-se em repouso em banho com agitacdo a 37°C overnight. No
dia seguinte, os extratos foram filtrados e adicionados 20mL de solugao
metanol:agua (80:20) em becker sob agitagdo em shaker. Os extratos foram
novamente filtrados por duas vezes, separadamente. Em seguida, misturou-se 0s
trés extratos obtidos (60mL aproximadamente), que foram concentrados em
rotavapor a temperatura de 37°C até o volume de 25mL em balédo volumétrico, onde

0 volume foi completado com metanol. O extrato foi colocado em freezer por uma
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hora e a seguir centrifugado a 2000rpm/20 minutos e o sobrenadante coletado. A
partir desse material poderdo ser realizadas as reacbes colorimétricas para

compostos fendlicos totais.

3.2.1.2.7.2. Quantificacdo de compostos fendlicos totais

A quantificacdo de teor de compostos fendlicos totais foi feita pelo método
de Singleton e Rossi (1965). Para cada tempo de armazenamento e tipo de
beneficiamento (com pelicula e despeliculada), foram adicionadas aliquotas 0,02mL
(20uL) e ajustados os volumes para 0,5mL (adicionando-se 0,48mL ou 480 pL de
agua destilada). Em seguida, adicionou-se 0,25mL (250 uL) de Folin-Ciocalteau e
deixou-se repousar por 8 minutos. Transcorrido esse tempo, adicionou-se 1,25mL
(1250 pL) de solugédo de Carbonato de Sodio 40% e agitou-se em vortex. O material
foi mantido em ambiente escuro e a leitura no espectrofotbmetro a 725nm foi

realizada apés duas contra agua. Os resultados foram expressos em mgAG 100g™.

3.2.2. Estudo 2: EFEITOS DO ARMAZENAMENTO DE AMENDOAS DE
CASTANHA-DO-BRASIL COM PELICULA E DESPELICULADA SOBRE A
ESTABILIDADE E QUALIDADE DO OLEO

3.2.2.1 Método de extracao de 6leo

3.2.2.1.1 Obtencéo de 6leo de améndoas de castanha-do-brasil

O oleo das améndoas com peliculas e despeliculadas foi obtido a partir da
prensagem conforme descrito no item 3.2.2.1.2, utilizando-se prensa hidraulica
(SUMMIT, NEW JERSEY, USA), com capacidade de 15kgf.cm? de pressdo. Antes
da prensagem, as castanhas de ambos tratamentos foram trituradas para facilitar a
extracao do 6leo. Apos a prensagem as tortas desengorduradas foram trituradas em
multiprocessador (Arno, Mini Pratic, S&o Paulo, Brasil) para uniformizar a
granulometria. As farinhas parcialmente desengorduradas resultantes desta etapa
foram novamente acondicionadas nas embalagens tipo stand pouches aluminizados,
gue foram selados sob vacuo e armazenados sob congelamento até o momento da

prensagem. O Oleo obtido foi filtrado utilizando-se bomba a vacuo e em seguida
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transferido para frascos de vidro ambar e armazenados em temperatura ambiente
mantida a 16°C até o momento das analises. As avaliagBes foram realizadas durante
doze meses e o intervalo entre cada uma delas foi de trés meses. O 06leo obtido foi
filtrado a vacuo e armazenado em frascos de vidro ambar, identificados em cada

periodo de andlise.

3.2.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas e propriedades do 6leo de castanha-do-brasil

3.2.2.2.1 Determinacéo do teor lipidico

Foi utilizado o método Soxhlet descrito pela AOCS Bc 3-49 (AOCS, 1993),
expresso em porcentagem, determinado de acordo com o equipamento de extracao
de gordura, modelo MA 490 da marca Marconi. Esse método determina as

substancias extraidas com éter de petréleo, sob as condi¢fes do teste.

3.2.2.2.2 indice de acidez

A determinacgédo do indice de acidez do 6leo foi realizada de acordo com o
método n°® 939.05 da AOAC (2000). Pesou-se 2 g de 6leo em um erlenmeyer e
adicionou-se 25 mL de solucdo de éter-alcool (2:1) previamente neutralizada com
uma solucéo de hidréxido de sédio 0,1 N. Em seguida, foram adicionadas 2 gotas de
indicador fenolftaleina e titulou-se com solucdo de NaOH O0,1N até atingir a

coloracéao rosea.

3.2.2.2.3 indice de peroxidos

O indice de peroxidos do Oleo de castanha-do-brasil com peliculas e
castanha-do-brasil despeliculadas foi realizado conforme a metodologia oficial de
American Oil Chemist’s Society - Método AOCS Cd-8b-90 (1998), que consiste na
dissolucéo de 5g de 6leo em solugédo de &cido acético e cloroformio (3:2) e adicéo
1mL de solucéo de iodeto de potassio saturada. Em seguida, procedeu-se uma leve
agitacdo, mantendo o erlenmeyer fechado e protegido da luz durante 5 minutos.
Adicionou-se 100mL de agua destilada recentemente fervida e resfriada. Agitou-se

vigorosamente, seguindo-se a titulagdo com tiossulfato de sédio 0,01N. O volume
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gasto ap0s a adicdo da solugdo de amido a 1% indicou a concentracao de peréxidos
em meq kg

3.2.2.2.4 indice de saponificacéo

O indice de saponificacdo foi realizado conforme a metodologia AOCS Cd 3-
25 (AOCS, 1998). Pesou-se 2g do 6leo em um erlenmeyer e adicionou-se 20mL de
solucdo alcoolica de hidroxido de potassio a 4%. Em seguida, adaptou-se o
erlenmeyer a um condensador de refluxo e aqueceu-se até ebulicdo branda, durante
30 minutos. Logo apds adicionou-se 2 gotas de indicador fenolftaleina e logo depois

de titulado a quente com acido cloridrico 0,5 N até o desaparecimento da cor rosa.

3.2.2.3 Perfil de acidos graxos

Utilizou-se o método Ce 1f-96 (1996) descrito pela AOCS (1998). Os ésteres
metilicos obtidos por derivatizacao dos acidos graxos do 6leo de castanha-do-brasil,
foram submetidos a andlise cromatografica em Cromatdgrafo Gasoso - GC/FID
(modelo Shimadzu 17A), equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5 (30m X
0,25mm X 0,25mm) a fim de obter o perfil cromatografico desses 6leos, por meio de
comparacdo com os tempos de retencado dos padrbes dos ésteres metilicos dos acidos
graxos. Os ésteres metilicos foram diluidos em 5mL com hexano, posteriormente foi
retirada uma aliquota de 0,5mL e diluido novamente em 2mL, sendo injetados 0,5mL
dos extratos hexanicos. As amostras foram injetadas nas seguintes condicdes
cromatogréficas: 100°C (0 min) — 5°C mint — 220°C (20 min); Temperatura da coluna:
100°C; Temperatura de diluicdo: 200°C, Temperatura de injecdo: 200°C, Split: 1:50.

3.2.2.4 Termogravimetria/termogravimetria derivada (TG/DTG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas em um TG 60 SHIMADZU.
Cada amostra (amostras de 6leo de castanha-do-brasil) foi retirada do dessecador e
previamente pesada numa balanca analitica AY 220 SHIMADZU para que se
obtivesse o valor aproximado da massa a ser analisado. Todas as amostras foram
pesadas e acondicionadas em micro-cadinhos de alfa-alumina pré-tarados na

termobalanca.
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As condi¢des de andlise foram as seguintes (AGGARWAL; DOLLIMORE,
1998): massa de amostra: 5,0mg; atmosfera: ar sintético; vazdo: 100mL min; razdo
de aquecimento: 5°C mint; temperatura inicial: 30°C; temperatura final: 600°C. Para
a obtencdo dos valores de observacdo das curvas, foi utilizado o programa TA 60
(SHIMADZU).

3.2.2.5 Microscopia 6tica e microscopia eletrénica de transmissao

Amostras das améndoas de castanha-do-brasil tipo large, castanha-do-
brasil tipo broken com pelicula e castanha-do-brasil tipo broken despeliculadas,
fixadas em Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), lavadas em agua tetradestilada,
desidratadas em série etilica (30; 50; 70; 90 e 95%) seguidas de duas lavagens em
acetona 100% e embebidas em resina Spurr e acetona 100% (1:1). A polimerizagao
foi feita a 60°C por 48h. As amostras foram seccionadas em ultramicrotomo (Leica
Ultracut UCT). As secc¢des semifinas (0,5um) foram coradas com azul de metileno e
borax 1%. As seccdes ultrafinas (1000nm) foram coletadas em grades de cobre de
100 a 200 mesh e contrastadas com acetato de uranila (7%) e com citrato de
chumbo (3%) durante 30 minutos cada.

As secc¢bes semifinas foram analisadas em microscépio 6tico OLYMPUS
modelo BX 51, em aumento de 40x. As imagens foram digitalizadas por camara de
video adaptado ao microscépio, de acordo com metodologia proposta por Silveira (1989).

Seccdes ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de
chumbo e analisadas em microscopio eletrénico de acordo com Silveira (1989). Foi
utilizado um microscopio eletrénico ZEISS (DSM-940A), regulado a distancia de
trabalho de 15 mm, voltagem de aceleracdo de 10 kV com ampliacdo a partir de

3.000 X. O registro fotografico foi feito em negativos Kodak (Plus-X pan 5-PXP120).

3.2.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi completamente casualizado, com trés
repeticbes em esquema bifatorial. Para o fator A foi atribuido o beneficiamento da
castanha, com dois niveis, com pelicula e despeliculada. Ao fator B foi atribuido os
tempos de armazenamento, com cinco niveis (0, 3, 6, 9, 12 meses). As respostas

estudadas foram: Oleo (indice de acidez, indice de peroxidos, indice de
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saponificacdo, perfil de &cidos graxos), farinha (composicdo centesimal,
fracionamento das proteinas) e castanhas (microscopia Otica e microscopia
eletrbnica de transmissao).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Em caso de
significancia estatistica, para o perfil dos acidos graxos, compararam-se o efeito do
beneficiamento da castanha (com pelicula e despeliculada) pelo teste t (p<0,05) e o
efeito dos tempos de armazenamento por meio do intervalo de confianca. As
diferencas entre os tempos foram consideradas significativas, quando ndo houve
sobreposicado entre os intervalos de confianca a 95% de probabilidade. Para as
demais variaveis respostas utilizou-se o teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia para verificar diferencas entre as médias (Sas Institute, 2002).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTUDO 1 - CARACTERIZACAO DA FARINHA DESENGORDURADA E
ISOLADO PROTEICO DE CASTANHA-DO-BRASIL

4.1.1 Composicdo centesimal da castanha-do-brasil tipo broken com pelicula,
farinha parcialmente desengordurada de améndoas de castanha-do-

brasil (FPD) e do isolado protéico de castanha-do-brasil (IP)

Os valores médios da composi¢do quimica da castanha-do-brasil tipo broken
com pelicula, farinha parcialmente desengordurada e do isolado protéico foram

obtidos de andlises em triplicata, e estdo apresentados na Tabela 5.

TABELA 5. Composicdo quimica inicial (% b.s) das améndoas, da farinha parcial
mente desengordurada (FPD) e do isolado proteico (IP) de castanha-
do-brasil tipo broken com peliculas

Amostras Proteinas Lipidios Fibras Cinzas CHOS*

Castanha-do-brasil tipo

broken com pelicula 17,65+0,71c 67,35+0,23a 4,33+0,33b 3,66+0,81 6,99+0,01a
FPD 43,80+0,19b 33,80+1,20b 7,66+1,20a 9,93+1,16a 4,80+0,01b
P 92,30+0,01a 5,75+0,01c 0,97+0,01c nd nd

*Carboidratos: obtidos por diferenca; b.s: base seca; nd: ndo determinado; médias com letras iguais

na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si (p.0,05).

Os teores de proteinas (17,65% e 43,8%) e lipidios (67,35% e 33,8%)
encontrados na castanha-do-brasil tipo broken com pelicula e farinha parcialmente
desengordurada (FPD) estdo coerentes com os resultados obtidos por Souza &
Menezes (2004) e Santos et al. (2012), que obtiveram 40,23% e 38,54% para
proteinas e 67,30% e 31,68%, para lipidios. Estas pequenas diferencas verificadas
em relacdo ao trabalho realizado pelos autores podem ser atribuidas a fatores como
origem e tipo de améndoas utilizadas. Neste estudo foram utilizadas castanhas tipo
broken com pelicula.

Com relagéo ao isolado protéico (IP), foram encontrados 92,30% (proteinas),
5,75% (lipidios), 0,97% (fibras), valores aproximados aos encontrados por Gloria e
Darce (2000) no isolado protéico e aos estudos realizados por Chunhieng et al.
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(2004) que encontraram 92,5% (fator 6,25) e 100% (fator 6,97) de proteinas,
isoladas a partir de farinha desengordurada de castanha-do-brasil por hexano. O
elevado teor de lipidios de 5,75% verificado no IP é aceitavel, uma vez que o
processo de desengorduramento da matéria-prima utilizado foi por prensagem
mecanica a frio, que ndo é tao eficiente quanto os processos que utilizam solventes,
comparados pelos valores de gordura mantidos na FPD (33,8%) apds a prensagem.
N&o foi encontrada na literatura a composicdo centesimal do isolado protéicos de
castanha-do-brasil, para comparacédo, entretanto, sabe-se que para caracterizar um
isolado protéico, este deve apresentar no minimo 90% de proteinas (Vallim, 2011).
Os resultados mostram ainda que as améndoas de castanha-do-brasil utilizadas
neste estudo, além de apresentarem alto teor de lipideos, constituem um boa fonte
de proteinas, e que quando desengorduradas apresentam um aumento ou
concentracdo bastante significativa no teor de fibras, podendo assim ser usada além
de fonte de lipideos, tanto como fonte de proteinas como de fibras.

Os valores de fibra alimentar total encontrados (4,33%) foram inferiores aos
relatados por Gloéria e Darce (2000), Souza e Menezes (2004) e Santos et al. (2012)
que encontraram 5,5%, 15,8% e 17,4%, respectivamente. A ingestdo de alimentos
com fibra € recomendada pela area da saude, j4 que tém sido relatados numerosos
estudos que relacionam o papel da fibra alimentar com a prevencao de diversas
doencas como diverticulite, cancer de cdolon, obesidade, problemas cardiovasculares
e diabetes. As fibras insollveis reduzem o tempo de transito intestinal, avolumam o
bolo fecal, retardam a hidrélise do amido e a absorcdo da glicose. Ja as fibras
soluveis, retardam o esvaziamento gastrico, aumentam o tempo de transito intestinal
e tornam a absorcdo da glicose mais lenta, portanto, de acordo com os teores de
fibora encontrados, a castanha-do-brasil pode contribuir com fibras nas dietas
(Santos, 2012).

4.1.2 Fracionamento das proteinas

Para avaliar a qualidade da proteina da castanha, esta foi fracionada e a
composicao percentual de cada fracao protéica (albuminas, globulinas, prolaminas,
glutelinas) encontrada no isolado protéico da castanha-do-brasil (IP) estdo

apresentados na Tabela 6.
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TABELA 6. Composicao (%) de fracdes proteicas do isolado protéico da castanha-

do-brasil
FRACAO MEDIA + DP (%)
Albuminas 41,34 + 0,37
Globulinas 19,02 + 0,67
Prolaminas 0,13 £ 0,05
Glutelinas 36,14 £ 1,57
Material ndo solubilizado 3,35+1,19
TOTAL 99,98

As proteinas do isolado protéico foram fracionadas de acordo com sua
solubilidade e apresentaram o perfil protéico indicado na Tabela 6. E possivel
observar que a fracdo protéica encontrada em maior concentracdo no IP das
améndoas estudadas € a das albuminas, seguido pelas glutelinas, globulinas e
prolaminas. Os teores de albuminas estdo de acordo com os obtidos por Chunhieng
et al. (2004), que encontraram as albuminas como maior fracdo. Ja& Sun (1987) e
Alcocer et al. (2012) que verificaram que as proteinas da castanha-do-brasil podem
ser fracionadas em trés classes majoritarias, as globulinas 7S e 11S e as albuminas
2S, sendo que neste estudos a duas fracbes majoritarias foram albuminas e
glutelinas. Entretanto, Chunhieng et al. (2004) encontraram as globulinas sendo a
segunda maior fracdo protéica da castanha-do-brasil, seguido de glutelinas e néo
encontraram a fracdo das prolaminas, fazendo com que os resultados encontrados
neste estudo sejam diferentes dos encontrados na literatura. Nos estudos realizados
por Chunhieng et al. (2004), ndo ha relatos de caracterizacdo da matéria-prima
utilizada, o que dificulta a comparacéao.

Possivelmente, essas diferencas sejam decorrentes dos diferentes métodos
de extracdo da gordura da matéria-prima (prensagem a frio ou a quente, extracéo
por solvente, com CO:2 supercritico) utilizados pelos autores, além das diferentes
origens da matéria-prima, manejo pos-colheita e periodo de armazenamento que as

amostras foram submetidas até o momento das analises.
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4.1.3 Eletroforese SDS-PAGE

Os perfis eletroforéticos (SDS-PAGE) da farinha parcialmente
desengordurada da castanha-do-brasil tipo broken com pelicula (FPD), do isolado
protéico (IP), de suas fracbes proteicas (albuminas, globulinas, prolaminas,
glutelinas) e material ndo solubilizado estéo apresentados na Figura 12.
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FIGURA 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, na presenca de dodecil sulfato de sddio
(SDS): 1 - farinha parcialmente desengordurada (FPD), 2 - isolado proteico (IP), 3 -
albuminas, 4 - globulinas, 5 - prolaminas, 6 - glutelinas, 7 - material ndo solubilizado e
MW - Marcador de peso molecular BenchMarker Protein Ladder com pesos moleculares
variando de 10kDa a 220 kDa.

A separacdo por SDS-PAGE ilustra o perfil protéico global das amostras
analisadas, as quais podem ser vistas na Figura 12, demonstrando que a castanha-
do-brasil é constituida de proteinas com pesos moleculares entre 10 kDa a 52 kDa.
Na FPD, observou-se a presenca de seis bandas com pesos moleculares
aproximados de 50,0kDa, 40,0kDa, 25,0kDa, 20,0kDa, 15,0kDa e 10,0kDa com
intensidades fracas (Linha 1). No IP foram observadas cinco bandas com pesos
moleculares aproximados a 40,0kDa, 25,0kDa, 20,0kDa e 10,0kDa (Linha 2), porém
nao foram observadas as bandas de 50,0kDa e 15,0kDa. A fracdo albumina
apresentou bandas com peso molecular variando entre 70,0kDa e 10,0kDa
totalizando oito polipeptidios (Linha 3), sendo que as bandas com pesos moleculares
de 40,0kDa, 25,0kDa, 20kDa e 10,0kDa também aparecem no IP e FPD,
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respectivamente. Na fragdo globulina foi possivel visualizar seis bandas com pesos
moleculares variando entre 70,0kDa e 10,0kDa (Linha 4), sendo que as bandas com
pesos moleculares aproximadas a 40,0kDa, 25,0kDa, 20,0kDa e 10,0kDa também
foram observadas na FPD, no IP e fragdo albumina e uma banda com peso
molecular aproximada de 15kDa observada na fracdo albumina isolada. A fracao
prolamina apresentou sete bandas com pesos moleculares entre 52,04kDa e
9,32kDa (Linha 5), porém néo se observou a banda de peso molecular de 41,78
presente no IP e fracdo albumina isolada. No caso das prolaminas, observou-se
bandas moleculares com massas moleculares muito parecidas com as da fragao
albuminas, destacando-se em intensidade as bandas de 40,0kDa, 25,0kDa,
20,0kDa, 15kDa e 10,0kDa. Algumas proteinas podem pertencer a fracdo globulina
qgue nao foram solubilizadas no seu extrator, uma vez que este Nndo possui um
agente capaz de romper ligacfes fortes que mantém a proteina em uma estrutura
ndo passivel de solubilizagcdo, como por exemplo, pontes dissulfeto (SHEWRY,
2002). A fracdo glutelina apresentou sete bandas aparentemente com massas
moleculares semelhantes as das fracdes albumina, globulina e prolamina, entretanto
€ possivel observar uma banda com fraca intensidade com massa molecular
proxima a 50,0kDa (Linha 6). O material ndo solubilizado apresentou cinco bandas
com massas moleculares entre 40,0kDa e 10,0kDa (Linha 7).

As alteracdes nas fracBes proteicas, tanto quantitativas (alteracdo na
intensidade da banda) e qualitativas (auséncia e presenca de bandas) podem ser
explicados parcialmente o acimulo de lisina nesses materiais, uma vez que as
prolaminas sdo pobres em lisina (Tabela 8) e sdo as principais proteinas presentes
nos graos (SHEWRY et al., 1995; SHEWRY; HALFORD, 2002).

Sun et al. (1987) utilizou tamp&o SDS ou tampédo salino para extrair as
proteinas de castanha-do-brasil e obteve perfis protéicos dos extratos de castanha in
natura e farinha desengordurada basicamente idénticos. Em seus resultados, os
polipeptideos encontrados na fracdo 2S albumina apresentaram pesos moleculares
menores que 9 kDa. A adicdo de um inibidor de protease (fluoreto de
fenilmetilsulfonil - PMSF) na extracdo com tampdes ndo mostrou ser eficiente para
detectar alteracdes nos perfis protéicos. Por centrifugacdo em gradiente de sucrose,
as proteinas foram fracionadas em trés classes de tamanho, 11S, 7S e 2S na
proporcao de 60:10:30, respectivamente, resultados que s&o similares aos

anteriormente encontrados por Youle e Huang (1981) apud Sun et al. (1987).
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Em outro estudo, Sun et al. (1987) utilizaram em seus experimentos um
agente solubilizante (resultados ndo demonstrados), que resultou em bandas das
trés classes de tamanho ndo sobrepostas. Em seguida, analisaram os componentes
da proteina total por SDS-PAGE, e demonstraram que as proteinas do extrato
consistem de polipeptideos distintos em pesos moleculares e abundancia. Os
polipeptideos maiores, abragem préximo de 80% da proteina total, concentrados nas
regides do gel com pesos moleculares préoximos a 35kDa, 24kDa e 9 kDa.
Polipeptideos menores com diversos pesos moleculares ocorreram em todo o gel.
Os polipeptideos componentes das trés classes de tamanho das proteinas de
castanha-do-brasil, 11S, 7S, e 2S também foram separadas por SDS-PAGE. A
fracdo 11S consiste de quatro polipeptideos maiores de 24kDa, dois préximos a
32kDa e alguns polipeptideos com pesos moleculares préximos a 17kDa. A fracdo
7S contém, principalmente, cinco polipeptideos: dois de 45kDa, 2 de 35kDa e um
menor de 14kDa. A fracdo 2S consiste dois polipeptideos de baixo peso molecular
com tamanhos estimados entre 9 e 3kDa. Conforme demonstrado na Figura 13 e
Tabela 7, nossos resultados sdo muito proximos aos relatados acima. A utilizacdo do
tampao salino permitiu uma boa separacédo das bandas e, por intermédio do calculo
dos fatores de retencdo (Rf) de cada uma foi possivel determinar seus pesos
moleculares.

Nesta pesquisa, as principais bandas de proteinas estavam concentradas
nas regides do gel com pesos moleculares em torno de 40,0kDa, 25,0kDa, 20,0kDa
e 10,0kDa, muito proximos aos relatados por Sun et al. (1987).

E importante ressaltar que durante as extragdes ndo obtivemos fracbes
protéicas exatamente puras, uma vez que 0 maior ou 0 menor grau de separagao
varia conforme a fonte protéica e, neste caso, as proteinas do isolado proteico de
castanha-do-brasil mostram ser de dificil separacéo, pelo menos através do método
empregado (CHUNINENG et al, 2004), o que sugere que novos métodos de

separacao devam ser testados e utilizados.
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FIGURA 13. Determinacdo da massa molecular das proteinas desconhecidas por SDS-PAGE da
FPD, IP, fracdes proteicas (albuminas, globulinas, prolaminas, glutelinas) e material
nao solubilizado

4.1.4 Aminoacidos

Para caracterizar as fragcOes proteicas isoladas foi determinada a
composicdo em aminoacidos das proteinas da farinha parcialmente desengordurada
de castanha-do-brasil (FPD), isolado proteico (IP), fracdes proteicas (albuminas,
globulinas, prolaminas, glutelinas) e material ndo solubilizado que estédo
demonstrados na Tabela 8, assim como da proteina de referéncia da FAO/WHO
(1985).
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TABELA 7. Composicdo de aminoacidos essenciais na farinha parcialmente
desengordurada de castanha-do-brasil (FPD), isolado protéico (IP),
fracbes protéicas (albuminas, globulinas, prolaminas, globulinas),
material ndo-solubilizado e da proteina de referéncia da FAO/WHO

Aminoacidos’ N&o FAOMHO®
FPD IP Albuminas Globulinas Prolaminas Glutelinas S Criancas  Adultos
Solubilizado
2 -5anos
Histidina® 0,86 295 2,26 2,29 0,6 1,97 2,19 1,9 1,6
Treonina? 1,02 2,88 3,03 3,12 0,86 2,45 3,03 34 0,9
Lisina® 1,22 3,17 3,27 3,28 0,94 28 3,08 58 1,6
Metionina® 2,28 3,98 3,34 2,52 0,8 1,21 23 17
Isoleucina? 1,2 3,59 3,73 3.9 0,99 3,03 3,37 28 1,3
Leucina® 207 7,62 7,78 8,11 2,01 6,55 713 6,6 1,9
Valina® 1,97 6,07 6,38 6,71 1,64 5,81 5,85 35 1.3
Fenilalanina® 1,67 5 5,25 5,38 1,44 4,53 4,77 1,9
Triptofano? NR NR NR NR NR NR NR 1.1 0,5
Tirosina 1,16 3,35 3,45 3,6 0,92 3,17 3,26
Cisteina 0,93 1,65 1,29 1,23 0,63 0,55 1,16
Glicina 1,71 4,59 47 4,87 1,26 3,82 4,32
Ac.Glutamico 738 17,97 17,66 17,27 4,52 11,72 14,32
Alanina 1,38 3,84 4,19 4,43 1,08 3,59 3,95
Ac. Aspartico 3,16 9,13 9,44 9,87 2,33 7.43 8,26
Arginina 525 13,46 13,38 13,35 3,57 10,02 11,45
Serina 1,68 4,34 4,42 445 1,24 3,60 4,22
Taurina ND ND ND ND ND ND ND
Prolina 1,56 3,89 3,92 3.9 1,05 31 3,53
Aa Totais 37,21 96,8 97,48 98,28 25,86 75,33 86,2

1(mg de aa /100g); 2 aminoacidos essenciais; 2 Fonte: SANTOS(2011);
NR — ndo realizado; ND — ndo detectado

De acordo com a Tabela 7 é possivel observar que a farinha parcialmente
desengordurada de castanha-do-brasil possui todos os aminoacidos considerados
essenciais pela FAO/WHO (1985). Dos vinte aminoacidos normalmente
incorporados em proteinas, nove (isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptofano, histidina e valina) sdo considerados essenciais, pois ndo séo
sintetizados pelos humanos e animais monogastricos, portanto, necessitam ser
fornecidos através de dietas alimentares. A FAO/WHO recomenda a ingestdo de
5,89/100g de proteina, para criancas entre dois e cinco anos de idade (YIN et al.,
2011). Dentre os aminoacidos com padréao definido pela FAO/WHO, para criancas
entre dois e cinco anos de idade e adultos, a farinha desengordurada fornece
guantidades de histidina (0,86g100g™), treonina (1,029100g?t), isoleucina
(1,20g100g*), leucina (2,779100g?), lisina (1,229100g?) e valina (1,97g100g%).
Destaca-se que os aminoacidos isoleucina, leucina e valina sdo aminoacidos de
cadeia ramificada, onde as cadeias laterais tendem a se agrupar no interior das
proteinas, estabilizando a estrutura protéica por meio de intera¢des hidrofébicas. Em
geral, s&o muito presentes em fontes protéicas de origem animal, onde atuam como

importante fonte energética para o musculo esquelético em momentos de estresse
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metabolico, promovendo a sintese protéica, evitando catabolismo e servindo de
substrato para a glicogénese (LEHNINGER, 2006).

Quanto aos aminoacidos sulfurados, a Tabela 7 apresenta os aminoacidos
sulfurados metionina (2,28g100g™* e 3,98 g100g?) na FPD e IP, um aminoécido
essencial com recomendacédo pela FAO/WHO e seu derivado, cisteina (0,93g100g™*
e 1,65 g100g™?) que é um néo essencial. Esses valores sdo adequados e foram
compativeis aos relatados por Santos (2012), que encontrou 2,679.100g' e
0,879.100g%, respectivamente. Nas fracdes purificadas, metionina e cisteina
aparecem na seguinte sequencia: albuminas>globulinas>gllutelinas>prolaminas em
quantidade. Dentre os aminoacidos essenciais a leucina e valina estdo presentes em
maior quantidade no IP (7,629.100g* e 6,079.100g') e na FPD (2,779.100g* e
1,979.100g%). Nas fracGes esses aminoacidos aparecem em maior quantidade
conforme a sequencia: globulinas>albumina>glutelinas>prolaminas. Esses
resultados sdo semelhantes aos encontrados em castanha-do-brasil (2,70g100g? e
0,869100g?) por Camargo (1968) e (2,829100g™* e 0,84 g100g™) por Srur (1976)
citados por Souza (2004), respectivamente. O conteudo de metionina deve ser
levado em consideracao, uma vez que pode ser convertido em cisteina durante seu
metabolismo no ciclo de transmetilagéo.

Fenilalanina (1,679g100g* e 1,16g100g?) e tirosina (1,16g100g*' e 3,35
g100g?) presentes na FPD e IP, respectivamente, possuem comportamento
semelhante ao do aminoacido metionina em relacdo a cisteina, sendo que a
fenilalanina é a precursora da tirosina (SANTOS, 2012).

E possivel notar que o IP, as fracdes e o material ndo solubilizado mantém a
mesma caracteristica da composicdo aminoacidica da matriz farinha parcialmente
desengordurada (FPD). Tang e Huang (2011) encontraram resultados semelhantes
aos relatados nesta pesquisa quando isolaram as fracdes albumina e globulina de
sorgo sarraceno (Fagopyrum esculentum Moench), as quais apresentaram
composicdo aminoacidica similar a das matrizes farinha desengordurada e isolado
protéico.

No IP, os aminoacidos isoleucina, leucina e valina superam o padrao da
FAO/WHO para criancas e em relacdo aos adultos, esta recomendacéo é superada
para todos os aminoacidos essenciais. Verifica-se ainda que durante o isolamento

das proteinas ocorreu 0 aumento de todos os aminoacidos, devido ao aumento da
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concentragédo proteica dos isolados em detrimentos de outros constituintes como
fibras, cinzas, lipideos do IP.

As fracbes albuminas e globulinas tiveram alto e similar conteudo de
aminoacidos acidos (Acido Aspartico, Acido Glutamico e Arginina), o que é
caracteristico de proteinas de reserva, além de elevado conteddo total. As
albuminas apresentaram alto conteldo de aminoéacidos polares néo-carregados
(Glicina, Serina, Tirosina e Cisteina), considerados neste estudo como similares aos
conteudos da fracdo globulinas.

No presente estudo o resultado da composicdo de aminoacidos totais
essenciais e ndo-essenciais na FPD, IP, fracBes protéicas extraidas em agua, NaCl
e NaOH foi considerada semelhante aos obtidos por CHUNHIENG et al. (2004),
entretanto estes autores relataram néo ter encontrado a fracdo prolaminas, extraida

em etanol 70% e néo realizaram a analise sobre o material ndo-solubilizado.

4.1.5 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Visando estudar e caracterizar a estabilidade térmica das proteinas da FPD,
do IP e das fraches, estas foram submetidas a uma varredura de calorimetria
diferencial (DSC). Os valores de variagdo de entalpia (AH), temperatura inicial de
desnaturacao (To), temperatura do pico de desnaturacdo (Tp) e temperatura final de
desnaturacao (Tc) da farinha parcialmente desengordurada, do isolado protéico, das
fragOes (albuminas, globulinas, prolaminas, glutelinas) e material ndo solubilizado
obtidos da castanha-do-brasil tipo broken com pelicula estdo apresentados na
Tabela 8.

A calorimetria diferencial de varredura a que foram submetidas as amostras
fornecem informacdes para compreensdo de possiveis interacdes na matriz em
estudo, permitindo analisar as caracteristicas como estabilidade e desnaturacdo de
proteinas. Neste estudo foram obtidos termogramas da farinha desengordurada de
castanha-do-brasil, isolado protéico, fracdes (albuminas, globulinas, prolaminas,
glutelinas) e material ndo-solubilizado mostrados nas Figuras 13, 14, 15, 16, 17, 18 e
19, respectivamente.
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Calorimetria diferencial de varredura da farinha parcialmente
desengordurada (FPD), do isolado protéico (IP), das fracdes
(albuminas, globulinas, prolaminas, glutelinas) e material nao
solubilizado do fracionamento obtidos da castanha-do-brasil tipo
broken com pelicula

Temperatura de desnaturacao Entalpia

Produto Pico ToCCP Tp(CP Tc(C)F ToTorO) (J.gY) AH
FPD 1 95,16 97,98 100,88 572 0,67
2 103,13 104,30 105,41 2,28 0,02
3 107,73 109,43 110,64 2,91 0,14
IP 1 83,67 83,69 88,57 4,9 0,13
2 91,86 96,73 100,73 8,87 5,16
Albuminas 1 90,52 97,82 101,41 10,89 14,25
2 105,56 107,38 108,68 1,75 0,37
Globulinas 95,57 101,33 104,44 8,87 5,44
Prolaminas 92,63 100,41 104,49 11,86 8,01
Glutelinas 108,25 109,59 109,35 1,10 0,15*

Material  nao

solubilizado 93,47 98,72 100,70 1,98 0,94

a Temperatura inicial de desnaturagdo; Ptemperatura de desnaturagdo; C‘temperatura final de
desnaturagéo; *comportamento exotérmico

O termograma da FPD apresentou trés picos, 97,98°C, 104,30°C e

109,43°C, cuja representagcdo encontra-se na Figura 14. N&o foram encontrados

referenciais para estas temperaturas na literatura. Segundo Sun et al. (1987), a

proteina total de castanha-do-brasil pode ser fracionada em trés grandes classes,

globulinas 7S e 11S e albuminas 2S. O terceiro pico, ndo encontrado nas outras

fracGes pode ser atribuido a presenca de lipideos (33,80%) ou interagdo deste com

0S outros componentes ja que o processo utilizado ndo teve a eficiéncia desejada, e

ainda por nao ter ocorrido no isolado proteico.
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FIGURA 14. Termograma de DSC da farinha parcialmente desengordurada (FPD) de
desengordurada de castanha-do-brasil

O termograma do IP apresentou dois picos, 83,69°C e 96,73°C, cuja
representagcdo encontra-se na Figura 15. A ocorréncia desses dois eventos reflete a
constituicdo diferenciada do concentrado em relacdo a FPD e a maior entalpia (AH)
no segundo pico significa que nesse ponto houve maior gasto de energia para
desnaturar algum constituinte naquele ponto. E provavel que no processo de
isolamento do produto algumas das fracdes de proteinas da castanha-do-brasil
tenham sido desnaturadas. Estes resultados sugerem que as proteinas no isolado
proteico foram muito mais desnaturadas do que nas fracdes albuminas e globulina.
A desnaturacdo acida ou alcali-induzidas pode ser uma das razdes para este
fendbmeno, além de que a ocorréncia de polifenéis em elevados contetdos e as
interacdes covalentes com as proteinas podem ser os responsaveis pelo baixo valor
de entalpia no concentrado protéico. John e Shahidi (2010), pesquisando compostos
fendlicos e antioxidantes em castanha-do-brasil, afirmam que a pelicula marrom

contém niveis significativamente elevados desses constituintes.
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FIGURA 15. Termograma de DSC do isolado protéico de castanha-do-brasil

O termograma da fragcdo albuminas apresentou dois picos endotérmicos,
97,82°C e 107,38°C representados na Figura 16. O pico 1 e maior deles, apresentou
To préxima aos 90°C, a Tp aos 97°C e Tc aos101,41°C, além de uma diferenca
entre a Tc e a To de 10,89°C e maior entalpia (14,25J.g%) entre as fracGes
estudadas. Isso pode ser devido a quebra das pontes dissulfeto, expondo 0s grupos
hidrofébicos, que posteriormente formardo ligacbes cruzadas do tipo dissulfeto,
formando redes capazes de reter a agua e formar gel, o que explicam a elevada
entalpia necessaria para ocorrer a desnaturacéo. As pontes dissulfeto sdo formadas
por residuos de cisteina, a qual estd presente em maior quantidade na fracdo
albuminas. Esse comportamento usualmente mantém a ruptura das ligacdes
dissulfeto, especialmente aquelas que mantém a integridade da conformacao
terciaria dos polipeptideos das albuminas. O pico 2, também endotérmico
apresentou To aos 105°C, Tp aos 107°C e Tc aos 108,68°C e entalpia de 0,37J.g.
A AH representa a propor¢do de proteinas desnaturadas na amostra e é
correlacionada com a estrutura das proteinas. Nao foram encontradas na literatura
dados para a discussao. Entretanto, conforme o trabalho realizado por Sun (1987)
as albuminas da castanha-do-brasil podem ser classificadas em 2S, também
conhecidas como Ber e 1, compreendem aproximadamente 30% da proteina total e
sdo excepcionalmente ricas em aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina)

segundo Antunes e Markakis, 1977 citados Alcocer et al. (2012).
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FIGURA 16. Termograma de DSC da fracdo albuminas de castanha-do-brasil
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O termograma da fracdo globulinas apresentou um Unico pico endodérmico
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FIGURA 17. Termograma de DSC da frac&o globulinas de castanha-do-brasil

com To préxima aos 95,57°C, Tp aos 101,33°C e Tc em 104,44°C (Figura 17). A
diferenca Tc — To foi de 8,87°C e a AH necessaria para desnaturar a proteina foi
5,44J.g% indicando que nesta fracdo as proteinas foram menos desnaturadas no
processo de fracionamento do que na FD e no IPC. A Tp pode refletir a ruptura das
pontes de hidrogénio, o que ndo ocorreu, mantendo as conformacdes terciaria e
quaternarias das proteinas, particularmente a estrutura terciaria. A AH representa a
porcdo ndo desnaturada da proteina na amostra e estd correlacionada com a
extensdo da ordenada da estrutura da proteina, especialmente aquela que mantém
a integridade da estrutura terciaria das globulinas (MENG e MA, 2001), citados por
Yin (2011), as quais possuem cisteina e, consequentemente, mais pontes dissulfeto.
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O termograma da fracdo prolaminas estd apresentado na Figura 18 e
apresentou um unico e grande pico endodérmico, onde a To foi aos 92,63°C e Tp
aos 100,41°C e a Tc aos 104,49°C. A fracao prolaminas apresentou maior diferenca
entre a Tc e To (11,86°C) e AH de 8,01J.g'. As prolaminas sdo proteinas
hidrofobicas ricas em prolina e glutamina. O aminoacido prolina é classificado como
pertencente ao grupo R alifaticos, ndo-polar, hidrofébico e possui uma cadeia lateral
alifatica com estrutura ciclica diferente, o que Ihe confere conformacéao rigida e reduz
a flexibilidade estrutural das regides polipeptidicas que o contéem. No caso do
aminoacido glutamina, que possui o grupo R ndo-carregado, polar, € mais soltvel
em 4gua ou mais hidrofilico que os aminoacidos nao-polares, uma vez que contém
grupos funcionais que formam pontes de hidrogénio com a agua, que aliada com as
pontes dissulfeto desempenham papel especial na estrutura das proteinas como as
prolaminas (TANG E HUANG, 2010). As prolaminas constituem a terceira classe de
proteinas conforme proposto por Osborne citado por Chuniheng et al. (2004) e,
possivelmente foram muito mais desnaturadas no decorrer do fracionamento,
resultando numa diminuicdo no valor de AH em comparagdo com as fragdes

albuminas e globulinas.
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FIGURA 18. Termograma de DSC da fragcdo prolaminas de castanha-do-brasil

O termograma da fracdo glutelinas apresentado na Figura 19 e,
surpreendentemente, apresentou um Unico e pequeno pico exotérmico com To aos

108,25°C e Tp aos 109,59°C. Diferentemente das demais fragOes, a entalpia
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representada por AH foi de 0,15Jg*? indicando a desnaturacdo completa dessa
fracdo e possivelmente, pela presenca de lipidios residuais na FPD, resultantes da
extracdo por prensagem a frio. Nao foram encontradas referéncias para discussao
desse comportamento térmico. Costa et al. (1996) isolaram e caracterizaram um
polipeptidio basico, glicosilado, de 23 kDa (G23), proveniente do Lupinus albus, com
caracteristicas de solubilidade das glutelinas, e com quantidades apreciaveis de
metionina (2,0%), cisteina (5,8%) e lisina 3,5%, comparativamente as proteinas de
reserva do L. albus caracterizadas por Duranti et al. (1997), conferindo interesse
nutricional a esta fracdo. Conforme Tabela 3, a fragdo glutelinas possui esses

aminoacidos em sua composic¢ao.
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FIGURA 19. Termograma de DSC da fracao glutelinas de castanha-do-brasil

O termograma do material ndo-solubilizado esta demonstrado na Figura 20
e como € possivel observar, apresentou um Unico pico endodérmico com To aos
93,47°C e Tp em 98,72°C e Tc aos 100,70°C. Neste caso, a entalpia foi inferior as
demais fracdes indicando alto grau de desnaturacdo, o que ja era aguardado pois
se trata de material ndo solubilizado durante as etapas do fracionamento.
Conforme a Tabela 10, o material ndo solubilizado apresenta todos os aminoacidos
presentes na matriz FD, IP e respectivas fracoes, dificultando a interpretagédo dos

resultados.
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FIGURA 20. Termograma de DSC do material ndo solubilizado do fracionamento das proteinas de
castanha-do-brasil

4.1.6 Compostos fendlicos

Na Tabela 10 podem ser observados os teores de compostos fendlicos totais
determinados em FPD de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula e castanha-

do-brasil tipo broken despeliculada.

TABELA 10. Compostos fendlicos totais determinados em FPD de castanha-do-
brasil tipo broken com pelicula e castanha-do-brasil tipo broken
despeliculada

Tempo (MgAG/100g)

Tratamento — .
tinicial (0) t final (12 meses)
T1 136,07 + 0,672 123,62 +3,622
T2 113,85 + 3,44° 95,75 + 8,44

T1 - castanha-do-brasil tipo broken com pelicula; T2 - castanha-do-brasil tipo broken despeliculada;
AG — Acido Galico; médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05)

De acordo com os resultados obtidos, é possivel observar que os teores de
compostos fendlicos variaram com o tempo e entre os tratamentos. No inicio do
armazenamento (t0) o tratamento T1 apresentou 136,07mgAG/100g,
aproximadamente 10% acima daquele que foi observado ao final do periodo de
armazenamento (123,62mg/AG/100g). Ja o tratamento T2 que no inicio do

armazenamento apresentava 113,85mgAG/100g, apresentou ao final do mesmo
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periodo um teor de 95,75mgAG/100g, ou seja, uma reducdo que ultrapassou 0s
15%. Quando se analisou a diferencga entre os tratamentos, verificou-se que no inicio
do armazenamento o tratamento T1 apresentou 16,32% a mais de compostos
fendlicos em relacdo ao tratamento T2. Ao final do periodo de armazenamento os
valores foram 123,63mgAG/100g e 95,75mgAG/100g para T1 e T2,
respectivamente, ou seja, 22 % de diferenca do T1 em relagéo ao T2.

Kornsteiner et al. (2006), estudaram 10 diferentes tipos de améndoas, entre
elas castanha-do-brasil importadas pela Austria, oriundas de diversos paises. O
valor de fendlicos totais oscilaram entre 32mg (pinhdo) e 1625mg (nozes) e 0s
valores aumentaram na seguinte ordem: pinhdes < macadamias < améndoas sem
pele < castanha-do-brasil < castanha de caju < améndoas com pele < avelds <
amendoim com pele < pistaches < nozes pecans, o que esta em conformidade com
outras pesquisas que obtiveram médias entre 0,68mgAG/100g (pinhdes) e
20,16mgAG/100g (pecans) (ANDERSON et al., 2001; WU et al., 2004). Relatam
estes autores que a castanha-do-brasil apresentou entre 100 a 133mgAG/100g
(média 112mgAG/100g). Relataram ainda que em suas pesquisas ficou
demonstrado que améndoas com pelicula apresentam conteddo de fendis totais
muito mais alto do que aquelas sem peliculas (239:47).

John e Shahidi (2010) analisaram castanha-do-brasil, pelicula marrom e
casca. Os extratos foram obtidos com solucdo de acetona 70% sob condicdes de
refluxo. Fendis insoluveis e ligados foram subsequentemente extraidos em solugéo
dietil éter:etil acetato (1:1, v/v) apos hidrolise alcalina. Ambos, fendis solluveis e
ligados foram separadamente examinados quanto seu contetdo de fendis totais.
Estes autores obtiveram para a pelicula marrom 1236,06mgAG/100g, para a casca
406,83mgAG/100g e para a améndoa 519,11mgAG/100. Quanto aos fendis ligados,
0 conteudo na pelicula marrom, 86mgAG/100g e 19,00mgAG/100g para a casca e
améndoa. Os extratos da pelicula marrom também exibiram atividade antioxidante
mais elevada entre todos. Os fendis livres e ligados foram identificados e
guantificados, estes incluem nove acidos fendlicos e flavondides e seus derivados.
Entretanto, alguns fendis estavam presentes somente na forma ligada. Além disso,
os fenois foram predominantes na pelicula marrom.

Nossos resultados foram considerados adequados, uma vez que ficaram
intermediarios aos obtidos por Kornsteiner et al. (2006) e John e Shahidi (2010).

Esta claro que a composicédo nutricional das nozes é altamente influenciada pelas
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caracteristicas genéticas, estacdo do ano, origem, bioma, condicbes ambientais,
composi¢cdo do solo, nivel de maturidade e método de cultivo. A solubilidade dos
compostos fendlicos definida pela polaridade do solvente utilizado, grau de
polimerizacdo, interagdo com outros constituintes da amostra e formacdo de
complexos insoluveis. Entdo, fatores como composi¢cdo do solvente, tempo e
temperatura de extracdo, relacdo solvente:amostra, tratamento da amostra, entre
outros, influenciam significativamente na eficacia de extracdo, resultando na maior
ou menor recuperacao dos compostos fendlicos (WU et al., 2004; KORNSTEINER et
al, 2006; SHAHIDI, 2005).

4.2. ESTUDO 2: EFEITOS DO ARMAZENAMENTO DE AMENDOAS DE
CASTANHA-DO-BRASIL COM PELICULA E DESPELICULADA SOBRE A
ESTABILIDADE E QUALIDADE DO OLEO

4.2.1 Método de extracdo do 6leo

Os teores de lipidios foram determinados em aparelho Soxhlet, de acordo
com o método n° 30.25 da AACC (1999), utilizando-se como solvente o éter etilico,
por 6 horas. Os resultados foram expressos em % de 6leo, em base seca. Os
resultados dos teores de lipideos das farinhas parcialmente desengorduradas de
castanha-do-brasil tipo broken com pelicula e despeliculadas armazenadas sob
vacuo durante 12 meses de armazenamento, a temperatura de 16°C estdo
apresentados na Figura 21, a seguir.

A extracdo por prensagem hidraulica a frio apresentou rendimento 45% de
extracdo total em Oleo tanto para as farinhas parcialmente desengorduradas do
Tratamento 1(castanha-do-brasil tipo broken com pelicula) como para o Tratamento
2 (castanha-do-brasil tipo broken despeliculada), apesar de observarmos que o
percentual de extracdo do tratamento 1 apresentava uma tendéncia de ser superior
ao tratamento 2, em determinados tempos de avaliagdo. Observando-se a Tabela 5
€ possivel observar que no Tratamento 1 as améndoas apresentavam grau de
umidade relativa inferior as do Tratamento 2, com valores entre 1,68% a 2,43% (T1)
e 3,36% a 7,21% (T2). Esse rendimento de extragcdo foi considerado satisfatorio,
sendo que:

- as extracdes foram realizadas a frio;
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- a capacidade de forca da prensa sobre as amostras foi de 15kgf.cm?
(durante 15 minutos, aproximadamente) e as perdas decorrentes da técnica (por
exemplo, perdas de material solido e 6leo que ficavam retidos no tecido voal

utilizado como camisa de retencéo da torta no porta-amostra);
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FIGURA 21. Teor de lipideos das farinhas parcialmente desengorduradas de castanha-do-brasil tipo
broken com pelicula e castanha-do-brasil despeliculada armazenadas desidratadas a
16°C durante 12 meses em embalagens aluminizadas sob vacuo. Tl — Castanha-do-
brasil tipo broken com pelicula; T2 — Castanha-do-brasil tipo broken despeliculada

- havia dificuldade de controlar as condi¢cbes de prensagem (pressao, tempo,
guantidade de amostra por vez, operador do equipamento);
- perda de 6leo ao final de cada prensagem, durante a desmontagem da

prensa e residual de material no porta-amostra e coletor do equipamento.

Esses resultados foram inferiores aos 52% obtidos por Santos (2011)
guando realizou extracdes de Oleo de castanha-do-brasil tipo exportacdo submetida
a aquecimento em estufa com circulagédo de ar forcado a 50°C/24 horas, utilizando
equipamento similar. Willems et al. (2008) realizaram extragbes por prensagem
hidraulica em equipamento semelhante e obtiveram rendimentos de 45 a 55% para
gergelim e linhagca com 4% de umidade e 70 a 75% para sementes descascadas de
gergelim e pinhdo-manso. Segundo 0os mesmos autores, o rendimento aumentou
com o aumento da presséo e da temperatura, entretanto ndo relataram se utilizaram

ou nao algum tipo de aquecimento.
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4.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas e propriedades do 6leo de castanha-do-
brasil

Os resultados obtidos par acidez dos 6leos obtidos por prensagem hidraulica
a frio estdo apresentados na Tabela 11 e Figura 22. E possivel observar que a
interacao tempo x tratamento foi significativa, ficando evidente que a acidez foi muito
baixa para as amostras nos dois tratamentos até o 9° més, e aumentou no 12° més,
principalmente para o tratamento T2 do que para o T1 indicando que a oxidacao,
depois que comecou, foi mais intensa em T2. Para T1 e T2 a acidez ficou abaixo de
0,5 mg KOH/g até o 9° més e depois aumentou para 3,49mg KOH/g e 13,07mg
KOH/g aos doze meses, respectivamente.
TABELA 11. indice de acidez do 6leo de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula
e castanha-do-brasil tipo broken despeliculada desidratadas durante doze meses de

armazenamento a temperatura de 16°C

Tempo (meses)

Tratamentos

3 6 9 12
T1 0,30 0,31 0,25 0,34 3.49
T2 0,38 0,39 0,24 0,26 13,07

*médias com letras iguais, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05);
T1 - castanha-do-brasil tipo broken com peliculas; T2 — Castanha-do-brasil tipo broken
despeliculadas

Os resultados encontrados para acidez foram considerados satisfatorios e
aproximados aos encontrados por Rodrigues et al. (2005), que realizou pesquisas
com Oleo de castanha-do-brasil e macadamia, obtidos por prensagem hidraulica com
valores de acidez expressos em percentual de acido oleico, onde a média
encontrada foi de 0,24 e 0,20 (%AGL), respectivamente e por Santos (2012), que
extraiu Oleo de castanha-do-brasil utilizando diferentes métodos (prensagem
hidraulica a quente, extracdo soélido-liquido, com os solventes éter de petroleo e
hexano e por CO:2 supercritico). Essa autora relata que obteve valores médios de
0,32%; 0,24%; 0,23% e 0,81%, expressos em acido oleico, respectivamente,
mostrando que houve diferenca significativa entre as formas de extracédo utilizando
prensagem hidraulica a quente e por CO2 supercritico, com p < 0,05 avaliados pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 22. indice de acidez de 6leo de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula (T1) e castanha-
do-brasil tipo broken despeliculada (T2) armazenadas desidratadas a 16°C durante 12
meses

A acidez dos 6leos decorre da hidrolise dos glicerideos, provocada por uma
enzima, a lipase, que existe nas sementes de oleaginosas, mas que somente é
liberada e age com o 6leo durante o processo de extracdo ou quando a manipulagéo
e armazenamento sdo inadequados, ou ainda, durante o processamento da mesma
(OLIVEIRA et al., 2006; RITTNER, 1996).

No estudo conduzido por Freitas et al. (2007), os valores de acidez para o
6leo de castanha-do-brasil obtido por prensagem hidraulica foram de 0,55 e 0,56
(%AGL), superiores aos encontrados neste estudo. Estes resultados apontam para a
manutencdo da qualidade dos Oleos nas condicdes de extracdo por prensagem
hidraulica analisados nesta pesquisa. Segundo Rodrigues (2005) e Santos (2012) os
valores de acidez na amostra podem variar conforme as condi¢cdes de armazenamento,
temperatura e umidade altas, parametros esses muito comuns ao bioma amazoénico.
O indice de acidez deve ser uma das primeiras analises realizadas, uma vez que o
valor encontrado pode refletir a eficiéncia do processo de extracdo do 6leo. Segundo
a ANVISA, para oleos extraidos a frio por prensagem e ndo submetidos a refinacao
o valor maximo é 4,0mg KOH/g de éleo.

O aumento nos indices de acidos graxos livres verificados ao longo do
armazenamento das améndoas podem ser resultados de processos de rancidez
hidrolitica que pode ou ndo ocorrer por acdo enzimatica. As lipases séo as principais

enzimas responsaveis pela rancidez hidrolitica, e estdo presentes nos graos



87

oleaginosos ou podem ser de origem microbiana e suas condi¢des 6timas sao pH 7
e 37°C. A rancidez hidrolitica pode ter ocorrido por acdo de variacdes de
temperaturas ao final do periodo de armazenamento, que podem ter induzido a
hidrolise e produzindo acidos graxos livres (MORETTO; FETT, 1998).

Outro parametro para avaliagdo da qualidade do 6leo denomina-se indice de
peroxidos. O indice de peréxidos determina, em miliequivalentes de Kl por 1000g de
amostra, todas as substancias que oxidam o iodeto de potassio; devido a sua acao
fortemente oxidante, os peroxidos organicos formados no inicio da rancificacdo
atuam sobre o iodeto de potassio, liberando o iodo que sera titulado com tiossulfato
de sddio em presenca de amido, como indicador (MORETTO e FETT, 1998).

Os valores para o indice de perdxidos do 6leo de castanha-do-brasil tipo
broken com pelicula e castanha-do-brasil tipo broken despeliculada estdo
demonstrados na Tabela 12 e Figura 23, a seguir. Para os dois tratamentos, o indice
de perdxidos foi maior nos meses 9 e 12 que nos meses 0, 3 e 6. Os valores
encontrados para indice de perdoxidos nos dois tratamentos nos seis meses iniciais
de armazenamento foram aproximados aos encontrados por Santos (2012) que
encontrou valor médio de 4,06mEgkg™ que também utilizou prensagem hidraulica.
Esses resultados foram superiores nos ultimos meses de armazenamento aos
resultados obtidos por Queiroga-Neto (2009), que obteve 2,92mEq? utilizando

extracdo solido-liquido.

TABELA 12. indice de perdxidos do 6leo de castanha-do-brasil tipo broken com
pelicula e castanha-do-brasil tipo broken despeliculada desidratadas
durante doze meses de armazenamento a temperatura de 16°C

Tempo (meses)

Tratamentos 0 3 6 9 12
T1 4 93b 6,97b 13,1b 25,98a 27,282
T2 8,94b 14,55b 18,08b 37,98a 36,22

*médias com letras iguais, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05); T1 —
castanha-do-brasil tipo broken com peliculas; T2 — castanha-do-brasil tipo broken despeliculada.
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Os valores observados para ambos os 6leos estdo acima deste limite a partir
do 6° més para o Tl e a partir do 3° més para o T2, indicando uma possivel
deterioracdo oxidativa. Esses resultados indicam que houveram alteracfes durante o
periodo de armazenamento, durante as analises e particularidades do método
utilizado para extracdo do éleo que podem comprometer sua estabilidade oxidativa.
Entretanto, de acordo com a ANVISA estes resultados estdo em conformidade para
os padrbes de Oleos obtidos por prensagem a frio e ndo refinados, com valores
maximos fixados em 15,00mEqg? e 4,00mEqg?! para os indices de peréxidos e
acidez, respectivamente (BRASIL, 2005).
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FIGURA 23. indice de peroxidos do 6leo de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula (T1)
e castanha-do-brasil tipo broken despeliculada (T2) armazenadas desidratadas a 16°C durante 12

meses

A temperatura ambiente o 6leo bruto de castanha-do-brasil é liquido, cor
amarelo-claro, com sabor e aroma agradaveis e caracteristicos da améndoa que o
originou. Apresenta densidade de 0,917 — 0,918 a 15°C, indice de refracdo de 1,458 —
1,464 a 25°C, indice de iodo de 97 — 109mg iodo/100mg de 6leo, ponto de fuséo de
0 a -2°C e indice de saponificacio de 192 — 202mg KOH/g de 6leo (ZACARI, 2008).
Em relacdo a estabilidade oxidativa o 6leo bruto de castanha-do-brasil apresenta-se
com estabilidade intermediaria entre o de maracuja e o de seringueira atribuida ao
seu alto teor em acidos graxos insaturados (41,2% de oléico e 36,1% de linoléico). O

melhor antioxidante sintético indicado para a conservacdo da estabilidade lipidica
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desse Oleo foi o TBHQ (ASSUNCAO et al.,, 1984; CHUNHIENG et al.,, 2008;
REGITANO -D’ARCE, 1998).

Os resultados obtidos para o indice de saponificacdo do 6leo de castanha-
do-brasil tipo broken com pelicula e castanha-do-brasil tipo broken despeliculada
durante doze meses de armazenamento a temperatura de 16°C estdo demonstrados
na Tabela 13 e Figura 24, onde € possivel observar que a interagdo tempo X
tratamento foi significativa. No caso, o indice de saponificacdo do tratamento 2 foi
maior nos meses 3 e 6, mas igual nos meses 9 e 12. Esses resultados indicam que
houve algum problema durante as analises resultando em uma variagdo muito
grande entre as repeticbes nos tempos tl e t2 correspondentes aos trés e seis
meses.

TABELA 13. indice de saponificacdo do 6leo de castanha-do-brasil tipo broken com
pelicula e castanha-do-brasil tipo broken despeliculada desidratadas durante doze

meses de armazenamento a temperatura de 16°C

Tempo (meses)

Tratamentos
3 6 9 12
T1 144,93 126,69 131,07 128,51 136,44
T2 124,13 150,52 140,93 127,96 139,14

*médias com letras iguais, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05);
T1 - castanha-do-brasil tipo broken com peliculas; T2 — Castanha-do-brasil tipo broken
despeliculadas

indice de saponificacdo define-se como o nimero de miligramas de
hidréxido de potassio (KOH) necessarios para saponificar os acidos graxos,
resultantes da hidrolise de um grama da amostra do 6leo. E inversamente
proporcional ao peso molecular médio dos acidos graxos dos triglicerideos
presentes. Quanto menor o peso molecular do &cido graxo, tanto maior sera o indice
de saponificacdo. Em termos alimentares, quanto mais alto for o indice de
saponificacdo melhor sera o 6leo para alimentacdo (MORETTO e FETT, 1998).

Os resultados mostraram que o Oleo obtido de castanha-do-brasil com
pelicula apresentou valores inferiores aos do oO6leo de castanha-do-brasil
despeliculada e estdo abaixo dos resultados obtidos por Ferreira et al. (2006); Neto
(2009) e Santos (2012). Para Ribeiro e Seravalli (2004), a reacdo de saponificacao

pode estabelecer o grau de deteriorizacdo e a estabilidade, verificar se as
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propriedades dos 6leos estdo de acordo com as especificacdes e identificar
possiveis fraudes e adulteracoes.

De modo geral, os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica
de 6leo de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula e despeliculada deixam
claro que o tipo de prensagem, as condi¢cfes iniciais da castanha-do-brasil,
modo de beneficiamento a que foi submetida, tipo de embalagem e temperatura
de armazenamento podem influenciar diretamente seus parametros de

qualidade.
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FIGURA 24. indice de saponificacéo do 6leo de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula (T1) e
castanha-do-brasil tipo broken despeliculada (T2) armazenadas a 16°C durante 12
meses.

4.2.3 Perfil de acidos graxos

O perfil de acidos graxos nos oOleos obtidos de castanha-do-brasil tipo broken
com pelicula e castanha-do-brasil tipo broken despeliculada utilizando prensagem
hidraulica a frio e armazenados durante doze meses foi caracterizada por
cromatografia gasosa. Os resultados estéo apresentados na Tabela 14 e Figura 25,

gue foram comparados com a literatura (g/100g).
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Para todas as variaveis relacionadas aos &cidos graxos ocorreram
interacdes significativas entre os fatores de tratamento (Tabelas 14; Figura 25). Nos
acidos graxos palmitico (C16:0), esteérico (C18:0), oléico (C18:1) e linoléico (C18:2)
ao realizar a comparacdo entre o tratamento com pelicula e despeliculada,
ocorreram diferencas entre eles em todos os tempos de armazenamento (Tabela
12). Ao comparar os tempos de armazenamento, no tratamento com pelicula, ndo se
observou diferenca entre o tempo 9 e 12 e, para o tratamento despeliculada todos os

tempos diferiram (Figura 25, A - D).

TABELA 14. Acidos graxos palmitico - C16:0, estearico - C18:0, oléico - C18:1 e
linoléico - C18:2 (%) em funcdo dos tempos de armazenamento na
castanha-do-brasil tipo broken com pelicula e despeliculada

Tratamentos
Tempo de Com pelicula Despeliculada
armazenamento (meses) —
Palmitico (%)
0 12,33 * 14,09
3 11,98 * 12,97
6 13,24 * 14,72
9 14,54 * 14,39
12 14,68 * 15,04
Estearico (%)
0 6,67 * 7,52
3 6,38 * 6,91
6 7,12 * 9,06
9 9,15 * 9,20
12 9,38 * 9,81
Oléico (%)
0 31,78 * 31,37
3 32,85 * 33,37
6 32,31 * 31,42
9 31,11 * 31,43
12 31,61 * 31,32
Linoléico (%)
0 48,82 * 46,63
3 48,35 * 46,34
6 46,94 * 44,41
9 44,84 * 44,60
12 43,96 * 43,45

*significativo pelo teste t (p<0,05) comparando o tratamento (com pelicula e despeliculada), dentro de
cada tempo de armazenamento
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Os valores da composicdo dos acidos graxos monoinsaturados e

polinsaturados encontrados nesta pesquisa foram considerados satisfatorios,

guando comparados aos valores encontrados na literatura. Pesquisas realizados por
CHUNHIENG et al (2008) e SANTOS (2012) destacam os acidos graxos palmitico
(13% e 14,24%), estearico (11,00 % e 6,67%), oléico (38,30 % e 36,26 %) e linoléico

(36,10% e 37,53%), respectivamente. As variacOes entre os valores desta pesquisa

para as citadas, possivelmente estdo relacionadas ao tipo de améndoas, método de

extracdo do 6leo, embalagem e tempo de armazenamento utilizados em cada uma

delas. Nao foram encontradas referéncias relacionadas ao tipo broken com pelicula,

tipo broken despeliculada e ao tempo de armazenamento.

16

15

Palmitico (%)

12 4

11

34

33

Oléico (%)

31

14 4

13

—-<— Com pelicula
—— Despeliculada

Estearico (%)

32

0 3 6 9 12

Tempo de armazenamento (meses)

—=— Com pelicula 50 -

—— Despeliculada

49
48
47 1
46 A
45
44

Linoléico (%)

: : : : - 43
0o 3 6 9 12

Tempo de armazenamento (meses)

11 |

10

—-<— Com pelicula
—e— Despeliculada

0 3 6 9 12

Tempo de armazenamento (meses)

—=— Com pelicula
—— Despeliculada

()

0 3 6 9 12

Tempo de armazenamento (meses)

FIGURA 25 - Acidos graxos palmitico - C16:0 (A), esteéarico - C18:0 (B), oléico - C18:1 (C) e linoléico -
C18:2 (D) (%) em funcéo dos tempos de armazenamento na castanha-do-brasil tipo
broken com pelicula e despeliculada. FAEM/UFPel, Capdo do Le&do/RS, 2012/13. (As
barras verticais representam os intervalos de confianga; IC = 95%, a =0,05)
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A composicao de &cidos graxos obtidos por GLC demonstra um alto nivel de
insaturacdo (80,94 %) nos 6leos obtidos da castanha-do-brasil tipo broken com
peliculas e despeliculadas, devido essencialmente aos acidos graxos oléico (C18:1)
e linoléico (C18:2) (Tabela 16). E possivel observar que ao compararmos os acidos
graxos monoinsaturados e polinsaturados nos tratamentos castanha-do-brasil tipo
broken com pelicula e despeliculada, ocorreram diferencas entre todos eles. Quando
se comparou 0s tempos de armazenamento no tratamento com pelicula verificou-se
qgue houve diferenca significativa entre todos os tempos e, para o tratamento com
castanha-do-brasil despeliculada observou-se que ndo houve diferenca nos tempos
9 e 12 meses apenas para o0s acidos graxos monoinsaturados (Figura 25, A - C).

No estudo conduzido por Ferreira et al. (2006) o 6leo bruto da améndoa da
castanha-do-brasil apresentou 85% de &cidos graxos insaturados, sendo 34%
representado pelo acido graxo polinsaturado linoléico, 51% pelo acido graxo
monoinsaturado oléico e 13% representam a composicdo de acidos graxos
saturados. Esse resultado demonstra que o acido graxo linoléico € o constituinte
majoritario presente no 6leo da améndoa da castanha-do-brasil. Entretanto, a
castanha proporciona uma 6tima fonte de acido graxo oléico.

O perfil de acidos graxos do 6leo da castanha-do-brasil compara-se aos
perfis dos Oleos de milho, soja e amendoim (SANTOS, 2011; CODEX
ALIMENTARIUS, 1999).
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TABELA 16. Acidos graxos saturados, monoinsaturados e polinsaturados (%) em
funcdo dos tempos de armazenamento na castanha-do-brasil tipo

broken com pelicula e despeliculada

Tempo de armazenamento

Tratamentos

(meses) Com pelicula Despeliculada
Acidos Graxos Saturados (%)

0 19,06 * 21,67
3 18,43 * 19,93
6 20,41 * 23,84
9 23,74 * 23,65
12 24,11 * 24,91

Acidos Graxos Monoinsaturados (%)
0 32,12 * 31,71

*

3 33,22 33,73
5 32,65 * 31,75
9 31,42 * 31,75
12 31,94 * 31,64

Acidos Graxos Poliinsaturados (%)
0 48,82 * 46,63
3 48,35 * 46,34
6 46,94 * 44,41
9 44,84 * 44,60
12 43,96 * 43,45

*Significativo pelo teste t (p<0,05) comparando o tratamento (com pelicula e despeliculada), dentro de
cada tempo de armazenamento

4.2.4 Termogravimetria/termogravimetria derivada (TG/DTG)

Define-se a analise térmica como sendo um grupo de técnicas analiticas na

qual uma propriedade fisica de uma substancia ou seus produtos de reacdo €
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medida em fungdo da temperatura e/ou tempo, enquanto tal substancia é submetida
a um programa controlado de temperatura (WENDLANDT, 1986). Ja a analise
termogravimétrica diz respeito ao processo continuo que envolve a medida da
variacdo de massa de uma amostra em funcéo da temperatura, ou do tempo a uma
temperatura constante (LUCAS, 2001).

Sendo assim TG/DTG fornecem informagdes sobre variacbes de massa em
funcdo do tempo e/ou temperatura sob determinadas condi¢cdes atmosféricas. Essas
curvas fornecem dados sobre composicdo e estabilidade térmica, produtos
intermediarios e residuos formados (MACHADO e MATQOS, 2004; DE DEUS, 2008).
A DTG é a derivada primeira da curva TG. Nesta, os degraus correspondentes as
variacfes de massa da curva TG sdo substituidos por picos que determinam areas
proporcionais as variacdes de massa, tornando as informacdes mais acessiveis e
com melhor resolugéo (LUCAS, 2001).

Foram analisadas amostras de 6leo de castanha-do-brasil tipo broken com
pelicula e despeliculadas, armazenadas durante doze meses, sob vacuo e
temperatura aproximada de 16°C. As curvas TG e DTG foram obtidas utilizando um
equipamento de analise térmica TGA 60 (Shimadzu) capaz de operar nos modos TG
e DTG. Os resultados estao demonstrados na Tabela 14 e nas Figuras 26 a 29.

Na Tabela 17, sdo identificados os principais pontos de temperatura: “onset”
ou temperatura inicial, definida como a menor temperatura em que pode ser
detectada o inicio da variagdo da massa do dOleo e “endset”, que é a menor
temperatura que indica que o processo responsavel pela variacdo de massa foi
concluido. E mostrado também na mesma tabela, a temperatura média onde foi
registrada a perda de 50% da massa da amostra (midpoint), a temperatura do pico
(peak) e a percentagem de perda de massa ao final da programacao (%weigth loss)
que neste estudo foi de 30°C até 600°C, com uma taxa de aquecimento de 5°C.min.
Sendo assim, é possivel observar que no inicio do armazenamento as temperaturas
onset foram menores que aquelas apresentadas ao final do periodo de
armazenamento de doze meses, tanto para o tratamento T1 (castanha-do-brasil tipo

broken com pelicula) como para o T2 (castanha-do-brasil tipo broken despeliculada).
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TABELA 17. Dados termogravimétricos do 6leo de castanha-do-brasil tipo broken
com peliculas (T1) e despeliculadas (T2), obtido por prensagem
hidraulica, armazenado durante doze meses a 16°C

T°C % Weigth

Amostra Onset Midpoint Endset Peak loss

T1t1R1 379,76 405,28 429,91 409,41 99,59
T1t2R1 399,11 418,63 439,59 418,34 99,18
T1t3R1 393,63 412,87 434,28 413,88 99,79
T1t4R1 395,14 419,25 443,00 425,71 99,14
T1t5R1 396,17 419,58 444,01 425,71 99,12
T2t1R1 396,17 419,58 444,01 420,00 100,00
T2t2R1 397,99 419,31 438,50 418,87 100,00
T2t3R1 392,73 414,62 436,91 419,06 100,37
T2t4R1 397,19 419,17 443,47 424,80 99,13
T2t5R1 398,24 419,71 444,53 425,94 98,39

T1 e T2- tratamentos; t1- t5 - tempos de armazenamento (0, 3, 6, 9, 12 meses); R1 — média
da repeticéo 1.

Na Figura 26 observa-se que as curvas TG do Oleo de castanha-do-brasil
com pelicula (T1), extraido por prensagem a frio apresenta um Unico evento. Atribui-
se esse comportamento de Unico evento no tratamento T1tl a presenca de maior
guantidade de &cidos graxos poliinsaturados no tempo zero (Tabela 16 e Figura 25),
0S quais sao muito sucetiveis a oxidacdo e quando presentes reduzem a
estabilidade do 6leo como um todo. No caso do 6leo oriundo de castanha-do-brasil
despeliculada, a qual passa por etapa de aguecimento, observou-se a reducao dos
acidos graxos poliinsaturados ja no inicio do armazenamento. As curvas TG das
amostras de 0Oleo analisadas apresentaram um evento pouco significativo préximo
de 100°C, geralmente relacionado a perda de agua e a partir de 379,76°C no caso
da amostra T1t1, representativa do tempo inicial do periodo de armazenamento. Em
seguida, houve uma significativa perda de massa préxima a temperatura de
429,91°C, igual a 99,59% (Tabela 14). Esse comportamento foi semelhante para
todas as amostras durante os doze meses de armazenamento, sendo que todos
ocorreram até a temperatura final de 444,01°C e revelaram perdas de massa entre
99,12 a 99,79%.
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FIGURA 26. Curvas/Termogramas TG do 6leo de castanha-do-brasil tipo broken com peliculas (T1),
obtido por prensagem hidraulica a frio armazenadas durante doze meses a 16°C; t1 —
tempo 0; t2 — 3 meses; t3 — 6 meses; t4 — 9 meses; t5 — 12 meses

Apesar de o0 modo mais comum de expressar os resultados de TG ser em
termos de % de perda de massa, é possivel encontrar graficos na literatura cuja
abscissa é expressa em termos de massa. Neste caso, A DTG € a derivada primeira
da curva TG. Nesta, as sobreposi¢cfes ou os degraus correspondentes as variacdes
de massa da curva TG sdo substituidos por picos que determinam &reas
proporcionais as variacées de massa, tornando as informacdes mais acessiveis e
com melhor resolucdo. Quando observadas as curvas derivadas DTG (Figura 27),
confirma-se que esse comportamento em evento Unico predomina partir de 409,41°c
para a amostra no inicio do armazenamento (T1t1), 418,34°C para T1t2 (3 meses),
413,88°C para T1t3 (6meses), 425,71°C para os tempos finais T1t4 (9 meses) e T1t5

(12 meses).
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FIGURA 27. Curvas/Termogramas DTG do 6leo de castanha-do-brasil tipo broken com peliculas (T1),
obtido por prensagem hidraulica a frio, armazenadas durante doze meses a 16°C; t1 —
tempo 0; t2 — 3 meses; t3 — 6 meses; t4 — 9 meses; t5 — 12 meses

A Figura 28 mostra as curvas TG do 0leo de castanha-do-brasil tipo broken
despeliculadas (T2), obtido por prensagem hidraulica a frio. E possivel observar que
as curvas apresentaram comportamento semelhante, com um Unico evento
significativo de perda de massa ocorrendo a 396,17°C no inicio do armazenamento
(T2t1), 397,99°C para T2t2 (3 meses), 392,73°C para o T2t3 (6 meses), 397,19°C
para T2t4 (9 meses) e 398 24°C para o final dos doze meses de armazenamento
(T2t5).
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FIGURA 28. Curvas TG do 6leo de castanha-do-brasil tipo broken despeliculada (T2), obtido por
prensagem hidraulica a frio, armazenadas durante doze meses a 16°C; t1 — tempo 0; t2 —
3 meses; t3 — 6 meses; t4 — 9 meses; t5 — 12 meses

A Figura 29 demonstra as curvas DTG do 6leo de castanha-do-brasil tipo
broken despeliculada (T2), obtido por prensagem hidraulica a frio. Observa-se que a
ocorréncia de um unico pico de decomposicdo de massa ocorreu em todas as
amostras, entre 418,87°C (T2t2) a 425,94°C (T2t5) e perda de massa de 98,39
(T2t5) a 100,37 (T2t3).
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FIGURA 29. Curvas DTG do 6leo de castanha-do-brasil tipo broken despeliculada (T2), obtido por
prensagem hidraulica a frio, armazenadas durante doze meses a 16°C; t1 — tempo 0; t2 —
3 meses; t3 — 6 meses; t4 — 9 meses; t5 — 12 meses.
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4.2.5 Microscopia oOtica e microscopia eletrénica de transmisséo

4.2.5.1 Microscopia Otica

Véarios mecanismos de protecdo atuam na manutencdo da qualidade
fisiolégica de gréos, sementes e de améndoas durante as etapas de secagem e
armazenamento. Esses mecanismos tém a funcdo de manter a integridade das
membranas celulares, fundamental para o perfeito funcionamento do metabolismo
celular. O estudo das estruturas permite a visualizagdo dos danos causados pelas
operacdes de agroindustrializagdo na auséncia de mecanismos de protecdo além da
observacédo do inicio da efetividade destes mecanismos. Membranas das organelas
celulares, o citoesqueleto e o ndcleo esquelético sdo essenciais para o perfeito
funcionamento da célula e danos a essas estruturas durante a secagem,
desidratacdo e armazenamento podem levar & perda de qualidade (BERJAK e
PAMMANTER, 2000).

Por ndo haver disponibilidade de referéncias para discusséo dos resultados,
nos decidimos analisar castanha-do-brasil tipo large, que é considerada a de maior
valor comercial para exportacdo, simultaneamente as utilizadas neste estudo para
fins de comparacdo das estruturas e conteudos celulares com as do tipo broken,
utilizadas neste estudo, de menor valor agregado e consumo estritamente nacional.
Os estudos de estruturas celulares nos ajudam entender os mecanismos de
envelhecimento e degradacdo de améndoas améndoas armazenadas.

O corte transversal da améndoa de castanha-do-brasil tipo large evidencia a
presenca da pelicula (Figura 30). Segundo Castro, Camargo e Gavilanes (2000)
essa pelicula constitui-se de tecido lignificado, cujas células mortas ndo apresentam
distincdo visivel entre si e é pouco aderente ao tecido interno adjacente. Segundo
Corner (1976) € provavel que esse tecido faca parte dos tegumentos da semente,
pois em Lecythidaceae ocorre a presenca de ovulos e sementes bitegumentadas.
Para confirmagdo seria necessario um estudo anatdmico de ontogénese da
germinacao desde a fecundacao até a maturacdo da semente.

O tecido interno adjacente compde-se de uma camada epidérmica,
predominantemente bisseriada, com células de forma tabular e paredes celulares
espessas (1b). Este tecido é o endosperma, que pode ter de duas a trés camadas

de células, com funcdo de protecdo, apresentando células diferenciadas, sem
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capacidade de multiplicacdo, pois se rompe durante o processo de germinagao, nos
locais de protruséo de raiz e parte aérea (CORNER,1976; CAMARGO, 2001).

A préxima camada interna constitui-se de tecido epidérmico contendo uma
camada de células globosas, arredondadas, tamanhos pouco uniformes e paredes
finas, que pode representar a primeira camada distinta, unisseriada, com células
circulares, menores e formatos mais uniformes (1c). Possivelmente, trata-se de
tecido parenquimatico que compde a maior parte da améndoa da castanha-do-brasil.
Os parénquimas apresentam células pouco especializadas, com potencial para
retomada de atividade meristematica, podendo apresentar diversas atividades
funcionais, bem como armazenar material de reserva (VAUGHAN, 1970; CUTTER,
1986; CASTRO, 2000).

FIGURA 30. Corte transversal de améndoa de castanha-do-brasil tipo large (Bertholletia excelsa
Bonpl.) evidenciando os tecidos distintos: la - Pelicula marrom que envolve a
améndoa; 1b - Camada epidérmica; 1c - Primeira camada de células do tecido
parenquimatico. Aumento de 400x, barra 5um, Embrapa Clima Temperado, 2013

Na Figura 31 (A e B) sdo apresentados o0s cortes transversais de
endospermas de améndoas de castanha-do-brasil broken com pelicula,
armazenadas em sacos de polietileno aluminizados, sob vacuo e mantidas sob
temperatura ambiente (16°C) no periodo de outubro de 2011(t0) a outubro de 2012

(t4), respectivamente. O teor de umidade para o tratamento T1 (castanha-do-brasil
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tipo broken com pelicula) no inicio do armazenamento (t0) e no final (t4) foi de 1,7 e
2,4%, respectivamente.

E possivel observar nas Figuras 31A (T1t0 — tempo inicial de
armazenamento) e 31B (T1lt4 — tempo final de armazenamento) a presenca da
pelicula marrom (a), camada epidérmica (b) e primeira camada de células do tecido
parenquimatico preservada (c). Entretanto, percebe-se que as ceélulas do tecido de
castanha-do-brasil broken com pelicula armazenada durante 12 meses (Figura
31B2) apresentam tamanho reduzido, maior espessamento das paredes celulares,
menos espacos intercelulares quando comparada aquelas do inicio do
armazenamento (t0). O espessamento das paredes celulares € mais acentuado nas
améndoas armazenadas durante 12 meses, onde se observa que houve uma
elevacdo do grau de umidade (2,4%,) conforme Figura 31. As castanhas frescas,
antes do beneficaneficiamento apresentam a pelicula completamente aderida a
camada epidérmica. Ao final de doze meses de armazenamento a camada
epidérmica encontra-se mais lignificada, como se houvesse uma tentativa de
autoprotecéo para evitar a degradacao. E possivel observar que as células ao fim do
armazenamento apresentam-se mais irregulares, o que permitiu maior degradacéo
do conteudo lipidico.

Em estudo realizado com soja (Glycine max, (L.) Merrill) Oliveira (2011)
observou que no inicio do armazenamento havia maior presenca de espacos
intercelulares e maior integridade e organizacdo do contetudo celular do que em
gréos armazenados durante 12 meses em sistemas ndo hermético, hermético com e
sem atmosferas modificadas com adicdes de dioxido de carbono (COz) e nitrogénio
(N2). O processo de lignificacdo da parede celular pode estar relacionado com a
menor solubilidade protéica dos grdos submetidos a este sistema de
armazenamento. Uma das manifestacbes da deterioracdo dos graos durante o
armazenamento é a desestruturagdo do sistema de membranas, como
conseqliéncia do ataque aos seus constituintes quimicos pelos radicais livres (JOSE
et al., 2010).

Segundo Taiz e Zaiger (2004), a maioria das células vegetais é
interconectada por plasmodesmas que formam um continuum citoplasmatico e estes
sdo responsaveis por transporte de solutos. Pammenter & Berjak (1999) relataram
que o dano mecanico associado com a reducdo do volume celular durante o

processo de secagem € 0 mais importante dano em tecidos muito hidratados.
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FIGURA 31. Cortes transversais de améndoas de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula
evidenciando a preservacao dos tecidos distintos. A — T1t0; B — T1t4; a — Pelicula
marrom que envolve a améndoa; b — Camada epidérmica e ¢ — Primeira camada de
células do tecido parenquimatico. Aumento de 400x, barra 5um, Embrapa Clima
Temperado, 2013

Durante o beneficiamento para obtencdo de améndoas desidratadas, as
castanhas passam por diferentes operactes, sendo a desidratacdo uma das etapas
finais que antecedem o armazenamento, apds a embalagem em sacos de polietileno
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aluminizado sob vacuo. Apesar das améndoas tipo broken serem classificadas como
matéria-prima de baixo valor, estas mantém as mesmas estruturas das améndoas
tipo large que possuem elevado valor comercial e, portanto, apresentam grande
potencialidade para utilizacdo como matéria-prima nas diversas induastrias
alimenticia, farmacéutica e de cosméticos.

As améndoas de castanha-do-brasil tipo broken despeliculada
apresentavam, no inicio do armazenamento (T2t0) grau médio de umidade de 3,4%
gue manteve-se em elevacdo nos tempos subsequentes (t1, t2) (Figura 32). No
tempo final (t3 = nove meses) apresentou uma pequena redugdo, mas manteve-se
mais elevada (T2t4 = 7,4%). Esses valores foram muito acima das médias
observadas para as améndoas do T1 (castanha-do-brasil tipo broken com pelicula)
mantidas nas mesmas condicoes.

Na Figura 33 sdo apresentados os cortes transversais de endospermas de
améndoas de castanha-do-brasil broken despeliculadas, armazenadas em sacos de
polietileno aluminizados sob vacuo e mantidas sob temperatura ambiente (16°C) no
periodo de outubro de 2011(t0) a outubro de 2012 (t4), respectivamente. O grau de
umidade das améndoas do tratamento T2 (castanha-do-brasil tipo broken
despeliculada) no inicio do armazenamento (T2t0) e no final (T2t4) foi de 3,4 e 7,2%,
respectivamente. A Figura 32 (A e B) evidencia a auséncia das camadas de pelicula e
de células da camada epidérmica. Observa-se também o acumulo de substancias (seta)

nos espacos intercelulares, tanto no inicio quanto ao final do armazenamento (seta).
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FIGURA 32. Grau de umidade das castanha-do-brasil tipo broken com peliculas (T1) e despeliculada
(T2) obtido por prensagem hidraulica a frio, armazenadas durante doze meses a 16°C
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O tipo e as condi¢Bes de embalagem utilizadas para armazenar améndoas
de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula e despeliculadas durante este estudo
permitiram preservar suas caracteristicas de qualidade com reflexo direto sobre a
qualidade fisico-quimica do Oleo extraido, até os nove meses (Figuras 21 e 22),
onde, a partir desse ponto observou-se uma ligeira elevacéo do grau de umidade,
dos indices de acidez e peroxidos até o final dos doze meses, para os dois
tratamentos. O aumento dos espacos intercelulares observados nas amendoas mais

velhas, também demonstra degradacéo de reservas celulares.

FIGURA 33. Cortes transversais de améndoas de castanha-do-brasil tipo broken despeliculadas
evidenciando a auséncia de tecidos distintos. A — T2t0; B - T2t4; C — Primeira camada
de células do tecido parenquimatico. Aumento de 400x, barra 5um, Embrapa Clima
Temperado, 2013
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4.2.5.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As micrografias obtidas por MET de corte ultrafinos de améndoas de
castanha-do-brasil tipo large, castanha-do-brasil tipo broken com pelicula e
castanha-do-brasil tipo broken despeliculada sdo mostradas nas Figuras 33, 34, 35 e
36. Nas Figuras 34 e 34B é possivel observar que a parede celular (W) nas duas
imagens apresenta contornos bem definidos, assim como os corpos lipidicos (OD)
que estdo delimitados em organelas chamadas algumas vezes de oleossomos,
esferossomos, gotas lipidicas ou corpos lipidicos. O papel dos corpos lipidicos &
bem aceito como sendo um compartimento sub-celular onde as reservas lipidicas
sdo depositadas e armazenadas. Essas reservas, na forma de triacilglicerdis
compdem a maior parte dos esferossosmos (NAPIER et al., 1996).

A compartimentacdo de lipidios estd associada com tecidos de sementes,
onde triacilgliceréis (TAG) armazenados dentro goticulas lipidicas (LDS, OD, OB)
podem servir como um elemento fisiologico essencial e de energia de reserva de
carbono durante crescimento pos-germinativo (CHAPMAN et al., 2011). Os TAG séo
entdo divididos e metabolizados em energia consumida em eventos como a
germinacdao. Em geral, esses corpos lipidicos podem facilitar a quebra dos lipidios
de armazenamento devido a sua area de superficie elevada em relacdo ao volume,
ou seja, uma maior area de TAG disponivel para quebra e assim, permitir que o
catabolismo seja eficiente.

Em geral, os corpos lipidicos em sementes de uma vasta gama de espécies
de plantas diferentes parecem ser de um tamanho similar, geralmente variando entre
0,2um e 21um de diametro, embora essas estimativas sejam baseadas em
microscopia eletrénica de cortes ultrafinos de tecido da semente, onde os corpos
lipidicos estdo geralmente muito compactados na célula in vivo. Entretanto, o seu
tamanho pode aumentar ao longo do desenvolvimento e maturacdo da semente,
assim como o numero destes, até que eles estejam ocupando todo o citoplasma da
célula nos tecidos de armazenamento (NAPIER et al., 1996; CHAPMAN et al., 2011,
LOTT e BUTTROSE, 1977).
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FIGURA 34. Micrografias de células do endosperma de castanha-do-brasil desidratada tipo large,
com 1,7% de umidade, visualizadas em microscépio eletrénico de transmissdo. W —

parede celular; OD — corpos lipidicos; PB — corpos protéicos; G - globdides. - Aumento
de 17000x; 4B — Aumento de 7000x; Embrapa Clima Temperado, 2013
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FIGURA 35. Micrografias de células do endosperma de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula,
visualizadas em microscopio eletrénico de transmissdo. 5A - castanha-do-brasil tipo
broken com pelicula no inicio do armazenamento; 5B - castanha-do-brasil tipo broken
com pelicula no final do armazenamento. W — parede celular; OD — corpos lipidicos; PB —
corpos protéicos; G - globdides. 5A - Aumento de 12000x; 5B - Aumento de 17000kx;
Embrapa Clima Temperado, 2013.
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Corpos protéicos (PB) sdo organelas delimitadas por uma membrana Unica e
estdo relacionados ao armazenamento de proteinas em sementes de plantas. Eles
possuem uma matriz homogénea em que cristaldides e/ou globdides podem ser
incorporados. Além de proteinas de armazenamento acumulados varias enzimas
hidroliticas, fosfatos (proteases), lectinas e ions inorganicos, principalmente fitina (K-,
Mg, Cal) também estdo presentes. Os corpos protéicos (PB) nas Figuras 34A e 34B,
consistem na matriz protéica contendo areas globodides e cristaldides (G). E possivel
observar a presenca de globdides ou cristais encontrados no interior da matriz protéica
(ou cristaldides), com aspecto electron-opaco semelhantes aos encontrados por Lott e
Buttrose (1977) quando analisou, entre outras matrizes, améndoas de castanha-do-
brasil. Segundo estes autores, 0s globoides identificados sdo compostos de cristais e
possuem, frequentemente, bario além de fésforo, potassio, calcio e magnésio.

Na Figura 35, podemos observar as estruturas celulares nos tecidos de
améndoas de castanha-do-brasil tipo broken com pelicula no inicio do armazenamento
(figura 35A) e apos doze meses de armazenadas (Figura 35B). E possivel notar as
alteracbes ocorreram nas estruturas no decorrer do armazenamento, principalmente
nos corpos lipidicos quando comparados as da castanha-do-brasil tipo large, que se
apresentavam bem delimitados e com paredes celulares bem definidas e intactas. Na
Figura 35A, correspondente ao inicio do armazenamento, os corpos lipidicos (OD)
encontravam-se pouco definidos em forma e tamanho, uma vez que a meia bicamada
gue os delimitava praticamente desapareceu nos campos visualizados. Ja nas
améndoas submetidas a 12 meses de armazenamento estes corpos encontram-se
aglomerados e pouco delimitados (Figura 35B), tamanhos reduzidos e muito préximos a
parede celular, juntamente com outros elementos como corpos protéicos (PB),
globdides (G). As paredes celulares apresentam-se, mais delgada e visivelmente
degradada no inicio e no final do armazenamento, respectivamente.

A Figura 36 apresenta as estruturas observadas nas células do tecido
parenquimatico das améndoas despeliculadas no inicio do armazenamento (36A) e
ao final do armazenamento (36B).

Sao visiveis a completa auséncia de fragmentos de pelicula e a
desorganizacdo dos contetidos ja no inicio do armazenamento. E possivel observar
que ndo se verifica a presenca da meia bicamada que circunda os corpos lipidicos,
0S quais parecem estar livres no citosol. Tanto no inicio como ao final do

armazenamento as paredes celulares (W) apresentam contornos irregulares, corpos
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protéicos (OD), globdides e cristaldides (G) com forma pouco regulares e préximos
das paredes celulares. Note-se que na Figura 36A a parede celular apresenta uma

ruptura (seta), indicando uma possivel perda de contetdo para o meio extracelular.
|

FIGURA 36. Micrografias de células do endosperma de castanha-do-brasil tipo broken
despeliculadas, visualizadas em microscépio eletrénico de transmissdo. 6A -
castanha-do-brasil tipo broken despeliculada no inicio do armazenamento; 6B -
castanha-do-brasil tipo broken com despeliculada no final do armazenamento. W —
parede celular; OD — corpos lipidicos; PB — corpos protéicos; G - globoides; Aumento
de 12000x; F2 - Aumento de 12000x; Embrapa Clima Temperado, 2013



No caso da castanha-do-brasil, existem raros estudos sobre microscopia
Otica e microscopia eletronica de varredura. Na verdade, foram encontrados apenas
dois trabalhos que versam diretamente sobre estruturas celulares desta importante

matéria-prima, mas no ambito de estudos botéanicos.
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5 CONCLUSOES

5.1 ESTUDO 1

A caracterizagdo protéica da castanha-do-brasil qualifica esta matéria-prima
como uma fonte potencial de proteina de boa qualidade, com potencial uso sob a
forma de ingrediente funcional de alimentos.

A separacdo por SDS-PAGE ilustra o perfil proteico global da FPD, IP,
fragOes (albuminas, globulinas, prolaminas, glutelinas) e material ndo solubilizado,
indicando a sua complexidade. A separacédo utilizando condi¢des redutoras confirma
que a fracdo albumina é o maior componente do IP, seguida pelas fracdes glutelina,
globulina e prolamina e que fragdes apresentam perfil eletroforético semelhante ao
da matriz FPD.

As proteinas de castanha-do-brasil, incluindo o isolado proteico, as fracdes
albumina, globulina, prolamina, glutelina exibem composi¢cdes de aminoacidos
balanceadas, que podem suprir as necessidades diarias requeridas para criangas e
adultos. Estudos como este qualificam as proteinas de castanha-do-brasil como
potenciais ingredientes para elaboracdo de alimentos nutritivos.

Andlises de DSC demonstram que FPD, IP, fracdes (albuminas, globulinas,
prolaminas) e material ndo solubilizado possuem comportamento térmico
semelhante, com excec¢do da fracdo glutelina que apresentou pico exotérmico.

O valor de AH requerido para a desnaturagao € maior na fracao albuminas,
possivelmente pela presenca de aminoacidos sulfurados como a cisteina, que
promovem a formacéo de pontes dissulfeto, tornando as proteinas mais resistentes
termicamente.

Castanhas-do-brasil tipo broken com peliculas apresentaram contetdo de
compostos fendlicos superior ao das castanhas-do-brasil tipo broken despeliculadas,
0 que pode ter contibuido para a maior estabilidade do Oleo obtido a partir da
prensagem das castanhas com pelicula durante o armazenamento. A manutencao
da pelicula marrom pode fornecer importante quantidade de antioxidantes fenolicos

gue inibem o estresse oxidativo do organismo.
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5.2 ESTUDO 2

O 6leo de castanhas-do-brasil tipo broken armazenadas por 12 meses com
peliculas e despeliculadas nas condicbes do estudo mantém os indices de acidez,
peroxidos e saponificacdo dentro dos padrbes estabelecidos pela ANVISA, de
acordo com a Resolugéo n°® 482 de 23/10/1999.

A despeliculagem das améndoas afeta a composicédo de acidos graxos e a
estabilidade térmica dos lipideos.

O armazenamento de castanhas-dos-brasil tipo broken com pelicula por até
12 meses, garante a conservabilidade lipidica e proteica das améndoas.

Conforme as andlises de microscopia Otica e microscopia eletrdnica de
transmissdo, a manutencdo da pelicula marrom que envolve a castanha-do-brasil,
notadamente as do tipo broken utilizadas nesta pesquisa, pode contribuir para maior
organizacdo do conteudo celular, possibilitando uma maior protecdo das

caracteristicas fisico-quimicas, bioquimicas e estabilidade da lipidica.
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