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RESUMO



Caracterizacdo da gordura da améndoa de cupuacu (Theobroma grandiflorum S.) obtida
por extracdo aquosa enzimatica

A extracdo aquosa enzimatica é considerada uma tecnica verde emergente que vem sendo
amplamente pesquisada. Neste trabalho, foram utilizados as enzimas celulase, pectinase e
protease no processo de extracdo aquosa da gordura de cupuagu, visando obter maior
rendimento de extracdo. Foram testados diferentes sistemas de incubacéo, a temperatura de 60
°C e avaliada a cinética de extracdo (2 a 8 horas). As amostras que obtiveram maiores
eficiéncias de extragdo de gordura foram analisadas: fase aquosa, quanto aos teores de
compostos fendlicos e atividades antioxidantes e fase oleosa (gorduras) caracterizada quanto
as propriedades fisico-quimicas, perfil de &cidos graxos, estabilidade oxidativa, comportamento
térmico e compostos bioativos. A fase aguosa demonstrou maiores concentracdes de compostos
fendlicos e atividades antioxidantes quando comparado a fase oleosa. As amostras de gordura
apresentaram teores aproximados de &cidos graxos monoinsaturados e saturados com maiores
concentracdes de oleico e estearico, boa estabilidade oxidativa (cerca de 14 h) e térmica
(proximo de 406 °C) e o melhor resultado de rendimento (80,86 %) foi alcancado com a enzima
protease no tempo de 6 horas de incubacéo. Os resultados indicaram que as gorduras de cupuacgu
obtidas por extracdo aquosa enzimaética apresentam potencial para utilizacdo nos setores

alimenticios, farmacéuticos e cosméticos.

Palavras-chave: Extracdo verde, eficiéncia de extracdo, Theobroma grandiflorum S., sementes

amazonicas, qualidade.

ABSTRACT



Characterization of cupuassu almond (Theobroma grandiflorum S.) fat obtained by
aqueous enzymatic extraction

Agueous enzymatic extraction is considered an emerging green technique that is being
extensively investigated. In this work, cellulase, pectinase and protease enzymes are used in the
aqueous extraction process of cupuassu fat, aiming to obtain a higher extraction yield. Different
incubation systems were tested, at a temperature of 60 °C and following extraction Kinetics (2
to 8 hours). The samples that obtained the highest fat extraction efficiencies were analyzed:
aqueous phase, in terms of phenolic compounds and antioxidant activity, and oily phase (fats)
characterized in terms of physicochemical properties, fatty acid profile, oxidative stability,
thermal and bioactive compounds. The agqueous phase showed higher concentrations of
phenolic compounds and antioxidant activity when compared to the oil phase. The fat samples
showed approximate contents of monounsaturated and saturated fatty acids with higher
concentrations of oleic and stearic, showed good oxidative stability (about 14 h) and thermal
stability (close to 406 °C) and the best yield result (80.86 %) was achieved with the protease
enzyme within 6 hours of incubation. The results indicated that cupuassu fats obtained by
enzymatic aqueous extraction have potential for use in the food, pharmaceutical and cosmetics
sectors.

Keywords: Green extraction, extraction efficiency, Theobroma grandiflorum S., Amazonian

seeds, quality.
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A floresta amazonica possui grande diversidade de espécies frutiferas que representa
um potencial econémico para a regido, com isso muitos estudos estdo sendo conduzidos em
relacdo aos componentes nutricionais, funcionais e os aspectos econdmicos para exploracao
comercial desses frutos, relacionados ao seu maior aproveitamento na elaboragéo de produtos
farmacéuticos, alimenticios e cosméticos (SANTOS et al., 2010; PARDAUIL et al., 2011;
SANTOS et al., 2012).

O cupuaguzeiro é uma arvore encontrada nas matas da regido Amazonica,
principalmente nos Estados do Pard, Amazonas, Rondénia e Acre (IBGE, 2017). Em 2018 o
plantio do cupuaguzeiro representou cerca de 8.545 hectares em area plantada, com producédo
total de 27.510 toneladas do fruto (SEDAP/PA, 2020).

Seu valor econdmico se d, principalmente, pela industrializacdo e comercializacdo da
polpa, amplamente utilizada na producdo de sucos, sorvetes, licores, geleias e iogurtes (COSTA
etal., 2017 , PEREIRA et al., 2018 ). As sementes, que representam aproximadamente 20 % do
peso do fruto, em funcgdo do alto contetdo lipidico (aproximadamente 60 % de sua composi¢ao)
sdo utilizadas atualmente para a obtencdo de gordura, além de potencial fonte de compostos
fenolicos e polissacarideos (AZEVEDO et al., 2003; CONTRERAS-CALDERON et al., 2011;
OLIVEIRA; GENOVESE, 2013).

Oleos e gorduras saudaveis vém sendo estudados como fontes alternativas para
substituirem os usados tradicionalmente (TEIXEIRA et al., 2013; DORNI et al., 2018, SILVA
et al., 2019; SANTOS et al.,, 2022a) em formulacdes como cremes vegetais, margarinas,
chocolates, gorduras especiais para frituras, panificagdo e confeitaria (SILVA et al., 2010).
Sendo a gordura do cupuacu em funcéo de sua composi¢do em acidos graxos, principalmente
acido oleico (18:1), utilizada na preparacdo de chocolates, como substituto da manteiga de
cacau (OLIVEIRA; GENOVESE, 2013).

Tradicionalmente, os 6leos e gorduras s&o obtidos por extracdo mecanica, com solvente ou
pela combinacao de ambos. Métodos alternativos como a extracéo por fluidos super critico, micro-
ondas, enzimatica e por ultrassom vém ganhando destaque, sendo o principal desafio para
implantacdo industrial o rendimento em oOleo comparado aos métodos tradicionais (SOH;
ZIMMERMAN, 2011; TANG et al., 2011).

A extracdo agquosa enzimatica € uma tecnologia verde, que emprega enzimas para tornar
a estrutura da parede celular mais permeavel expondo o contetdo de 6leo e utiliza temperaturas
brandas que reduzem a degradacao de compostos termo sensiveis promovendo maior qualidade
ao produto final (YUSOFF et al., 2017; NGUYEN et al., 2020; SANTOS et al., 2022a).
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Nas ultimas décadas diversos pesquisadores vém aplicando o processo de extracdo
enzimética para obtencdo de 6leos em diversas matrizes vegetais (ROSENTHAL et al., 1996;
LAMSAL; JOHNSON, 2007; WANG et al., 2011; QI, 2012; TEIXEIRA et al., 2013; ASSANVO
et al., 2016; RIBEIRO et al., 2016; PENGFEI et al., 2017, SILVA et al., 2019; HU et al., 2019;
SANTOS et al., 2022a) com resultados promissores.

Visando ampliar o potencial de uso da semente de cupuacu, o presente trabalho
objetivou caracterizar a gordura de cupuagu obtida por extracdo aquosa-enzimatica, buscando
contribuir para o desenvolvimento de novas aplicacGes tecnoldgicas.

2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Extrair a gordura de cupuagu por via agquosa-enzimatica e caracteriza-la, visando

contribuir para o desenvolvimento de novas aplicacGes tecnoldgicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a semente de cupuacu quanto aos teores de umidade, lipideos e compostos

bioativos (antioxidantes e fenolicos totais).
- Avaliar o processo de extracdo, aquoso enzimatico, das gorduras da améndoa de cupuagu.

- Caracterizar as gorduras obtidas através do perfil de acidos graxos, indices de iodo,
saponificacdo, acidez, peroxidos, estabilidade térmica, indices de qualidade nutricional,
andlises térmicas e composic¢do por infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR).

3 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO
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3.1. CUPUACU (Theobroma grandiflorum)

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex. Spreng.) Schum) é uma das 22
espécies pertencente ao género Theobroma, do qual o cacaueiro é a espécie economicamente
mais importante. E nativo da regido Amazonica, encontrado no Norte do Brasil, com maior
producdo no estado do Para, seguido dos estados do Amazonas, Rondonia e Acre. Podendo
também ocorrer na Coldémbia, Costa Rica e Venezuela (LIM, 2012; IBGE, 2017).

O cupuagu apresenta excelentes caracteristicas de aroma, sabor e textura, tendo
adquirido grande aceitagdo no mercado nacional e internacional, e por este motivo se tornou
um fruto com grande potencial econdmico na industrializacdo e comercializacdo ( PEREIRA et
al., 2018).

A érvore do cupuacguzeiro pode atingir de 4 a 10 m de altura e 7 m de didmetro de copa.
O fruto € do tipo drupéaceo (que tem bagas), de forma alongada e extremidades arredondadas,
medindo de 12 a 25 cm de comprimento e 10 a 12 cm de didmetro (VILALBA et al., 2004). A
casca (epicarpo) é rigida e lenhosa, recoberta por uma camada de pé ferrugineo que, quando
raspada, expde a epiderme de coloracdo verde. A casca também € constituida do
mesoendocarpo (camada mais interior) de cor branco amarelada, com aproximadamente 7 mm
de espessura, e 0 endocarpo (polpa que envolve as sementes) é macio, fino e claro, limitado

internamente por uma pelicula (COHEN, 2003). A Figura 1 ilustra a planta e o fruto do cupuacu.

Figural - Planta do cupuacu (A) fruto (B).
Fonte: Fruta (2019).

Cada fruto possui em média 36 sementes, estando dispostas em torno de um eixo

central, conhecido popularmente como talo, longitudinalmente disposto em relacdo ao
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comprimento da fruta. As sementes sdo revestidas firmemente por uma polpa amarelada,
abundante, &cida, com sabor e odor muito agradaveis (VILALBA et al., 2004).

De acordo com Vilalba e colaboradores (2004), os frutos pesam cerca de 1,275 kg, sendo
aproximadamente 38,5 % de polpa, 17,19 % de sementes, 43 % de casca e 2,85 % de placenta.
A utilizacdo do fruto cupuacu esta associada, principalmente, ao consumo da polpa, que ainda
é o alicerce econdmico da cadeia produtiva dessa espécie, principalmente por suas propriedades
sensoriais e aromaticas, adequadas para 0 processamento em sucos, doces, geleias e outros
(PUGLIESE et al., 2013; ALVES et al., 2021). Além da polpa, a semente é outro componente
do fruto que tem despertado interesse, devido ao seu potencial tecnoldgico, pois pesquisas
revelaram, além do elevado conteddo lipidico a presenca antioxidantes (AZEVEDO et al.,
2003; CONTRERAS-CALDERON et al., 2011; OLIVEIRA; GENOVESE, 2013), atraindo
empresas do ramo farmacéutico e de cosméticos. Ademais, &€ matéria-prima para a fabricacdo
do cupulate, produto analogo as chocolate, com potencial mercadolégico e processo
tecnoldgico ja desenvolvido (GENOVESE; LANNES, 2009; ALVES et al., 2014 ).

A casca, por sua vez, pode ser aproveitada para producdo de pdes, na industria
alimenticia, e no setor agropecuario para producdo de racdo de peixes, ovinos e bovinos,
podendo ainda ser usada como adubo organico para cultivo de outras plantas (ME, 2007,
SOCHA,; PINHEIRO, 2016).

O cupuaguzeiro é uma frutifera perene, cultivada tradicionalmente em quintais e
pequenos pomares. Porém, seu cultivo racional vem se expandindo nos ultimos anos, em
decorréncia, principalmente, do aumento da demanda do fruto nos mercados nacionais e
internacionais (ALVES et al., 2021).

De acordo com dados da Secretaria de Estudo de Desenvolvimento Agropecuério e da
Pesca do Estado do Pard- SEDAP/PA (2020), no ano de 2018, o estado do Parad produziu
aproximadamente 27,5 mil toneladas de cupuacu, provenientes de 8,5 mil hectares de area
plantada, com rendimento médio de 3,2 mil quilos por hectare. Estima-se que a mesorregiao
nordeste do estado é responsavel por aproximadamente 50% dessa producéo, sendo o restante
distribuido entre as demais mesorregides. A microrregido de Tomé-Agu, que, compreende 0s
municipios de Acard, Moju, Concordia do Paré e Tailandia, representa 63% da producédo do
nordeste paraense e 32% da producdo estadual, sendo considerado o principal polo produtor de
cupuacu no estado (ALVES et al., 2021). Grande parte dessa producéo € oriunda de agricultores
nipo-brasileiros, instalados na microrregido, que contam com uma cooperativa no municipio de
Tomé-Agu responsavel pelo beneficiamento e escoamento da producéo (ALVES et al., 2014;
ALVES et al., 2021).
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O Theobroma grandiflorum, evidencia-se como uma importante espécie na regido
amazobnica por seus diversos usos e possiveis aplicacBes nas industrias de alimentos,
cosméticas e farmacéuticas e tem sido investigado devido a sua capacidade antioxidante,
propriedade benéfica para a saude. Estudos fitoquimicos utilizando a polpa e as sementes de
cupuagu demonstraram que 0s mesmos contém polifenois, entre eles flavonas e
proantocianidinas (PUGLIESE et al., 2013; PINENT et al., 2015; BARROS et al., 2016).

3.2 OLEOS E GORDURAS VEGETAIS

3.2.1. Definicdo e importancia bioldgica

Os lipidios, juntamente com carboidratos e proteinas, formam o grupo de compostos
mais importante nos alimentos e mais frequentemente encontrados na natureza, tanto em
espeécies vegetais como animais. Desempenham papéis muito importantes em diversas funcdes
bioldgicas e ainda estdo presentes na composicao estrutural das células (BOBBIO; BOBBIO,
2003).

Nas plantas, os lipidios representam uma reserva quimica de energia, ocorrendo com
maior frequéncia nas sementes, frutas e folhas e, em menor proporcao, nas raizes, caules e
flores. Muitas espécies acumulam 6leos em suas sementes em desenvolvimento para atuar como
reserva de energia durante a germinacdo (SOMERVILLE et al., 2000).

Estruturalmente, os lipidios sdo formados por uma molécula de glicerol na qual estdo
esterificadas uma (monoacilglicerol), duas (diacilglicerol) ou trés (triacilglicerol) moléculas de
acidos graxos. Os &cidos graxos sdo acidos carboxilicos constituidos por cadeias de
hidrocarbono com um grupo carboxila terminal. Eles se diferenciam pelo comprimento da
cadeia e 0 numero, posi¢édo e configuracdo das duplas ligagdes. Quando saturados, os &cidos
graxos, possuem apenas ligacOes simples entre os carbonos e possuem pouca reatividade
quimica. Ja os insaturados, contém uma ou mais liga¢es duplas no seu esqueleto carbonico,
sd0 mais reativos e mais suscetiveis a oxidagcdo (WADA, 2007).

Existe uma estreita correlagdo entre a estrutura quimica do 6leo vegetal e algumas de
suas propriedades fisico-quimicas. Matrizes lipidicas ricas em acidos graxos saturados, tendem
a apresentar-se na forma sélida a temperatura ambiente e sdo denominadas de gorduras,
enquanto os Oleos, possuem cadeia carbdnica com maiores concentragdes de &cidos graxos

insaturados (especialmente poli-insaturados) e sdo liquidos a temperatura ambiente. De maneira
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anéloga, os 6leos por possuirem um numero maior de insaturacdes, expressam menor ponto de
fusdo (liquidos a temperatura ambiente) (WADA, 2007; KAWAZOE, 2014).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os 0leos vegetais se
apresentam na forma liquida a temperatura de 25 °C, enquanto as gorduras vegetais, na forma
solida ou pastosa nesta mesma temperatura (BRASIL, 2005).

A composicdo quimica e o grau de insaturacdo dos 6leos e gorduras vegetais variam
conforme a espécie oleaginosa. Na Tabela 1, encontram-se 0s acidos graxos mais comumente

encontrados nas oleaginosas e seus respectivos pontos de fusao.

Tabela 1 — Principais &cidos graxos presentes em espécies oleaginosas e seus pontos de fusao.

Acidos graxos Simbolo Ponto de fuséo (%)
Saturados

Acido butirico C4:0 -4,2
Acido caproico C6:0 3,4
Acido caprilico C8:0 16,7
Acido laurico C12:0 44,2
Acido miristico C14:0 54,4
Acido palmitico C16:0 62,9
Acido estearico C18:0 69,6
Acido araquidico C20:0 75,4
Insaturados

Acido palmitoleico C16:1 0,5
Acido oleico C18:1 16,0
Acido linoleico C18:2 -5,0
Acido linolénico C18:3 -11,0
Acido araquidénico C20:4 -49,0

Fonte: SCRIMGEOUR (2005); KAWAZOE (2014).

Os &cidos graxos insaturados sdo classificados em émegas-9 (w-9), 6megas-6 (w-6) e
0megas-3 (®-3). A familia ®-9 tem como principal representante o acido oleico, a ®-6 €
representada pelo acido linoleico e a ®-3 ¢ representada pelo acido a-linolénico. Esta
representacdo baseia-se no numero de carbonos, nimero de duplas ligac6es e na posicdo em

que a primeira dupla ligacao ocorre a partir do grupo metil terminal (CHz). Assim, por exemplo,
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o0 acido linolénico pode ser representado como 18:3 ®3, onde: o numero 18 indica a existéncia
de 18 carbonos, 3, a existéncia de 3 duplas ligagdes e, @3, indica que a primeira dupla ligagdo
esta localizada no carbono 3, a partir do grupo metil (0-3) (MORETTO et. al., 2002, MARTIN
et al., 2006).

Na Figura 2, encontram-se representados alguns dos acidos graxos poli-insaturados das séries

-9, m-6 e »-3.

a
VAVAVAV ANy Ve Ve VAN
CHs COOH
9 B |
Acido oleico (18:1, n-9)
06 COOH

Acido linoleico (18:2, n-6)

CHa — — — COOH

®3 1
Acido alfa-linolénico (18:3, n-3)

Figura 2 - Acidos graxos poli-insaturados das séries ®-9, ®-6 ¢ »-3.

Pesquisas t€ém demonstrado efeitos benéficos dos -3 a saude: no metabolismo lipidico,
provocando uma diminuig@o nos niveis plasmaticos dos triacilglicerois e um aumento da HDL
(lipoproteina de alta densidade), possuem também uma acédo anti-inflamatoria, provocada pela
diminuicdo da sintese de potentes mediadores quimicos da inflamagédo, derivados do acido
araquidénico: prostaglandina E2 (PGE2), tromboxano A2 (TXA2), prostaciclina (PGI2) e
leucotrieno B4 (LTB4) (MOZAFFARIAN; WU, 2011; KROMHOUT et al., 2012).

Os acidos graxos @6 e ®3 competem pelas mesmas enzimas no figado, que os alongam
e desnaturam para gerarem seus respectivos poli-insaturados. Por essa razéo, estes devem estar

em equilibrio na alimentagdo. Pesquisas demonstram que uma relagdo ®w6:03 de 5:1 é a mais
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adequada para que sejam melhor aproveitados pelo organismo (MARSZALEK; LODISH,
2005; HEIRD; LAPILLONNE, 2005). Além disso, a ingestdo de quantidades adequadas auxilia
0 organismo na protecdo contra doencas cronicas, como as doencas cardiovasculares (FAO,
2010).

Na alimentacdo humana, as principais funcées dos lipidios sdo: fornecer acidos graxos
para produgdo de energia, através da B-oxidacdo em nivel celular, necesséria a realizacdo de
todos os processos de biossintese pelo corpo humano, uma vez que, 1 g de gordura fornece
aproximadamente 9,3 kcal, j& os carboidratos e proteinas fornecem cerca de 4 kcal/g; fornecer
ao organismo compostos organicos como 0s acidos graxos essenciais, vitaminas lipossoliveis
(A, D, E, K), horménios (esterois), entre outros (TURATTI; PASTORE, 1999).

O consumo excessivo de 6leos ou gorduras contendo &cidos graxos saturados com
cadeias de 12 a 16 carbonos pode aumentar a concentracao de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) no sangue e elevar o risco de doengas cardiovasculares (SCHAEFER, 1997;
RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2018). O &cido esteérico, porém, é considerado neutro
em relacdo a seu efeito nos lipidios do sangue (KRIS-ETHERTON et al., 2005), enquanto que
o0s acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados tendem a apresentar uma relacao inversa
com a incidéncia de doencas coronarianas (BINKOSKI et al., 2005).

Os 0Gleos vegetais, além de diferirem entre si no grau de insaturacdo e composicéo em
acidos graxos, diferem também na quantidade e qualidade de compostos presentes em sua
matéria insaponificavel. Estas diferencas influenciam diretamente a estabilidade oxidativa e as
caracteristicas sensoriais e tecnolégicas de cada tipo de 6leo (RODRIGUEZ- CONCEPCION
etal., 2018).

A estabilidade oxidativa é uma propriedade importante dos 6leos e gorduras e € expressa
como o tempo necessario para a formacdo dos produtos secundarios de oxidacdo, que sdo
detectados sob diferentes condicOes. Este periodo € conhecido como o tempo de inducdo
(PARDAUIL et al., 2011). A estabilidade oxidativa depende do nimero e posicao das ligagdes
duplas. Como os hidrogénios alilicos sdo mais suscetiveis a oxidacdo, essa caracteristica &
afetada pela composicdo de &cidos graxos, presenca de antioxidantes, oxigénio, luz
e temperatura de armazenamento (MERRILL et al., 2008; FREIRE et al., 2012).

Em geral, as gorduras apresentam melhor estabilidade oxidativa em comparacao aos
oleos, isso deve-se ao maior teor de acidos graxos do tipo saturados e/ou monoinsaturados e
menor teor de acidos graxos poli-insaturados presentes, tornando-as menos susceptivel a
oxidagéo (CHOE; MIN, 2006).
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Além dos triacilglicerdis, mono e diacilglicerdis, outros componentes estdo presentes
nos lipidios, tais como &cidos graxos livres, fosfolipidios, pigmentos e ceras, além de
numerosos compostos bioativos (KAMAL-ELDIN, 2006). Compostos bioativos sdo aqueles
capazes de proporcionar beneficios a salde, prevenindo ou tratando doencas ou mesmo
favorecendo o funcionamento do organismo (PARRA; DUAILIBI, 2002; RODRIGUEZ-
CONCEPCION et al., 2018). Além dos acidos graxos essenciais, 6leos e gorduras vegetais vém
recebendo destaque por terem mostrado ser importantes fontes de outros compostos bioativos
como tocoferdis, carotenoides, compostos fendlicos e fitosterois (CHAIYASIT, 2007;
TEXEIRA et al., 2013; SANTOS et al., 20223).

3.2.2. Mercado

Observa-se um aumento progressivo do mercado de Oleos vegetais, devido
principalmente a diversidade na composicdo quimica, a depender da fonte oleaginosa, que
aumenta a abrangéncia de aplicacdo em diversos setores industriais. Outro fator relevante, é o
progresso das engenharias (genética, quimica, alimentos), resultando na expanséo de fronteiras
agricolas, aumento de teor de 6leos, entre outros avangos tecnoldgicos, 0s quais reduzem 0s
custos de cultivo e processamento de espécies oleaginosas (SERRA et al., 2019; OLIVEIRA et
al., 2021; USDA, 2022).

A oferta mundial de 6leo vegetal excedeu 210 milhdes de toneladas, no periodo de
2021/2022, representando um aumento de 41,59 % desde 2010. O Brasil ocupa o topo da tabela
de producdo de oleaginosas (com destaque para soja), a sexta posi¢do na producdo de 6leos
vegetais e o0 terceiro lugar do ranking global de producéo de 6leo de soja, estando atrds somente
da China e Estados Unidos (USDA, 2022).

Na Tabela 2, pode-se verificar que a producdo mundial de 6leos vegetais é crescente.

Tabela 2 - Produ¢do mundial dos principais 6leos e gorduras vegetais comercializados.

Em milhdes de toneladas




Oleos 2010/2011 2011/2012  2020/2021  2021/2022
Palma 48,84 52,11 73,14 76,26
Soja 41,30 42,60 59,19 59,13
Canola 23,47 24,12 29,18 28,85
Girassol 12,42 14,87 19,04 19,55
Palmiste 5,73 6,13 8,39 8,85
Algodao 4,96 5,21 4,79 4,97
Amendoim 5,33 5,31 6,41 6,50
Coco 3,71 3,41 3,46 3,59
Oliva 3,25 3,24 2,93 3,29
Total 149,01 157 206,53 210,99
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Fonte: USDA (20229.

Os principais 6leos vegetais comercializados mundialmente, sdo: palma (dendé), 6leo
de soja, canola e girassol (USDA, 2022) . Estima-se que aproximadamente 80 % dessa
producdo é destinada a aplicagdes alimenticias, e os outros 20 % restantes para outras
finalidades. Dentre as aplicacfes alimenticias, pode-se citar o uso como 6leo de cozinha, ou na
producdo de margarinas, sorvetes, bolachas, etc. Outras utilidades industriais de 6leos vegetais
sdo: producdo de cosmeéticos, tintas e vernizes, medicamentos, produtos de limpeza,
revestimentos, plasticos, lubrificantes e biocombustiveis. Tanto para alimentos quanto para
outras aplicacdes, a composicao de acidos graxos dos 6leos determina sua utilidade e, portanto,
seu valor comercial. Devido a importancia econdmica de 06leos e gorduras vegetais, muitas
informacdes acerca da composi¢do de acidos graxos de sementes oleaginosas sdo investigadas
(KINNEY, 2006; KAWAZOE, 2014; SHAHBANDEH, 2021).

Atrelado ao mercado, esta a demanda crescente por 6leos e gorduras com énfase em
alimentos saudaveis e novos usos industriais, aumentado o interesse por fontes alternativas de
6leos vegetais (DORNI et al., 2018).

3.2.3. Oleos e gorduras vegetais amazonicas

Ha uma tendéncia mundial pelo estudo de novas matrizes oleaginosas monoinsaturadas
e de acidos graxos poli-insaturados, fomentando a pesquisa por fontes alternativas de 6leos e
gorduras com atributos nutricionais e farmacéuticos que atendam aos diferentes setores
industriais (BEZERRA et al., 2017; SILVA et al., 2019; HU, et al., 2019; SANTOS et al.,
2022a; TILAHUN et al., 2022).

Na Amazonia, muitas espécies vegetais apresentam sementes oleaginosas, das quais se

extraem 6leos com diversas composi¢des quimicas e propriedades fisico-quimicas e que
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possuem potencial econdmico, tecnoldgico e nutricional, despertando o interesse de estudos
cientificos em distintas areas, como na fabricacdo de produtos farmacéuticos, alimentos,
produtos de cuidados da pele e combustiveis renovaveis, entre outros (PARDAUIL et al., 2011,
SANTOS et al., 2012; BEZERRA et al., 2017; SILVA et al., 2019; SANTOS et al., 2022a).

O cupuagu (Theobroma grandiflorum), cacau (Theobroma cacao), castanha do Brasil
(Bertholletia excelsa), tucuméa (Astrocaryum tucuma), andiroba (Carapa guianensis), babacu
(Orbignya oleifera), buriti (Mauritia flexuosa), murumuru (Astrocaryum murumuru), pracaxi
(Pentaclethra macroloba), ucuuba (Virola surinamensis) e urucum (Bixa orellana) sao
exemplos representativos de espécies vegetais amazonicas de grande importancia econdmica,
devido a extracdo de lipideos da semente ou da polpa, que apresentam variadas aplicacdes na
industria de cosméticos, farmacéutica ou de alimentos (PESCE, 2009; SILVA et al., 2019;
SANTOS et al., 2022a).

A extracdo de 6leos de espécies vegetais amazonicas, se da principalmente, via
prensagem mecanica, em pequenos estabelecimentos. Devido as questdes de sustentabilidade
ambiental e politicas de inclusdo produtiva dos agricultores familiares ou de pequenos
produtores, ha o estimulo para o uso de técnicas de baixo consumo de insumos (quimicos ou
biol6gicos) e de reducdo da geracdo de residuos toxicos (IPEA, 2012; LIRA et al., 2021;
SANTOS et al., 2022h).

A diversificacdo de fontes para obtencdo de 6leo é também estimulada por politicas
publicas, a exemplo da politica de garantia de precos minimos para os produtos da
sociobiodiversidade (PGPM-Bio), cujo objetivo é apoiar a comercializagdo de produtos
florestais nativos e ndo madeireiros, para a oferta de matéria-prima a industria de farmacos,
cosmeéticos, higiene pessoal, biocombustiveis, entre outras (CONAB, 2017). Nesse contexto, 0
principal mercado de O6leos e manteigas (nome comercial dado as gorduras vegetais)
amazonicas, € o de cosmético, um dos mais crescentes, devido ao grande potencial em ativos
dessas matrizes oleaginosas, que geram inimeros produtos de cuidados com a pele, cabelos, etc
(ARAUJO et al., 2007; LIRA et al., 2021).

3.2.3.1 Gordura de cupuagu
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A semente de cupuacu tem recebido atencdo devido ao seu potencial tecnolégico,
especialmente quanto sua composi¢do de lipidios (COSTA et al., 2017; PEREIRA et al., 2018).

A Tabela 3, apresenta a composicao centesimal da semente do cupuacu.

Tabela 3- Composigéo centesimal de semente de cupuagu (CARVALHO et al., 2005; SILVA et al.,
2018).

Composicao (%) CARVALHO et al. (2005) SILVA et al. (2018)

Umidade - 2,10
Proteinas 9,4 10,13
Lipidios totais 64,9 45,30
Fibra insoltvel 3,3 -
Cinzas 2,9 3,1

Conforme demonstrado na Tabela 3, as sementes de cupuagu contém alto teor lipidico,
a partir das quais se extrai uma gordura com caracteristicas semelhantes a manteiga de cacau e
com potencial para ser utilizada na fabricacdo do cupulate (produto com caracteristicas
nutritivas similares ao chocolate, desenvolvido e patenteado pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA) e outros derivados (NAZARE et al., 1990; CUCAITA et
al., 2014).

Na fabricacdo de chocolate, pode-se utilizar até 5 % em peso da gordura de cupuagu,
sem alteracGes das caracteristicas sensoriais. JA na producdo de cupulate, ha uma total
substituicdo da manteiga e do macerado das améndoas (liquor) do cacau pela do cupuagu.
(LUCCAS et al., 2001). A utilizacdo dessa gordura natural desprovida de ligacOes trans, pode
ainda substituir a gordura hidrogenada na elaboracdo de bolos e sorvetes (GILABERT-
ESCRIVA, 2002; OLIVEIRA et al., 2021).

A gordura de cupuacu, apresenta um conteudo equilibrado de 4acidos graxos
monoinsaturados e saturados, com maiores concentracfes de acido oleico e esteérico,
respectivamente (BEZERRA et al, 2017; SERRA et al, 2019; OLIVEIRA et al., 2021).

Na Tabela 4, estdo dispostos os principais acidos graxos presentes na gordura de

cupuacu.

Tabela 4- Composicdo de &cidos graxos da gordura de cupuacu (BEZERRA et al., 2017; SERRA et
al., 2019).

Acidos graxos BEZERRA et al. SERRA et al.
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(2017) (2019)
Saturados % %
Acido caprilico (C8:0) 0,02 0,01
Acido caprico (C10:0) 0,02 0,05
Acido laurico (C12:0) 0,6 0,02
Acido miristico (C14:0) 0,2 0,07
Acido palmitico (C16:0) 7,5 7,37
Acido margarico (C17:0) 0,1 0,17
Acido esteérico (C18:0) 31,6 33,91
Acido araquidico (C20:0) 0,2 0,1
Acido beénico (C22:0) 2,0 0
Monoinsaturados % %
Acido palmitoleico (C16:1, o-7) 0 0,08
Acido oleico (C18:1, ©-9) 41,6 43,17
Poli-insaturados % %
Acido linoleico (C18:2, ©-6) 5,2 3,67
Acido linolénico (C18:3, ®-3) 115 11,37
SFA 42,2 41,7
MUFA 41,6 43,25
PUFA 16,7 15,04

Nota: SFA: &cidos graxos saturados; MUFA.: &cidos graxos monoinsaturados; PUFA: &cidos graxos poli-
insaturados.

A composic¢do de acidos graxos do tipo monoinsaturado presente na gordura, confere
ao produto um baixo ponto de fusdo, (aproximadamente 33 °C) proporcionando maciez e
plasticidade a gordura (CARVALHO et al.,, 2006; OLIVEIRA et al., 2021). Devido a
concentracdo de acidos graxos saturados (na propor¢do aproximada de 42 %), esta gordura
apresenta uma boa estabilidade térmica e oxidativa (BEZERRA et al, 2017; SERRA et al,
2019).

Para obtencdo dessa gordura comercial, as sementes despolpadas de cupuagu passam
pelos seguintes processos: fermentacdo, lavagem em éagua corrente, secagem ao sol, torra e
finalmente a prensagem mecanica a quente (principal método de extracdo aplicado nessa
matriz), que resulta na manteiga de cupuacu, de cor variando do branco a amarelo claro e
aparéncia solida/macia a temperatura ambiente (NAZARE et al., 1990; ARAUJO et al., 2007;
BARROS et al., 2016)

As indastrias de cosméticos tém descoberto e comprovado as potencialidades da
manteiga de cupuagu, como suas propriedades emoliente, hidratante e cicatrizante, que

possibilitam a reducdo consideravel do processo de desidratacdo e envelhecimento da pele, bem
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como o tratamento de dermatites e ulceragbes, sendo um ativo em crescente demanda nesse
setor (ARAUJO et al., 2007; BEZERRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2021).

3.3 EXTRACAO DE OLEOS E GORDURAS

Os processos industriais convencionais utilizados na producédo de 6leo consistem de
prensagem continua ou hidraulica e/ou extracdo por solventes. A matéria-prima ¢ a escala
determinam o melhor processo de extragdo, visto que o método utilizado pode influenciar nos
custos do processo e na qualidade final do produto (RIBEIRO et al., 2016; SANTOS et al.,
2022b).

A extracdo quimica com solvente € um dos métodos mais utilizados nas industrias de
grande porte, devido ao elevado rendimento de dleo (acima de 90 %) obtido nesse processo. No
entanto, o Oleo resultante pode apresentar qualidade comprometida, devido aos extensos
processos de recuperacdo do solvente e a extracdo de componentes indesejados das paredes
celulares. Além disso, muitos solventes organicos utilizados, sdo altamente toxicos e
inflamaveis, o que remete a geracdo de efluente com alto potencial de riscos para 0 meio
ambiente e a salde humana (SOH; ZIMMERMAN, 2011; ADAM et al., 2012; RIBEIRO et al.,
2016; LIRA et al., 2021). Essa técnica € indicada para oleaginosas com baixo teor de lipidios,
e € muito utilizada para extracao de éleo de soja (PIPOLO et al., 2015).

A extracdo de 6leos por prensagem mecanica, normalmente, é utilizada em pequena
escala de producdo, para matérias-primas com baixa umidade (abaixo de 10%) ou que possuem
elevado teor de 6leo, ja que este processo gera residuo (pos-prensagem) com alto teor lipidico.
Esse método de extracdo é indicado para sementes de améndoas em geral, amendoim, girassol,
cacau, cupuagu, castanha do Pard, entre outras (ANTONIASSI et al., 2013; LIRA et al., 2021).
Os equipamentos utilizados, vao desde os artesanais até os industriais, como as prensas
continuas, tipo “expeller”. As prensas do tipo continua, apresentam maior capacidade de
producdo, mao-de-obra reduzida e menor investimento quando comparado com extracdo por
solvente (AKOH; MIN, 2007; MENDONCA et al., 2020).

A Figura 3, resume algumas caracteristicas dos principais métodos de extracdo de 6leo

adotados pelas industrias.

Extracéo quimica por Extracéo por
solvente prensagem mecancia

- Alto investimento;
- Alto rendimento de
extracéo;

- Menor investimento *;
- Menor rendimento de

aviraran *-
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Figura 3 - Caracteristicas do principais métodos de extracdo de dleos.

As caracteristicas do 6leo podem mudar conforme o método de extracdo empregado,
tendo em vista que as suas propriedades quimicas poderdo ser totalmente alteradas a depender
das condicdes a qual ele é submetido. As altas temperaturas, longa exposicao térmica, tempo
de tratamento, irradiacdo e alta concentracdo de oxigénio afetam as propriedades fisico-
quimicas dos 6leos (RIBEIRO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2021).

Processos de extracdo alternativos e promissores, vém sendo estudados, como por
exemplo, a extragcdo aquosa assistida por enzima, despertando interesse como uma alternativa
tecnoldgica ambientalmente amigavel para extracdo de 6leo vegetais (SEKHON et al., 2015;
FERREIRA et al., 2018; DIAZ-SUAREZ, et al., 2021; SANTOS et al., 2022a).

3.3.1 Extragdo aquosa enzimatica

A extracdo aquosa assistida por enzimas € uma técnica ambientalmente correta, que
emprega enzimas que hidrolisam e quebram as paredes celulares do material, tornando sua
estrutura mais permeével, liberando o contetdo lipidico. Essa técnica ndo gera passivos
ambientais de alto impacto, e apresenta outras vantagens, como: 0 consumo de pouca energia,
reducdo ou eliminacdo da aplicacdo de solventes orgénicos, utilizagdo de temperaturas brandas,
0 que evita a degradacdo de compostos termossensiveis (como pigmentos e antioxidantes),
resultando em produtos de alta qualidade nutricional e sensorial (YUSOFF et al., 2017,
NGUYEN et al., 2020; SANTOS et al., 2022a).

De forma geral, na extracdo aquosa de matrizes oleaginosas, a matéria-prima é

submetida a um pre-tratamento que, normalmente, consiste na trituragdo, diluicdo e
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aquecimento para inativacdo das enzimas naturais presentes. Na sequéncia, a mistura é
transferida para um reator onde a enzima é adicionada ao substrato mantido sob incubagéo,
seguido de centrifugacédo e separacdo do 6leo (TEIXEIRA et al., 2013; SILVA, et al., 2019;
SANTOS et al., 2022a).

Diversas pesquisas tém sido realizadas com o uso de enzimas na extracdo de dleos
vegetais. A Tabela 5, apresenta como o0s processos foram conduzidos e os rendimentos

alcancados nos diferentes estudos.

Tabela 5 — Resultados de pesquisas realizadas com uso de enzimas na extragao de 6leos vegetais.

Referéncia Matéria-prima Enzima E@) T(h) R (%)
Jiang et al. (2010) Amendoim Protease 1,5 5 73,45
Pectinase,
Teixeira et al. (2013) Dendé celulase e 4 1 81,15
tanase
Celulase
N Semente de ’
Jiao Jiao et al. (2014) abobora pectinasee 1,4 1,09 64,17
protease
Ribeiro et al. (2016) Gergelim Pectinase e 10 8 36,65
protease
Celulase,
Silva et al. (2019) Buriti pectinase e 2 6 77,50
protease
Celulase,
Diaz-Suérez et al. (2021) Mamona pe(_:tlnase, 2 4 80,00
hemicelulase e
carboidrase
Santos et al. (2022a) Tucumé-i-da- Celulase e 1 6 81,51
varzea pectinase

E: Porcentagem de enzima em relagdo a massa da amostra (% m/v); T: Tempo de incubagdo (h); R: Rendimento
de dleo extraido (%)

Para extracdo de azeite de oliva, preparacbes comerciais enziméticas contendo

pectinases, celulases e hemicelulases s@o utilizadas, sendo adicionadas durante a etapa de
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prensagem das azeitonas para melhorar o processo de extracdo (BHAT, 2000; KAYSHAP,
2001). A aplicacdo em escala comercial desta tecnologia esté restrita apenas a producdo do
azeite de oliva devido ao alto valor agregado, relacionado a alta concentracdo de compostos
bioativos como polifendis presentes no produto extraido por processo enzimatico (TEXEIRA
etal., 2013).

3.3.2 Enzimas

A selecdo das enzimas para extracdo de 6leos e gorduras, requer o conhecimento da
composicdo do tecido vegetal da oleaginosa a ser processada. Tendo em vista que a parede
celular é composta de diferentes polissacarideos ligados a uma proteina estrutural, o extrato
enzimatico deve conter enzimas com diferentes atividades (GOMES et al., 2002; TEXEIRA et
al., 2013).

As enzimas mais comumente relatadas na literatura para extracdo de 6leos vegetais, séo:
celulases, pectinases, hemicelulases e proteases (JIANG et al., 2010; SILVA, et al., 2019;
DIAZ-SUAREZ, et al., 2021; SANTOS et al., 2022a).

3.3.2.1 Celulase

A classificacdo das celulases, de acordo com seu local de atuacdo no substrato
celulosico, as divide em trés grandes grupos: endoglucanases (EnG), que clivam ligacdes
internas da fibra celuldsica; exoglucanases (ExG), que atuam na regido externa da celulose; e
beta-glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacarideos soliveis em glicose (CASTRO;
PEREIRA, 2010; NARRA et al., 2014).

A endoglucanase, que estéa classificada como EC 3.2.1.4, possui como nome sistematico,
1,4-p-D-glucana-4-glucanohidrolase. E a enzima responséavel por iniciar a hidrélise. A qual
hidrolisa randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celulésica, liberando
oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo (GP) e novos terminais (OLSSON, 1996).
A EnG é a enzima celulolitica responsavel pela rapida solubilizacdo do polimero celulésico,
devido a sua fragmentacdo em oligossacarideos (FARINAS, 2011).

O grupo das exoglucanases (ExG) é constituido por celobiohidrolase (CBH) e glucano-
hidrolase (GH) (OLSSON, 1996).
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A GH (EC 3.2.1.74), conhecida como 1,4-B-D-glucano-hidrolase, possui estratégia de
hidrélise da fibra celuldsica de elevada importéncia, pois é capaz de liberar glicose diretamente
do polimero (OLSSON, 1996).

A CBH (EC 3.2.1.91) chamada de 1,4-B-D-glucana-celobio-hidrolase, é catalisadora da
hidrdlise apenas dos terminais ndo-redutores da fibra celulésica e oligossacarideos com GP>3
em celobiose (OLSSON, 1996; KALIA et al., 2001). A CBH participa da hidrolise priméria da
fibra e é responsavel pela ruptura fisica do substrato, acarretando na desestratificacao das fibras,
pelo aumento das regides intersticiais (OGEDA, 2010).

A CBH ainda pode ser dividida em dois tipos: enzima do tipo | (CBH 1), que hidrolisa
terminais redutores, enquanto que a do tipo Il (CBH I1), hidrolisa terminais ndo redutores. Essas
enzimas geralmente sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrélise (celobiose) (CASTRO;
PEREIRA, 2010).

O terceiro e Gltimo grande grupo de enzimas do complexo celulolitico engloba a -
glicosidase, ou B -glicosideo gluco-hidrolase (EC 3.2.1.21), que € seu nome sistematico. A BG
tem a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soluveis (GP<7) em glicose. Assim
como a CBH, também ¢é reportada com a caracteristica de sofrer inibicdo por seu produto de
hidrélise (OLSSON, 1996; CASTRO; PEREIRA, 2010).

No mercado industrial, a celulase ocupa uma posi¢cdo de destaque entre as enzimas
comercializadas. A forte demanda da celulase é atribuida as suas diferentes aplicacGes
industriais como: extracdo de proteina de soja, 6leos essenciais, aromatizantes, utilizacdo na
industria téxtil, no mercado de detergentes, na industria de alimentos, na industria de polpa e
de papel, no tratamento de residuos e na producdo de bioetanol de segunda geracdo
(SINGHANIA et al., 2010; KARMAKAR et al., 2011; YOON et al., 2014; FACCIOLI et al.,
2020).

As celulases comerciais sdo produzidas, em sua maioria, pelos fungos filamentosos
Trichoderma reesei ou Aspergillus niger por fermentacdo submersa (CHUNDAWAT et al.,
2011).

3.3.2.2 Pectinase
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As pectinases sdo um grupo de enzimas que degradam substancias pécticas hidrolisando
as ligacOes glicosidicas ao longo da cadeia carbbnica. Podem ser despolimerizantes ou
desesterificantes e sdo produzidas por plantas, fungos filamentosos, bactérias e leveduras
(UENOJO; PASTORE, 2007).

Devido a grande diversidade de pectinas nas plantas e sua consequente complexidade,
sdo necessarias diferentes pectinases com diversas formas de acdo: poligalacturonase,
pectinesterase, pectinaliase e pectatoliase (PAL) (MARTOS, 2013).

As pecninases sdo classificadas com base no ataque ao esqueleto galacturdnico,
preferéncia ao substrato, acdo por transeliminacdo ou hidrélise e por clivagem randémica ou

terminal, como:

a) Desesterificante ou desmetoxilante: removem os grupos metil-éster, como, por
exemplo, a pectinoesterase (PE) (SANTI et al., 2014).

b) Despolimerizantes: catalisam a clivagem das ligacGes glicosidicas das substancias
pécticas, como por exemplo, hidrolases (polimetigalacturonases e poligalacturonases) e as
liases (pectina liase) (SANTI et al., 2014).

c) Protopectinases: solubilizam a protopectina para formar pectina (YADAYV et al.,
2009).

As pectinases comerciais, sdo produzidas por fungos, especialmente do género
Aspergillus e sdo amplamente utilizadas nas industrias. No setor de producéo de alimentos,
algumas das aplicacOes das pectinases incluem, na extracgdo, clarificacdo e despectinizacdo de
sucos de fruta, maceragédo de vegetais para producdo de pastas e purés, fabricacdo de vinhos,
fermentacdo de cha e chocolate, tratamento de residuos vegetais, enriquecimento proteico de
alimentos infantis, entre outras utilidades (MURAD; AZZAZ, 2011; FACCIOLI et al., 2020).

3.3.2.3 Protease
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As proteases (EC 3.4) pertencem ao grupo das hidrolases que catalisam a reacdo de
ligacOes peptidicas das proteinas e podem apresentar atividade sobre as ligagOes éster e amida
(KOBLITZ, 2010). Essas enzimas, conduzem modificacGes seletivas especificas em proteinas
e na maioria dos casos, a proteolise € direcionada e limitada a clivagem de ligacGes peptidicas
especificas da proteina (BEYNON; BOND, 1996; TAVANO et al., 2018).

Segundo a Unido Internacional de Bioquimica (IUB) as enzimas proteoliticas
classificam-se em seis grupos de acordo como o tamanho molecular, propriedades elétricas,
com a sua especificidade ao substrato e modo de acdo (BEYNON; BOM, 1996). Séo
classificadas pelo modo de acdo em exopeptidases (atuam nas extremidades das cadeias
polipeptidicas) e endopeptinases (agem nas ligacBes no interior da cadeia proteica). As
exopeptidases dividem-se em: aminopeptidases, carboxipeptidases, serina-proteases, cisteina-
proteases ou proteases sulfidrilicas, proteases asparticas ou acidas e metanol-proteases. As
endopeptinases sao subdivididas em serina, cisteina, aspartico, metalo e treonina-
endopeptidases (KOBLITZ, 2010).

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas comerciais, com
aplicacdes em diferentes setores industriais, como de alimentos, durante o amaciamento de
carnes; em industria farmacéutica no desenvolvimento de medicamentos; na industria de
produtos de limpeza, como na potencializacdo de detergentes; na inddstria de couros, durante
de remocdo de pelos; no ramo da estética, como no procedimento peeling. As proteases obtidas
por micro-organismos do género Bacillus, formam o grupo mais importante de enzimas
produzidas  comercialmente  (GENCKAL; TARI, 2005; KOBLITZ, 2010;
PATYSHAKULIYEVA, 2021).

A maioria das enzimas comerciais sdo obtidas de micro-organismos modificados,
aceleram a maior parte dos processos bioguimicos, de baixo consumo energético, possuem
baixa toxicidade e sdo altamente especificas para determinadas acdes. Além disso, sdo capazes
de alterar as caracteristicas de variados tipos de residuos sem o uso de altas temperaturas,
solventes organicos e extremos de pH, oferecendo, ao mesmo tempo, maior especificidade na
reacdo, pureza no produto e reducdo no impacto ambiental (MUSSATTO et al., 2007,
TEXEIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2022a).

3.4 COMPOSTOS FENOLICOS
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Quimicamente, os compostos fendlicos compreendem um amplo grupo de substancias
classificadas como metabdlitos secundarios em plantas, caracterizados por conterem em sua
estrutura no minimo um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo
grupos funcionais tais como ésteres, ésteres metilicos e glicosideos (SHAHIDI; NACZK, 1995;
APAK et al., 2007; HAMINIUK et al., 2012). Mais de 8.000 estruturas de compostos fendlicos
sdo conhecidas, variando desde moléculas simples, tais como os &cidos fendlicos, até
substancias altamente polimerizadas como os taninos (DAI; MUMPER, 2010).

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos resulta da grande variedade de
esqueletos carbdnicos dentro desse grupo de composto, bem como das varias modificacBes de
substituintes primarios e secundarios (LEWANDOWSKA et al., 2013). Com base no numero
de anéis aromaticos e elementos estruturais que ligam estes anéis uns aos outros, 0s compostos
fenolicos podem ser classificados em polifendis, fendis simples e acidos (CHEYNIER et al.,
2013; QUIROS-SAUCEDA et al., 2014; APAK et al., 2007).

Os compostos fendlicos podem estar associados com carboidratos, lipideos, acidos
organicos, aminas e componentes da parede celular (celulose, hemiceluloses e lignina)
(QUIROS-SAUCEDA et al., 2014; VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014). Os polifentis
sdo comumente encontrados tanto na parte comestivel quanto na ndo comestivel de plantas e
apresentam um papel importante na qualidade de frutas, devido a sua contribui¢do no paladar
(amargor e adstringéncia), cor e propriedades funcionais (CHEYNIER, 2005; GHARRAS,
2009).

As principais fontes de compostos fendlicos na dieta humana sdo frutas, vegetais e
bebidas, entre outros (LANDETE, 2012). O teor destes compostos presentes nos vegetais é
dependente do grau de maturacdo, variedade, clima, composicdo do solo, localizacdo geogréafica
e condicBes de armazenamento, dentre outros fatores (HAMINIUK et al., 2012).

Em sementes oleaginosas, 0s acidos fendlicos sdo os compostos encontrados com maior
frequéncia, incluindo os acidos cafeico, galico, vanilico, ferulico, p— cumarico, protocateico,
p—hidroxibenzoico, sinapico, gentisico e p—hidroxifenilacético (ZAMBIAZI; ZAMBIAZI,
2000).

Os 0leos vegetais comerciais apresentam pequenas quantidades de compostos fenolicos,
uma vez que grande parte destes é removida durante as etapas de refino. Excecéo € o azeite de
oliva virgem que contém quantidades significantes de fendlicos, sendo fonte de, pelo menos,
trinta compostos diferentes (TUCK; HAYBALL, 2002).

Além dos fatores sensoriais e tecnoldgicos, os polifenois tém obtido grande destaque

devido, principalmente, as suas propriedades antioxidantes. A atividade antioxidante de



37

compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica.
Estas caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de
radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes
fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonédncia do anel aroméatico presente na
estrutura destas substancias (TEIXEIRA et al., 2013).

A acdo antioxidante dos compostos fenolicos apresenta um papel importante na reducao
da oxidacdo lipidica, pois quando incorporado na alimentacdo humana ndo conserva apenas a
qualidade dos alimentos mas também reduz o risco de desenvolvimento de patologias como
doencas cardiovasculares, cancer, Ulceras, processos inflamatorios, fragilidade vascular e
infec¢des (MARTINEZ—VALVERDE et al., 2000; SOARES, 2002).

Silva et al. (2018), determinaram as concentracdes de fendlicos totais em sementes de
cupuagu e tucumd, e obtiveram valores de 11.797 e 1.178,6 mg GAE/100g, respectivamente. A
gordura da semente de cupuagu apresentou grande quantidade de compostos fendlicos totais,
podendo ser indicado como fonte dietética destes compostos.

Koolen et al. (2013), encontraram quantidades consideraveis de compostos fendlicos e
o perfil fendlico indicou, principalmente, a presenca de flavonoides na polpa de buriti. Ribeiro
(2010) e Ferreira et al. (2011) determinaram os compostos fendlicos totais para 6leo de buriti e
observaram os valores de 303 e 309,9 ug EAG/g de 6leo, respectivamente.

A composicdo de compostos fendlicos foi determinada em 6leos de sementes de soja,
girassol, canola, milho, uva, canhamo, linhaca, arroz e abobora obtidos por extracdo a frio. Os
6leos de abdbora e canhamo apresentaram as maiores concentragcdes com cerca de 2,5 mg de
equivalentes de acido cafeico por 100 g de 6leo, e o 6leo de sementes de uva apresentou a
menor quantidade com 0,51 mg/100g. Nos 6leos analisados foram quantificados os acidos
protocatecuico, p—hidroxibenzdico, vanilico, cafeico, p—cumarico, fertlico e sinapico. O 6leo
de canola caracterizou-se pelo maior conteudo de acidos fendlicos (256,6 g.100/g),
especialmente &cido sinapico. Os demais 6leos apresentaram concentracdes de &cidos fenolicos
substancialmente inferiores variando de 0,40, no 6leo de arroz, a 22,1 pug/100g, no 6leo de
sementes de abdbora (SIGER et al., 2008).

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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Os antioxidantes séo substancias que podem protelar ou impedir a oxidagdo de um
substrato agindo na prevencdo, interceptacdo e/ou no reparo contra a formacao de substancias
nocivas as células ou tecidos (ROHENKOHL et al., 2011).

O potencial antioxidante de um composto é determinado pela reatividade do mesmo
como doador de elétrons ou hidrogénio, sua capacidade de deslocar ou estabilizar elétrons
desemparelhados e suas reatividades com outro antioxidante ou com o oxigénio molecular.
Estas substancias podem reduzir os danos adversos, desintegrando os oxidantes antes que estes
reajam com 0s alvos bioldgicos, impedindo assim as reacdes em cadeia ou a ativacao do
oxigénio a produtos altamente reativos (MORAES; COLLA, 2006; MALTA, 2011).

A atividade antioxidante dos 6leos e gorduras é determinada por sua composicao fisico-
qguimica e pela presenca de compostos lipofilicos de natureza antioxidante. Os antioxidantes
presentes em 0Oleos vegetais atuam protegendo-os contra a acdo de radicais livres, que levam a
peroxidacdo lipidica, principal forma de degradacéo de 6leos vegetais. Além da acéo protetora
ao proéprio bleo, estes antioxidantes naturais apresentam bioatividade no organismo humano,
com potencial na prevencdo de doencas cronicas (SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al., 2008;
CASTELO-BRANCO; TORRES 2011).

A formacéo de radicais livres estd associada com o metabolismo normal das células
aerdbias. O consumo de oxigénio inerente a multiplicacdo celular leva a geracdo de uma série
desses radicais. A interacdo destas espécies com moléculas de natureza lipidica em excesso,
produz novos radicais hidroperéxidos e diferentes perdxidos. A producdo de radicais livres é
controlada nos seres vivos por diversos compostos antioxidantes, 0s quais podem ter origem
endogena ou serem obtidos pela dieta. Quando ha limitagdo na disponibilidade de antioxidantes
podem ocorrer lesdes oxidativas de carater cumulativo e os grupos de radicais podem interagir
com os sistemas bioldgicos de formas citotoxicas (MORAES; COLLA, 2006; SOUSA et al.,
2007).

Durante o processamento, antioxidantes naturais presentes nas sementes oleaginosas séo
separados em fraces lipofilicas e hidrofilicas. A maioria dos antioxidantes lipofilicos é extraida
com o Oleo durante a prensagem e extracdo com solvente. Antioxidantes mais polares, no
entanto, sdo parcialmente removidos durante a etapa de refino (SCHMIDT; POKORNY,
2005). Oleos prensados a frio, ou aqueles obtidos por processos que envolvam temperaturas
mais amenas retém altos niveis de antioxidantes naturais e, desta forma, apresentam elevada
vida util sem a adicdo de antioxidantes sintéticos, promovendo, ainda, beneficios a saude
(PARKER et al., 2003).
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Para medir a capacidade antioxidante de alimentos e amostras biolégicas, diferentes
ensaios podem ser realizados. Os ensaios espectrofotométricos sdo adotados para medir a
capacidade antioxidante de alimentos, sendo mais populares aqueles que utilizam os radicais
2,2 azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) e o 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH).
Além daquele que mede a capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) e a
capacidade de reducdo de ions ferro em plasma (FRAP). A maioria destes ensaios emprega 0
mesmo principio, um composto radicalar sintético de cor ou oxi-redutor € gerado e a capacidade
de uma amostra bioldgica para eliminar os radicais ou para reduzir o composto redox-ativo é
monitorada por espectrofotOmetro, juntamente com a aplicacdo de um padréo adequado para
quantificar esta capacidade antioxidante, por exemplo, por equivalente de Trolox (TEAC) ou
equivalente de vitamina C (VCEAC). Além disso, existem dois tipos basicos de mecanismos.
Um deles baseia-se na transferéncia de elétrons e envolve a reducdo de um oxidante de cor,
como o ABTS, DPPH e ensaio FRAP. O outro aborda uma transferéncia de atomo de
hidrogénio, como no teste ORAC, em que os antioxidantes e o0 substrato competem
termicamente pelos radicais peroxila gerados (FLOEGEL et al., 2011).

Os métodos mais comumente utilizados devido a facilidade, rapidez e sensibilidade sdo
o0s que envolvem a medida do desaparecimento de radicais livres coloridos tal como o do
ABTS (2,2 azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), por meio de espectrofotometria
(FLOEGEL et al., 2011).

3.6 ANALISE TERMOGRAVIMETICA

As técnicas termoanaliticas vém adquirindo importancia crescente em todas as areas de
conhecimento na quimica basica e aplicada. Esse incremento na utilizacdo dessa metodologia,
dotada de grande potencialidade, foi favorecido pela disponibilidade de instrumentos
controlados por microprocessadores, capazes de fornecer resultados precisos quanto ao
comportamento térmico dos materiais em tempo relativamente curto. Estes métodos sdo
amplamente utilizados no controle de qualidade de éleos e gorduras vegetais, pois fornecem,
com rapidez e eficiéncia, informacGes sobre a estabilidade do extrato oleoso, perante seu
comportamento térmico (VOGEL, 2011).

A Termogravimetria (TG) é um método quantitativo, validado em termos de precisdo,
exatiddo, robustez e limite de quantificacdo, onde, em condi¢bes controladas de gas ambiente e

aumento de temperatura, fornece informacdes de alteracbes de massa ocorridas, sendo
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representadas por curvas, nas quais obtém-se conclusdes sobre a estabilidade térmica de uma
amostra. Entretanto, quando se trata das faixas em que se tém as variag0es de massa, este
método se torna também qualitativo, ja que esse parametro é medido em funcdo de fatores
instrumentais e caracteristicas das amostras (IONASHIRO, 2005; GIL, 2010).

A andlise de TG dispde de recursos que possibilitam o monitoramento do
comportamento térmico de 6leos e gorduras, estabilidade oxidativa, pardmetros de cinética,
energia de ativacdo, como também determinar a fracdo de compostos volateis presentes devido
a variacdo de massa com o aumento de temperatura (CONI et al., 2004; SAAD et al., 2008).
Essa variacdo de massa de uma amostra € resultante de uma mudanca fisica (sublimacao,
evaporacdo, condensacdo) ou quimica, como a decomposi¢cdo, degradacdo e oxidacdo
(MOTHE; AZEVEDO, 2002).

Os resultados sdo apresentados na forma de uma curva TG, em que se registra a variacao
de peso em funcdo da temperatura ou do tempo. A partir da curva TG, pode-se obter a curva
DTG que consiste na derivada da TG. A DTG, por sua vez, mostra os dados de forma mais
enfatizada, demonstrando o ponto inicial e final da decomposicao e tornando as informacdes,

visualmente, mais acessiveis (VOGEL, 2011).

3.7 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) é uma técnica de muita importancia
na analise organica qualitativa, sendo amplamente utilizadas nas areas de quimica de produtos
naturais, sintese e transformac@es organicas (COATES, 2000).

Esta técnica promove uma medicdo do comprimento de onda e intensidade da absor¢éo
de luz infravermelha, ocasionando uma energia suficiente para excitar vibracdes moleculares a
niveis de energia mais altos de uma amostra. A alta seletividade do método torna possivel a
estimativa de um analito em uma matriz complexa. Este método implica a analise dos
movimentos de rotacdo e de vibragdo dos atomos em uma molécula (HOLLER, 2009).

A FTIR tem revolucionado as analises de amostras liquidas e solidas, pois 0s soluciona
0s aspectos mais desafiadores da analise no infravermelho, como a preparacdo das amostras e
a reprodutibilidade espectral. Destaca-se por utilizar pequena quantidade de amostra e por ndo
envolver processos laboriosos no preparo destas, por essas caracteristicas vem sendo
largamente empregada na analise do lipidios (FERRAO et al., 2011; GONCALVES et al.,
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2014). Além destas vantagens, a FTIR possui alta velocidade e capacidade de detectar varios
tipos de componentes e robustez, porém, como desvantagem apresenta a impossibilidade de
identificacdo direta dos grupamentos organicos, sendo realizado por meio de comparacao com
dados da literatura (SKOOG et al., 2002; ZHANG et al., 2015).

Durante o processo de anélise de FTIR, a transmissdo do sinal ocorre devido a um feixe
de radiacédo eletromagnética que engloba a faixa espectral do infravermelho, passando através
da amostra em analise, onde, cada uma das espécies moleculares constituintes absorve a
radiacdo infravermelha a um conjunto especifico de comprimentos de onda, que pode ser
medida (RILEY et al., 2007). Desta forma, os espectros do FTIR descrevem um sinal quimico
da amostra contendo informagdes complexas onde as alteragdes na posicao e intensidade das
bandas no espectro estariam associadas as alteracdes na composicdo quimica de uma amostra
(ROHAETI et al., 2015).

Com a utilizacdo da técnica de FTIR, ndo se pode afirmar qual a composi¢éo quimica
precisa de uma amostra, entretanto esta ferramenta é muito Util, especialmente, quando se
objetiva identificar alteracbes na composi¢do, por meio da compara¢do entre 0S grupos
funcionais, como também discriminar espécies estreitamente relacionadas, assim, esta técnica
tem sido amplamente utilizada no estudo de dleos e gorduras vegetais (GONCALVES et al.,
2014; POPESCU et al., 2015).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA - PRIMA
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As sementes de cupuacu (20 kg), provenientes da safra de 2018, foram fornecidas pela
Cooperativa dos Fruticultores de Abaetetuba (COFRUTA) (Abaetetuba - PA) e encaminhadas
ao Laboratdrio de Medidas Fisicas (LAMEFI) - Universidade Federal do Para (UFPA / Belém),
onde foram armazenadas a temperatura de -18 °C até a realizacao dos experimentos.

4.2 ENZIMAS

As enzimas utilizadas no processo de extragdao foram Celluclast® 1.5L (celulase) com
700 U.g! de atividade EGU, Pectinex® Ultra SP-L (pectinase) com 3800 U.g! de atividade
PGNU e Alcalase® 2.4L FG (protease) com 2.4 U.g™! de atividade AU-A, gentilmente doadas
pela empresa Novozymes® (Bento Gongalves, RS).

4.3 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

4.3.1 Umidade e lipidios

As sementes foram caracterizadas quanto aos teores de umidade (método n° 925.10) e
lipidios totais (método n° 922.06), em triplicata, de acordo com as metodologias oficiais da
AOAC (2002).

4.3.2 Capacidade antioxidante

4.3.2.1 Preparo do extrato

Foi pesado 5 g da amostra de semente (previamente trituradas em liquidificador
doméstico (Walita) e homogeneizadas) em um copo Becker de 100 mL e adicionado 40 mL de
metanol 50 %. Essa solucdo foi homogeneizada e logo depois deixada em repouso por 60
minutos a temperatura ambiente. Na sequéncia, a amostra foi centrifugada a 10.000 g por 15
minutos, o sobrenadante foi filtrado (em papel filtro) e transferido para um baldo volumétrico

de 100 mL. A partir do residuo da primeira extracdo, foi adicionado 40 mL de acetona 70 %, e
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repetiu-se o procedimento na solugéo: homogeneizacéo, repouso, centrifugacédo, filtracdo e o
sobrenadante resultante foi transferido para o baldo volumétrico que continha o primeiro
sobrenadante. Para finalizacéo do extrato, completou-se o volume do baldo (100 mL) com agua

destilada.

4.3.2.2 Capacidade antioxidante pelo método ABTS

A determinacdo da atividade antioxidante da semente de cupuacu foi baseada no método
do radical ABTS, descrito por Re et al. (1999).

O cétion radical ABTS foi preparado a partir da reacdo de 5 mL da solucdo de ABTS 7
mmolL* com 88 pL da solugdo 140 mmolL? de persulfato de potassio (K2S20s), € encubado
na auséncia de luz durante 16 horas, a temperatura ambiente. Apés este tempo, a solucéo de
ABTS foi diluida em alcool etilico até alcancar uma solucédo com absorbancia de 0,70 nm + 0,05
nm a 734 nm. Sequencialmente, quatro pontos foram preparados para obtencdo da curva de
calibracao do Trolox, onde os volumes do radical foram 0,5; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mL, diluidos para 10
mL de alcool etilico e comparadas com o branco. Ainda utilizando esses volumes, a partir do
extrato obtido no item anterior, em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 30 pL de cada
diluicdo do extrato para reagirem com 3 mL de solucdo de ABTS, apds homogeneizacéo, foi feita
a leitura a 734 nm (ap6s 6 minutos da mistura), utilizando alcool etilico, como branco, para calibrar
o espectrofotdmetro. Foi construida a curva padrao a partir dos valores de absorbancia do Trolox,
e os resultados foram expressos em pmolL? de equivalentes de Trolox por g de amostra
(umolLtrolox/g).

4.3.3 Fendis totais

4.3.3.1 Preparo do extrato

As sementes de cupuagu foram previamente trituradas em liquidificador doméstico
(Walita) e homogeneizadas. Posteriormente, a amostra foi diluida em metanol 80 % na
proporcdo de 3:10 (g/mL) em Erlenmeyer de 125 mL e colocada sob agitacdo (100 rpm) a
temperatura de 50 °C, durante 60 minutos. Na sequéncia, a amostra foi centrifugada a 4.000 g
por 10 minutos e recolhido o sobrenadante. A fragdo metandlica recolhida, foi filtrada em papel
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de filtro, lavada com 10 mL de hexano para remogdo de interferentes lipidicos e armazenada

em frasco de vidro &mbar.

4.3.3.2 Concentracdo de fenolicos totais

O teor de fendis totais foi determinado pelo método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteu, segundo metodologia proposta por Singleton e Rossi (1965), em triplicata. O método
colorimétrico baseia-se na capacidade de reducdo do acido fosfomolibdico e fosfotlingstico
pelas hidroxilas dos fendis produzindo uma coloragéo azul.

Uma aliquota de 0,3 mL do extrato metandlico foi adicionada ao tubo teste, juntamente
com 8,2 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente de Folin Ciocalteu. A reacdo ficou em
repouso por 5 minutos, para entdo ser acrescentado 1 mL de carbonato de sédio (Na2CO3) a 10
% (m/v). Em seguida, o tubo foi agitado e logo depois deixado em repouso por 60 minutos em
auséncia de luz. A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro utilizando
comprimento de onda de 750 nm e 0s resultados foram expressos como pg de equivalente acido

galico/g de amostra (ug EAG/Q).

4.4 PROCESSO DE EXTRACAO

4.4.1 Preparo das amostras



45

O preparo inicial das amostras foi realizado de acordo com processo ilustrado na

Figura 4.
‘ Matéria-prima ‘
Retirada da
pelicula
Pré-tratamento
das sementes
l v i
AU: Autoclavagem SE: Secagem AU + SE
‘ Trituracdo ‘ ‘ Trituragéo ‘ ‘ Trituragdo ‘
‘ Armazenamento ‘ ‘ Armazenamento ‘ ‘ Armazenamento ‘

Figura 4 — Fluxograma do processo de preparo das amostras para posterior extracdo de gordura.

Todos os experimentos realizados, utilizaram 0 mesmo lote de sementes.
Inicialmente, as sementes foram descongeladas em temperatura ambiente, e na
sequéncia, efetuou-se a retirada da pelicula com auxilio de faca de ago inoxidavel, objetivando

a remocao do resto de polpa que fica aderida a semente ap0s 0 processo de despolpamento.

4.4.1.1 Pré-tratamento das semente
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As sementes foram submetidas a diferentes pré-tratamentos térmicos, a fim de
selecionar aquele que apresentasse melhor eficiéncia, no processo de extracdo enzimatica de
gordura (uma amostra controle - CO, foi mantida sem tratamento).

Seguem apresentados os pré-tratamentos realizados:

- Autoclavagem (AU): A amostra destinada a autoclave foi acondicionada em
embalagem flexiveis de polietileno e autoclavada, a temperatura de 121 °C por 1 minuto. O
objetivo dessa etapa foi eliminar as enzimas lipases, peroxidases, polifenoloxidases e as
lipoxigensases responsaveis pela hidrdlise dos triacliglicerdis, oxidacdo de polifendis de
vegetais frescos. Além disso, o calor aplicado nesse processo auxilia no rompimento da parede

celular vegetal da semente, o que facilita a extracdo do 6leo (TEXEIRA et al., 2013).

- Secagem (SE): A amostra foi distribuida em bandejas, e seca a temperatura de 60 °C,
por aproximadamente de 18 h, com objetivo de reduzir a umidade do material (10 %), para

facilitar a extracdo da gordura;

- Autoclavagem + secagem (AU + SE): Essa amostra foi submetida as duas etapas

descritas anteriormente.

4.4.1.2 Trituracdo

Ap0s os tratamentos, as amostras foram trituradas em liquidificador doméstico (Walita),
até a formacdo de massa uniforme, no caso das amostras umidas (CO e AU), ou farinha
uniforme, no caso das amostras secas (SE e AU + SE), com objetivo de aumentar a relacdo da
area superficial por volume de material. As farinhas obtidas, foram homogeneizadas em
peneiras da série Tyler com granulometria de 20 mesh. Todas as amostras foram embaladas em
sacos plasticos transparentes de polietileno (com capacidade de 200 g), e mantidas sob

refrigeracdo a 5 °C até o momento da realizagdo das extragdes.

4.4.2 Processo de extracdo aquosa enzimatica
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A extracdo enzimatica em meio aquoso da gordura da semente de cupuacu foi realizada

em duas etapas:

Etapa 1: Processo de extracdo com celulase

A primeira etapa do processo de extracdo, objetivou selecionar o ensaio que
apresentasse melhor eficiéncia de extracdo de gordura, a partir dos diferentes tratamentos dados
as amostras (item 4.4.1.1), combinados com diferentes sistemas de incubac&o, totalizando 24
ensaios.

O processo de extragédo, seguiu o procedimento recomendado por Texeira et al. (2013),
com modificacdes. Em Erlenmeyer de 125 mL, pesou-se 10 g de cada amostra, separadamente,
adicionado de solucdo tampéo pH 4 (&cido acético e acetato de sddio), nas proporcoes de 1:5 e
1:10 (m/v) e adicionado 1 % de enzima celulase (em relagdo ao peso da amostra).
Posteriormente, as solugdes foram incubadas em diferentes condigOes, conforme

esquematizado na Figura 5.

Amostras/ Relacéo Sistema de Condicéo de incubacéo
Tratamento amostra : solvente incubacéo
AU
Banho termostéatico
SE 15 - Tempo: 1 h sem agitagdo
AU + SE Banho - Temperatura: 60 °C
Co termostatico Agitador orbital:
AU + - Rotagéo: 120 rpm
: ; - Tempo: 1 h
1:10 Agitador orbital
SE - Temperatura: 60 °C
AU + SE
Total de ensaios: 8
CO
AU -
Banho termostético
SE 1:5
AU+ SE Banho - Tempo: 1 h com agitagéo
(manual, a cada 10 min)
co termostatico - Temperatura: 60 °C
AU * Agitador orbital:
SE 1:10 Agitador orbital - Rotagdo: 120 rpm
AU+ SE - Tempo: 1 h
- Temperatura: 60 °C
(6{0]
Total de ensaios: 8
AU
SE 1:5
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AU + SE Agitador orbital:
CoO Agitador orbital - Rotacio: 120 rpm
AU - Tempo: 2 h
SE 1:10 - Temperatura: 60 °C
AU + SE Total de ensaios: 8
coO

Figura 5 — Processo de extracdo da gordura da améndoa de cupuacu de acordo com os diferentes pré-
tratamentos efetuados nas sementes e sistemas de incubacéo.

Para finalizar o processo de extragdo, as enzimas foram inativadas em banho
termostatico a 80 °C por 5 minutos. Em seguida, o sistema foi distribuido em tubos de ensaio e
centrifugado por 20 minutos a 10.000 g, em temperatura de 40 °C para a separa¢ado e obtencéo
das fases oleosa, aquosa e sdlida. Apos a separacao das fases, os tubos foram armazenados sob
refrigeragéo (5 °C, por 20 min) para solidificagdo da gordura, a fim de viabilizar o processo de
separacgdo e coleta das fases. Ap6s a separagdo, a fase gordurosa foi coletada com auxilio de

pinca de inox, quantificada (massa) para o calculo de eficiéncia de extracéo.

Etapa 2: Cinética de extracdo com celulase, pectinase e protease

A partir dos resultados obtidos na etapa anterior, foi selecionado o processo (que
envolveu diferentes pré-tratamentos da semente e sistemas de incubacdo) que apresentou
melhor resultado de eficiéncia de extracdo e procedeu-se um estudo sistematico sob as
condigdes determinadas, com uso de diferentes enzimas: Celluclast® 1.5L (celulase),
Pectinex® Ultra SP-L (pectinase) e Alcalase® 2.4L FG, para avaliar a atuacdo das mesmas no
processo de extra¢do aquosa.

Nesta etapa, a quantidade de amostra (10 g), concentracdo enzimatica (1 %) e
temperatura do processo (60 °C) foram mantidas, enquanto que a relacdo massa de
amostra/solucdo aquosa (tampdo com pH Otimo para atuagdo de cada enzima: celulase e
pectinase, pH 4; protease pH 8) foi fixada na que apresentou maior rendimento em gordura, na
etapa anterior.

A cinética da extragdo enzimatica foi acompanhada, visando selecionar a enzima

(celulase, pectinase ou protease) que apresentasse maior eficiéncia na extragdo de gordura.
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A cinética foi acompanhada pela eficiéncia da extracdo de gordura das amostras (em
duplicata), no intervalo de 2 em 2 horas, no tempo total de 8 horas de incubacao.

As gorduras extraidas foram coletadas e transferidas para tubos Eppendorf de 3 mL,
pesadas e armazenadas a -18 °C. As fases aquosas das extracdes foram coletadas, filtradas a
vacuo com papel de filtro para eliminar qualquer residuo da torta, transferidas para frascos
ambar e armazenadas a -18 °C.

4.4.3 Eficiéncia da extracao

A eficiéncia de extracdo da gordura foi calculada em percentagem de acordo com a

Equacéo 1.

massa da gordura (g)/ massa da amostra (g) 100 (Eq 1)

Eficiénci r % =
ciéncia do processo % teor total de gordura (g)

Onde, a massa total da gordura na amostra extraida por solvente equivale a 100% de

eficiéncia e os processos avaliados, em funcédo deste teor.

4.5 CARACTERIZACAO DA GORDURA

O ensaio que demonstrou maior eficiéncia de extracdo aquosa enzimatica em relacéo a
extracdo com solvente (da gordura da semente de cupuagu), para cada enzima avaliada na

cinética de extracdo, foi caracterizado.

4.5.1 Perfil de &cidos graxos

A obtengdo de metil-ésteres foi realizada via saponificacdo e esterificagdo segundo
metodologia descrita por Rodrigues et al. (2010). A separacao dos ésteres metilicos foi realizada
em um cromatdgrafo a gas VARIAN Modelo CP-3380, equipado com detector de ionizacédo de
chama (FID); injetor split e coluna capilar de silica fundida CP-SIL 88 (60 m x 0,25 mm,
VARIAN, EUA). Os parametros de analise foram: hélio como gas de arraste com vazdo de 0,9

mL/min, detector FID a 250 °C, injetor (split razdo de 1:100) a 245 °C, volume de injecéo de 1
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pL. A temperatura programada da coluna: 4 min a 80 °C e um aumento subsequente a 220 °C a
4 °C/min. Os picos de &cidos graxos individuais foram identificados por comparagdo dos
tempos de retencdo com os de misturas conhecidas de padréo de acidos graxos (74X Nu-check-
prep, Inc., EUA), executados sob as mesmas condicdes operacionais. Os resultados foram

expressos em porcentagem relativa do total de acidos graxos.

4.5.2 indice de iodo

O indice de iodo foi calculado a partir da composi¢do em acidos graxos, de acordo com

0 método oficial da AOCS Cd 1c-85 (AOCS, 2004).

4.5.3 Indice de saponificacio

O indice de saponificacdo foi calculado a partir da composicdo dos acidos graxos dos

6leos puros e misturas binarias, de acordo com metodo oficial da AOCS Cd 3-94 (AOCS, 2004).

4.5.4 indice de acidez

A acidez foi determinada por titulacdo segundo o método oficial da AOCS Ca 5a-40

utilizando um titulador potenciométrico (Metrohm, Titrino Plus, modelo 848, Suica). Os

resultados do indice de acidez foram expressos em acido oleico (AOCS, 2004).

4.5.5 Indice de peroxido

O indice de peroxido foi determinado através do método titulométrico, segundo o
método oficial da AOCS Cd 8-53 (AOCS, 2004).
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4.5.6 Estabilidade oxidativa

Este método denominado indice de estabilidade oxidativa, consiste em submeter uma
amostra de 6leo a condicdes aceleradas de oxidacgdo, determinando o tempo (em horas) para
que uma amostra de 6leo ou gordura atinja um nivel de oxidacéao (rancificacdo) de cordo com
0s parametros do teste, tal que os produtos de oxidacdo formados alterem a condutividade
elétrica. A analise foi realizada nas seguintes condi¢fes: 3 g de amostra, temperatura de 130
°C e vazdo de ar (20 L/h), utilizando aparelno RANCIMAT (Rancimat Metrohm modelo 873,
EUA), de acordo com o método Cd 12b-92 (AOCS, 2004). A oxidacdo foi induzida pela
passagem de ar pela amostra, mantida a temperatura constante. Os produtos volateis de
degradacéo foram coletados em agua ultrapura. A curva de condutividade elétrica versus tempo
foi automaticamente registrada no decorrer da reacdo. A estabilidade oxidativa foi expressa
como periodo de inducao oxidativa (tempo necessario para atingir o ponto de inflexdo da curva
de condutividade).

4.5.7 Indices de qualidade nutricional

A qualidade nutricional das amostras foi determinada utilizando o indice de
aterogenicidade (IA) (Equacdo 2) e indice de trombogenicidade (IT) (Equacdo3), descritos por
Ulbricht e Southgate (2001), e a razdo entre 4acidos graxos hipocolesterolémicos e

hipercolesterolémicos (h/H) ( Equagéo 4), descrito por Santos-Silva et al. (2002).

indice de aterogenicidade (1A):

_ C12:0+4 x C14:0 + C16:0

A= (Eq. 2)
YAGMI+ ZAGw6+XAGm3

indice de trombogenicidade (IT):

_ C14:0 + C16:0 + C18:0
IT= (Eq. 3)
(0,5 x TAGMD+(0,5 x TAG®6)+(3 x TAG®3)+H(ZAGw3/ZAGw6)
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Raz&o entre acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (h/H):

h/H — (C18:1 ®9 + C18:2 6 + C20:4 06 + C18:3 ©3 + C20:5 @3 + C22:5 »3 + C22:6 »3)
(C14:0 + C16: 0)

(Eq. 4)

Sendo, C 12:0= &cidos laurico C14:0 = &cido miristico, , C16:0 = C18:0 = acido
palmitico, C18:1 9= &cido oleico, C18:2 m6= acido linoleico, C20:4 w6= &cido araquidonico,
C18:3 3= alfa-linolénico, C20:5 ®3=4acido -eicosapentaenoico, C22:5 3= 4acido
docosapentaenoico, C22:6 ®3= docosahexaenoico; XAGMI representa a soma das
concentracdes de todos os &cidos graxos monoinsaturados; XAGw6 representa a soma das
concentracdes dos acidos graxos poliinsaturados émega 6 e ZAGw3 representa a soma das

concentragdes dos acidos graxos poliinsaturados 6mega 3.

4.5.8 Compostos bioativos

4.5.8.1 Capacidade antioxidante pelo método ABTS

A determinacéo da atividade antioxidante foi realizada nas amostras de gordura baseado
no método do radical ABTS, descrito por Re et al. (1999). Para o preparo da amostra dissolveu-
se 3 g de 6leo em 10 mL de hexano. A analise foi realizada conforme descrito no item 4.3.2.2.

Os resultados foram expressos em pmolL™ trolox/g.

4.5.8.2 Fenolicos totais

Foi realizada extragdo por solvente para determinar a concentragéo de fendlicos totais
da gordura. As amostras de gordura foram diluidas em metanol 80 % na proporgéo de 3:10
(g/mL) em Erlenmeyer de 125 mL e colocado sob agitagdo (100 rpm) a temperatura de 50 °C
durante 60 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4.000 g por 5 minutos
e recolhido o sobrenadante. A fracdo metandlica recolhida foi lavada com 10 mL de hexano

para remocao de interferentes lipidicos.
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A concentracdo de fendlicos totais foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ROSSI, 1965), conforme descrito no item 4.3.3.2. Os resultados foram
expressos em pug EAG/g.

4.5.9 Infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Para as analises de infravermelho foi utilizado o espectrémetro de infravermelho
Shimadzu ® Corporation IR Prestige 21 - Kyoto-Japao. Todos os espectros foram obtidos em
duplicata, na faixa de 4000 — 600 cm™, com resolucéo de 4 cm™ e 32 varreduras.

4.5.10 Analise termogravimétrica (TG - DTG)

A avaliacdo da estabilidade térmica das gorduras foi realizada por meio de analise
termogravimétrica. Aproximadamente 2 mg da amostra foram pesados em um recipiente de
aluminio e submetidos a analise termogravimétrica (TG / DTG) usando uma termobalanca
Shimadzu DTG-60H. Curvas termogravimétricas foram obtidas a uma taxa de aquecimento de
10 °C min ~! em uma faixa de temperatura de 27 a 600 °C, com fluxo de nitrogénio de 50 mL

mint.

4.5.11 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

A calorimetria diferencial exploratoria foi realizada em equipamento DSC-60 plus,
Shimadzu®. Aproximadamente 2 mg da amostra foi depositada em um cadinho de aluminio
hermeticamente fechado. As anélises foram realizadas em atmosfera de nitrogénio (50mL/ min)
e razéo de aquecimento de 10 °C/min conduzido na faixa e temperatura de 10 a 200 °C. Os
calculos de perda de massa e variagdo de entalpia foram realizados com auxilio do programa
TA 60 w Shimadzu® (NUNES et al., 2009; COSTA et al., 2013).
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4.6 ANALISE DO EXTRATO AQUOSO

Para o extrato aquoso resultante da extracdo enzimatica, foi utilizado 1 mL de amostra
filtrada e diluida em metanol 1:2. Todas as amostras foram centrifugadas e recolhido o
sobrenadante. A fracdo metandlica recolhida, foi lavada com 10 mL de hexano para remocao
de interferentes lipidicos.

As amostras foram caracterizadas: capacidade antioxidante conforme o item 4.3.2.2 e
fendlicos totais, de acordo com item 4.3.3.2, os resultados foram expressos em pumolL ™ trolox/g

e ug EAG/g, respectivamente.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos resultados (dos processos de extracdo e anélises) foram
realizadas por meio do software Statistica, versdo 7.0 (StatSoft, Inc., EUA) através da andlise
de variancia (ANOVA) e para a comparacdo das médias foi realizado o teste de Tukey a 5 %

de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

As sementes apresentaram elevado percentual de umidade (68,25 % * 0,49) e
composicdo média em base seca de 45,03 % de lipidios (desvio médio de + 0,58 %),
compativeis aos dados encontrados na literatura (SILVA et al., 2018). O percentual de gordura
obtido através da extracdo com solvente (hexano) foi adotado como base para o céalculo da
eficiéncia do processo de extracdo aquoso enzimatico.

A concentracdo de compostos fenolicos e a capacidade antioxidante observada na
semente foi de 1.503,07 = 22,38 ug EAG/g e 320,42 + 9,48 umol Trolox/g de amostra,
respectivamente. O teor de compostos fendlicos obtido nessa pesquisa, foi superior ao reportado
por Santos Filho e Toro (2020) (381,23 ug EAG/Qg), para a mesma matriz vegetal, e proximo
ao resultado relatado por Hu e colaboradores (2016), para améndoa de cacau, de 1.441 ug
EAG/g.

Matrizes ricas em contetdo lipidico e compostos bioativos, apresentam além de outros
beneficios, a potencial capacidade antioxidante, caracteristica relacionada diretamente com a
estabilidade e qualidade dos 6leos ou gorduras vegetais em geral (HU et al., 2016).

5.2 PROCESSO DE EXTRACAO AQUOSA ENZIMATICA

Etapa 1: Processo de extracdo com celulase

Na Tabela 6, estdo apresentados 0s ensaios e seu respectivos resultados de eficiéncia de
extragdo de gordura da améndoa de cupuagu, de acordo com os diferentes pre-tratamentos

efetuados nas sementes e sistemas de incubacgao.
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Tabela 6 — Eficiéncia de extracdo da gordura da améndoa de cupuacu, de acordo com os diferentes pré-tratamentos
efetuados nas sementes e sistemas de incubacéo.

Eficiéncia de extracdo (%) + DP

Incubacéo Relagdo SE AU AU + SE CcO

amostra :
solvente

1:5 28,02+ 0,38 16,10°6+ 0,15 57,44*€+0,26  11,62%B + 0,65

BMa 1:10 20,18*P +0,17 11,57°P+0,13 55,15*P+0,27 10,33 + 0,58

15 36,568+ 0,24 13,81°©+0,86 63,86*2+0,10 11,12¢8C+0,37

BMb 1:10 28,18*E+ 0,17 11,36°°+0,19 56,93*€+0,25 10,74°B€+ 0,38

1:5 42,904+ 0,15 28,24°“A+0,20 69,954 +0,11 17,354+ 0,25

AO 1:10 32,77 +0,16 12,33°P+0,14 61,74°+0,75 10,119+ 0,20

Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo (DP). As médias seguidas por letras diferentes,
minusculas nas linhas e maitsculas nas colunas, sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Pré-tratamento da semente: SE: Seca, AU: Autoclavada, AU + SE: Seca + autoclavada, CO: Controle. Sistema de
incubacdo (2 h): BTa: Banho termostatico sem agitacdo + agitador orbital, BMb: Banho termostatico com agitacéo
+ agitador orbital, AO: Agitador orbital.

E possivel observar nos resultados experimentais (Tabela 6), que 0s ensaios com
maiores eficiéncias (p < 0,05) de extracao foram aqueles onde a matéria-prima foi submetida a
autoclavagem seguida de secagem (AU + SE), confirmando que o calor aplicado durante essa
etapa auxilia no rompimento da parede celular vegetal, além de promover a remogdo de parte
da 4gua presente na amostra e concentrar os demais componentes dessa matriz, facilitando a
extracdo da gordura. E valido ressaltar, que, somente a autoclavagem néo apresentou resultados
relevantes na eficiéncia de extracdo. Aliado ao pré-tratamento aplicado, o sistema de incubacao
mais vantajoso foi observado quando se utilizou o agitador orbital (AO).

Segundo Mat Yufoff et al. (2016), a velocidade de agitacdo auxilia na mistura,
causando maior contato da enzima com a parede celular do material e consequente ruptura dessa
parede, permitindo maior liberacdo da gordura para 0 meio aquoso.

Em todos os casos, os valores de rendimento foram maximizados quando usado o
menor valor de diluig&o.

Os ensaios com menores concentragdes de solvente em relagdo a amostra,
apresentaram resultados mais promissores. 1sso pode ser justificado, pela melhor atuacéo da
enzima na degradagdo das paredes celulares, devido a maior concentracdo da amostra no

sistema, o que facilitou a extragdo da gordura (TEIXEIRA et al., 2013).



57

Finalizado a primeira etapa, foi possivel determinar as condi¢des mais vantajosas de
extragao:
- Pré-tratamento da semente - o pré-tratamento mais eficaz aplicado nas semente foi a
autoclavagem seguida de secagem (AU + SE).
- Relagdo amostra : solucéo - a concentragdo na proporcao 1:5 (m/v) apresentou melhor
resultado em eficiéncia de extragdo de gordura.
- Sistema de incubacao - os resultados dos ensaios submetidos a incubacdo em agitador

orbital (AQO), tempo de duas horas, foram mais promissores.
Etapa 2: Cinética de extracdo com celulase, pectinase e protease

Diante dos resultados obtidos na etapa anterior, prosseguiu-se com a cinética de
extracdo, utilizando celulase, pectinase e protease, conduzida sob as seguintes condicdes
experimentais: matéria-prima autoclavada e seca (AU + SE), relacdo amostra : solvente 1:5
(m/v), incubacdo em agitador orbital (AO) (temperatura de 60 °C, rotacdo a 120 rpm, tempo

méaximo de 8 horas).

Os resultados de eficiéncia de extragdo alcangados na cinética, seguem dispostos na
Figura 6 e Tabela 7.
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Figura 6 — Cinética de extracdo da gordura da améndoa de cupuagu, utilizando celulase, pectinase e
protease, conduzida sob as seguintes condi¢es experimentais: matéria-prima autoclavada e seca
(AU+SE), concentracdo 1:5 (m/v), incubacdo em agitador orbital (AO) a temperatura de 60 °C.
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Tabela 7 — Cinética de extragdo da gordura da améndoa de cupuacu, utilizando celulase, pectinase e
protease, conduzida sob as seguintes condi¢Bes experimentais: matéria-prima autoclavada e seca
(AU+SE), concentragdo 1:5 (m/v), incubagédo em agitador orbital (AO) a temperatura de 60 °C.

Eficiéncia de extracdo (%) + DP

Tempo (h)

Enzima 0 2 4 6 8
Protease 36,83+ 11,2894 58,24 +1,23%* 69,70 + 0,41~ 80,86 +0,21** 81,66+ 0,96%*
Celulase 31,61+051%¢ 54,65+1,18%8 56,21 +0,70¢¢ 68,50 + 1,19°¢ 77,60 + 1,2928
Pectinase 33,07+ 0,53%8 53,72+ 1,279C 64,36 + 1,33 70,03+ 1,23P8 75,07 £ 1,323¢

Os resultados séo apresentados como média + desvio padrdo (DP). As médias seguidas por letras diferentes,
minusculas nas linhas e maitsculas nas colunas, sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados da eficiéncia de extracdo de gordura, variaram de 31,61 a 81,66 %,
confirmando que o tratamento enzimatico foi significativo para extracdo desse componente.

Ao comparar a atividade das enzimas testadas na cinética de extracdo (na concentracao
analoga para todas as enzimas), observa-se que a protease foi mais eficiente, na extracdo da
gordura da améndoa de cupuacu, sob as mesmas condi¢cdes experimentais. De acordo com a
literatura, a proteina apresenta-se como um dos principais componentes dessa matriz. Assim, a
quebra desse macronutriente permite a liberacdo mais facilmente do 6leo da célula para o meio
aquoso (SANTOS; FERRARI, 2005; ZHANG et al., 2007; JUNG et al., 2009).

As enzimas tém a capacidade de degradar a estrutura da parede celular e despolimerizar
polissacaridos da parede celular de plantas, facilitando a libertacdo do 6leo (GIL-CHAVEZ et
al., 2013).

Em todos os experimentos, verificou-se que, com o aumento do tempo houve uma
consequente elevacdo no rendimento das extracdes. Esse comportamento era esperado, pois,
guanto maior o tempo de contato enzima — substrato, no intervalo determinado, maior pode ser
a extracdo de gordura, até que o meio se torne saturado.

Os rendimentos de gordura obtidos com a enzima protease nos tempos de 6 e 8 horas
ndo apresentaram diferenca significativa entre si (p > 0,05), logo uma extracdo satisfatoria
(80,86 = 0,51 %) foi alcancada no tempo de 6 horas.

Jiang et al. (2010), obtiveram um rendimento de 73,45 % de Oleo de amendoim,
utilizando a Alcalase (protease), nas seguintes condi¢Oes: temperatura de 60 °C, tempo de 5
horas e 1,5 % de concentracdo enzimética. Valor inferior aos encontrados neste estudo para a

protease.
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Texeira et al. (2013), observaram o maior rendimento de extracdo de 6leo com 81,15 %
do teor total de 6leo de dendé a partir das condigdes operacionais: concentracdo de enzima de
4 % (pectinase, celulase e tanase), relacdo solvente : amostra 3:1 (v/m) e pH 4,7. Ainda nesse
estudo, o menor valor de extracao (10,65 %) foi obtido sob as seguintes condi¢Ges operacionais:
concentracédo de enzima de 2 %, diluigdo 5:1 (v/m) e pH 6,3.

Jiao Jiao et al. (2014), avaliaram a extracdo de 6leo de semente de abobora, nas
condicdes de 60 °C de temperatura, tempo de 1 hora e 1 % de concentracdo de enzima, extrato
enzimatico pectinase e celulase, obtendo 48 e 52 % de rendimento, respectivamente.

Silva et al. (2019), investigaram a extracdo de 6leo de buriti e verificaram que dentre
as enzimas estudadas a celulase foi a que apresentou maior rendimento, e as condi¢fes 6timas
operacionais, foram: temperatura 55 °C, concentracdo enzimatica 2 % e tempo de extracdo de
6 horas, obtendo 70,50 % do teor total de 0leo.

Em condicGes ideais, Diaz-Suérez et al. (2021), alcangaram um rendimento de 80 % de
6leo de mamona, utilizando 2 % de celulase, num tempo de 4 h de incubagdo e uma proporgao
de solido : liquido de 1: 5. Resultados préximos aos detectados no presente trabalho.

Além da alta eficiéncia de extracdo, outra vantagem importante do método de extracdo
apresentado neste trabalho refere-se a geracdo do subproduto da extragcdo que pode ampliar as
possibilidades de uso dessa matriz vegetal na industria, para o desenvolvimento de novos
produtos e para agregacao de valor aos produtos obtidos a partir das sementes oleaginosas da

Amazbnia.

5.3 CARACTERIZACAO DA GORDURA

Com base nos resultados obtidos, somente as gorduras que apresentaram melhores
resultados de eficiéncia de extracdo com protease - no tempo de 6 h de extracdo (GPR), celulase
- no tempo de 8 h de extracdo (GCE), e pectinases - no tempo de 8 h de extragdo (GPE), foram
caracterizadas.

As propriedades fisico-quimicas das gorduras da améndoa de cupuagu e a composicao

de antioxidantes estdo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8 — Propriedades fisico-quimicas das gorduras de améndoa de cupuagu, GCE, GPE e GPR e

composicdo de antioxidantes.

Acidos graxos GCE (%) GPE (%) GPR (%)
Acido caprilico (C8:0) 0,09 +0,00° 0,13 £ 0,012 0,09 +0,01°
Acido laurico (C12:0) 0,05 + 0,00 - -
Acido miristico (C14:0) 0,04 +0,01° 0,03 + 0,00 0,04 + 0,00
Acido palmitico (C16:0) 7,76 £0,132 7,73 £ 0,202 7,25 +0,11°
Acido palmitoleico (C16:1, »-7) 0,08 + 0,00? 0,03 +£0,01° 0,06 + 0,012
Acido margarico (C17:0) 0,20 + 0,01? 0,22 £ 0,012 0,20 + 0,002
Acido esteérico (C18:0) 33,14 + 0,25° 36,40 + 0,412 33,72 +£0,34°
Acido oleico (C18:1, ©-9) 41,84 + 0,36 40,78 + 0,28° 42,35 + 0,242
Acido linoleico (C18:2, ©-6) 3,56 + 0,143 3,71 + 0,30° 3,58 + 0,01
Acido linolénico (C18:3, ©-3) 10,49 + 0,312 10,98 + 0,192 10,59 + 0,05
Acido araquidico (C20:0) 0,47 £ 0,012 0,45 +0,00° 0,45 +0,00°
Acido beénico (C22:0) 1,53+ 0,01° 1,64 + 0,02 1,67 + 0,022
SFA 43,28 46,60 43,42
MUFA 41,92 40,80 42,41
PUFA 14,06 14,70 14,17
IA 0,14 0,14 0,13
IT 0,72 0,76 0,71
h/H 717 7,15 7,75
®-9/0-6 11,75 10,99 11,83
indice de lodo (g 12/100 g) 69,68 70,26 70,38
indice de Saponificacdo (mg KOH/g) 190,61 190,69 190,61
Indice de acidez (mg KOH/g) 1,26 + 0,052 1,14 + 0,182 1,07 £ 0,032
Indice de perdxido (meq/kg) 5,69 + 0,212 5,77 +£0,192 546 +0,112
Estabilidade oxidativa (h) 14,15+ 0,292 14,20+ 0,112 14,26 £ 0,172
Compostos Bioativos
Extrato oleoso
ABTS (umolL*trolox/g) 18,29 +1,40°  18,74+1,74%®®  22.09+1.08°

Compostos fendlicos (ug EAG/Q)
Extrato aquoso

ABTS (umolL* trolox/g)
Compostos fendlicos (ug EAG/Q)

134,50 £ 12,572

106,26 + 4,26°
897,06 + 15,312

125,54 £ 10,362

110,27+ 3,94°
838,24 + 15,72°

141,84 £12,57%

122.76 + 4.70°
926.47 £ 22.612

Os resultados séo apresentados como média + desvio padrdo (DP). As médias seguidas por letras diferentes na
mesma linha so significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05). SFA: 4cidos graxos saturados;
MUFA: &cidos graxos monoinsaturados; PUFA: acidos graxos poli-insaturados, IA: indice de aterogenicidade; IT:
indice de trombogenicidade; h/H: razdo entre graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos; ®-9/w-6:
relagdo entre acido oleico e linoleico. GCE: gordura obtida com celulase (8 h); GPE: gordura obtida com pectinase
(8 h); GPR: gordura obtida com protease (6 h).
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5.3.1 Perfil de acidos graxos

As composicGes de acidos graxos das gorduras da améndoa de cupuagu extraida
enzimaticamente, apresentadas na Tabela 8, demonstram grandes similaridades entre si. Entre
0s principais acidos graxos presentes nessas gorduras, tém-se: acido oleico (40,78 % a 42,35
%), estearico (33,14 % a 36,40 %) e linolénico (10,49 % a 10,98 %), totalizando 85,47 %, 88,16
% e 86,66 %, para as gorduras GCE, GPE e GPR, respectivamente.

Comparando com outras gorduras vegetais, a manteiga de cacau (GILABERT-
ESCRIVA et al., 2002), por exemplo, € composta principalmente por acido palmitico (33,60
%), estearico (33,90 %) e oleico (31,40 %), enquanto que na gordura de murumuru (PEREIRA,
et al., 2019), os &cidos graxos predominantes sdo o acido laurico (47,15 %), miristico (28,75
%) e oleico (7,97 %).

As gorduras da améndoa de cupuacu apresentaram conteudos de &cidos graxos
insaturados de 55,50 a 56,58 %, com maior concentracdo de &cido oleico (40,78 a 42,35 %),
que apresenta elevada estabilidade a oxidacdo quando comparado aos &cidos graxos poli-
insaturados (PUFA). O alto teor de &cido oleico é responsavel, também, por conferir a
caracteristica de maciez da gordura de cupuacu (BEZERRA et al., 2017; BEYZI et al., 2019).

O &cido oleico (®-9) é o mais importante do grupo dos &cidos graxos monoinsaturados
e 0 mais comum encontrado na natureza . Suas principais fontes dietéticas sdo os 6leos vegetais,
como os de oliva, canola, abacate, além de sementes, castanhas, nozes e améndoas (HU et al.,
2001). Sendo considerado como "gordura boa" por estar relacionado a diversos beneficios para
a salde. Dentre eles, pode-se destacar: sua atuagdo na reducédo do colesterol LDL (lipoproteina
de baixa densidade), sem impactar a quantidade de “colesterol bom” (HDL- lipoproteina de alta
densidade) no corpo, € responsavel, também, por diminuir riscos de doenca retinianas e
cardiovasculares (JONES et al., 2015).

Em relacdo aos acidos graxos saturados (SFA), as gorduras de cupuagu apresentaram
percentual variando de 43,28 a 46,60 %, com predominancia do acido estearico (33,14 a 36,40
%). O &cido estearico, por sua vez, possui impacto neutro nos niveis séricos de colesterol devido
a sua baixa disponibilidade e comprimento de cadeia, e por isso tem sido utilizado em diversas
pesquisas como componente funcional em alimentos (LUMOR et al., 2007; AHMADI,;
MARANGONI, 2009).

Altas concentragdes de &cidos graxos saturados tém um efeito benéfico na estabilidade
térmica, sugerindo que essas gorduras possam ser (teis para a indUstria alimenticia. Acidos

graxos saturados de cadeia média em sementes oleaginosas também tém amplo uso nas
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indUstrias quimicas e cosméticas, pois contém moléculas com propriedades surfactantes e
emolientes, que podem ser usadas na producdo de cosméticos, sabdo, detergente e
biocombustivel (GUNSTONE, 2011).

5.3.2 Indices de qualidade nutricional

Os indices de qualidade nutricional sdo frequentemente utilizados para a avaliacao de
oOleos e gorduras, pois permitem uma melhor compreenséao dos efeitos da composicéo de acidos
graxos na saude. Os indices de aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT) estdo diretamente
relacionados ao potencial de estimulo a agregagdo plaquetaria (ULBRICHT; SOUTHGATE,
1991). Portanto, lipidios com menores valores de IA e IT tém maior potencial de prevenir
doencas coronarianas. Valores de IA e IT inferiores a 1 e 0,5; respectivamente, sdo
recomendados em termos de salde humana (FERNANDES et al., 2014). As gorduras GCE,
GPE e GPR apresentaram valores préximos para IA ( 0,14; 0,14; 0,13 - nesta ordem) o que
indica que essas amostras apresentam teores elevados e equivalentes de acidos graxos anti-
trombogénicos (Tabela 8). Quanto aos resultados de IT, as gordura GCE, GPE e GPR
apresentaram valores aproximados, de 0,71; 0,76 e 0,71; respectivamente, porém superiores ao
indicado para esse parametro, devido a composicao de acidos graxos saturados desses produtos.

Bezerra et al. (2017), analisaram 0leos e gorduras amazoénicas, incluindo a gordura de
cupuacu comercial, quanto aos indicadores de qualidade nutricional, IA e IT, que variaram de
0,02 a 1,03 e 0,14 a 2,01, respectivamente, para as amostras puras. Bases lipidicas que
contenham maiores concentragdes de acidos graxos insaturados tendem a apresentar melhores
valores de IT.

A razdo entre graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos denomina-se relacao
h/H. A razdo h/H considera a funcionalidade dos &cidos graxos no metabolismo das
lipoproteinas de transporte do colesterol plasmatico, cujo tipo e quantidade esta relacionado
com o aparecimento ou prevencdo de doencas cardiovasculares (ATTIA et al., 2015). As
gorduras GCE, GPE e GPR apresentaram resultados da razdo h/H variando de 7,15 a 7,75 %.
Segundo Assuncdo (2007), valores superiores a 2,0 correspondem a uma composi¢do desejavel
de acidos graxos em nivel nutricional, pois s&o compostos, em sua maioria, de acidos graxos
hipocolesterolémicos que atuam na reducéo do risco de doencas cardiovasculares.

Um outro indice de qualidade nutricional frequentemente utilizado na avaliacdo de 6leos

e gorduras, ¢ a relacdo entre &cido oleico e linoleico (0-9/ ®-6) presente na amostra, pois
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permite saber sobre a estabilidade do 6leo extraido. O &cido graxo linoleico, quando presente
na alimentagdo humana, pode reduzir o colesterol no plasma sanguineo e, por consequéncia, 0
fator de risco de doencas cardiovasculares. O acido graxo oleico, confere ao 6leo uma maior
estabilidade oxidativa durante o processo de refino, estocagem e fritura, além dos beneficios a
salde, como aqueles proporcionados pelo &cido linoleico. Segundo Freire et al. (2010), se o
valor dessa relacdo for maior que 3 % indica que o 6leo ou gordura tem grande resisténcia a
rancificacdo. Os valores obtidos para as gorduras GCE, GPE e GPR, foram muito superiores a
3 % (variando de 10,99 a 11,83 %), indicando a boa estabilidade oxidativa da gordura. Também
foi possivel observar, que as extracdes realizadas com as diferentes enzimas ndo modificaram
significativamente o perfil de &cidos graxos da gordura de cupuacu.

Considerando as analises de indice de qualidade nutricional realizadas, pode-se
caracterizar as gorduras de cupuacu, extraidas enzimaticamente, como benéficas a satde. Esses
resultados, sdo influenciados, principalmente, pela composicado de graxos insaturados presente
na gordura de cupuacgu, em especial, 0 acido oleico.

5.3.3 Indices de iodo e saponificacio

O indice de iodo é a medida do grau de insaturacdo dos &cidos graxos presentes no 6leo
ou gordura. Quanto maior o valor deste indice, maior o nimero de insaturacao das cadeias de
acidos graxos das moléculas de triacilglicerois (ADEWUYI et al., 2010). As gorduras da
améndoa de cupuacu apresentaram indices de iodo iguais a 69,68; 70,26 e 70,38 g 1./100 g,
para GCE, GPE e GPR, respectivamente, proximos ao valor encontrado por Bezerra e
colaboradores (2017) de 74,2 g 1/100 g, para a gordura de cupuagu comercial. Esses valores
apresentam-se em concordancia com as composicdes de acidos graxos, pois estas gorduras
apresentam elevados contetido de &cidos graxos monoinsaturados e saturados.

O indice de saponificacdo representa uma indicacdo da quantidade relativa de acidos
graxos de alta e baixa massa molecular. Os &cidos graxos de baixa massa molecular requerem
mais &lcalis para a saponificacdo, portanto, o indice de saponificacdo é inversamente
proporcional a massa molecular dos acidos graxos presentes nos triacilglicerois (CECCHI,
2003).

Os indices de saponificacdo das gorduras de cupuacu (GCE: 190,61; GPE: 190,69 e
GPR: 190,61 mg KOH/q) estdo préximos ao descrito por Alviarez et al. (2016), que obtiveram

188,15 mg KOH/g para a mesma matriz vegetal. O indice de saponificacdo da maioria dos 6leos



64

e gorduras esta na faixa de 180-200 mg KOH/g, que é caracteristico de éleos com uma
composic¢do de acidos graxos de elevada massa molecular.

Os valores obtidos nessa pesquisa encontram-se proximos aos reportados na literatura
para gorduras obtidas por métodos tradicionais, indicando que o método de extracdo néo altera

a composicao de acidos graxos e indices de iodo e saponifica¢do dessa gordura.

5.3.4 Indices de acidez e peroxido

A Comisséo do Codex Alimentarius (1999 ), estabeleceu os limites para valores
méaximos de acidez e perdxido para 6leos e gorduras prensadas a frio e nao refinados, como 4,0
mg KOH/g e 15 meqg/kg, respectivamente.

Considerando esses requisitos de qualidade, as gorduras estudadas nessa pesquisa estao
de acordo com ambas as especificacdes (indices de acidez: 1,26; 1,14 e 1,07 mg KOH/g e
peréxido: 5,69; 5,77 e 550 meg/kg). Psorém tracando uma comparacdo com os valores
relatados para gordura de cupuacu comercial de 3,33 mg KOH/g e 10,20 meg/kg (acidez e
peroxido, respectivamente) (BEZERRA et al., 2017), observa-se que esta apresenta valores
muito superiores, indicando que a gordura comercial apresentava maior taxa de oxidacao,
decorrente, provavelmente, do processo de extracdo ou formas inadequadas de armazenamento.

Os valores obtidos nessa pesquisa, para esses requisitos nao apresentaram diferenca

estatistica (a nivel de 5% de significancia) entre si.

5.3.5 Estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa é uma propriedade importante dos 6leos e gorduras e é expressa
como 0 tempo necessario para a formacdo dos produtos secundarios de oxidagdo, que sé@o
detectados sob diferentes condicdes. Este periodo é conhecido como o tempo de inducdo
(PARDAUIL et al., 2011). A estabilidade oxidativa depende do nimero e posicdo das ligacdes
duplas. Como os hidrogénios alilicos sdo mais suscetiveis a oxidacdo, essa caracteristica €
afetada pela composicdo de 4&cidos graxos, presenca de antioxidantes, oxigénio, luz
e temperatura de armazenamento (MERRILL et al., 2008; FREIRE et al., 2012).

As gorduras GCE, GPE e GPR destacaram-se por sua boa estabilidades oxidativa a

130 °C, proxima de 14 h e ndo apresentaram diferenga significativa a nivel de 5 % de
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probabilidade. Essa alta estabilidade a oxidagdo é explicada pela sua composicdo em acidos
graxos saturados e monoinsaturados, mais precisamente o acido oleico, que é conhecido por
sua resisténcia a degradacdo por oxidacdo. Além disso, essa resisténcia pode estar relacionada
a presenca de quantidades significativas de antioxidantes naturais, como foi detectado na
composicao das sementes (PARDAUIL et al., 2011).

Oleos tradicionalmente empregados, como algoddo (1,50 h), canola (1,85h), soja
(1,51 h) e 6leos de girassol (0,88 h), possuem baixa estabilidade oxidativa, como observado
por Anwar et al. (2003). Em geral, as gorduras apresentam melhor estabilidade oxidativa em
comparacao aos 0leos, isso deve-se ao maior teor de acidos graxos saturados, tornando-a menos
susceptivel a oxidagcdo (CHOE; MIN, 2006).

A estabilidade de alguns Oleos e gorduras comerciais amazobnicas foi relatada
por Bezerra e colaboradores (2017), que encontraram periodo de inducdo para éleo de
pracaxi de 5,55 h; para 6leo de maracuja 0,75 h; estearina de palma 7,23 h e gordura de cupuagu
3,65 h. A menor estabilidade oxidativa da gordura comercial de cupuacgu, porém, pode estar
relacionada as condicbes de extracdo, exposicdo ao oxigénio, luz e temperatura de
armazenamento inadequadas, que também sdo fatores determinantes na qualidade da gordura
(MERRILL et al., 2008; FREIRE et al., 2012).

5.3.6 Capacidade antioxidante e fenolicos totais

As gorduras de cupuagu e 0s extratos aquosos demonstraram potenciais atividades
antioxidantes, sendo superiores na fracdo aquosa da extracdo (Tabela 8).

Silva et al. (2019), determinaram a capacidade antioxidante de Oleos de buriti e
obtiveram valores variando de 163,88 a 217,97 umol Trolox/g de 6leo, superior ao obtido nessa
pesquisa, isso por que o 6leo de buriti contém altas concentracGes de tocoferois e carotenoides,
especialmente f-caroteno, que juntos promovem maior atividade antioxidante para o Oleo
(DURAES et al., 2008).

A determinacdo de compostos fenolicos em 6leos e gorduras é considerada necessaria,
pois € um dos indicadores importantes da qualidade do 6leo. Esses compostos sdo responsaveis
pela capacidade de eliminagéo de radicais livres e peroxidagéo de lipidios.

O resultado de compostos fendlicos totais para a gordura, revelou quantidades
significativa de compostos fendlicos na gordura bruta, variando de 134,50 a 141,84 ug EAG/g

(Tabela 8), no entanto, inferiores ao detectado da fase aquosa da extracédo (de 838,24 a 926,47
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Hg EAG/g). Isso é devido a maior parte dos compostos fenolicos serem solveis em agua,
tornando esse meio mais apropriado, o que também justifica a capacidade antioxidante ser
maior nessa fracdo (HAYOUNI et al., 2007). Rovaris et al. (2013), obtiveram resultados
promissores ao realizar a caracteriza¢do quimica e nutricional do extrato liquido resultante na
extragdo aquosa enzimatica do 6leo de soja, indicando o grande potencial de aplicacdo da fase
polar obtida nestes processos.

Teixeira et al. (2013), caracterizam o 6leo de palma quanto ao teor de compostos
fenolicos e encontraram valores entre 14,76 e 26,43 mg EAG/Kg 6leo. Jiao Jiao et al. (2014),
utilizaram a extracdo aquosa enzimatica para obtencdo do 6leo de semente de abobora e
verificaram que essa extracdo (12,88 mg EAG/100 g 6leo) teve um efeito maior nos compostos
fenolicos do que a extracdo por soxhlet (7,33 mg EAG/100 g 6leo), confirmando a eficiéncia
dessa técnica de extracdo para a preservacao de compostos bioativos.

Na avaliagdo da atividade antioxidante das gorduras, os valores encontrados para as
diferentes amostras (106,26; 110,27 e 122,76 pmolL? trolox/g, para GCE, GPE e GPR,
respectivamente) corroboram os resultados da determinacdo de compostos fenolicos. Esses
resultados (Tabela 8) sdo promissores a considerar o método alternativo de extracdo das amostra
em estudo. Assim, pode-se inferir que as gorduras GCE, GPE e GPR apresentaram teores
significativos de compostos fendlicos e boa atividade antioxidante, e que os melhores resultados
obtidos para a amostra GPR podems estar relacionados ao menor tempo de incubacéo na etapa
de extracdo enzimatica da referida gordura.

Esses resultados sugerem que a gordura obtida por extracdo enzimatica possui
propriedades tecnoldgicas superiores a gordura extraida por método convencional, pois gera
um subproduto ricos em compostos bioativos, podendo ser melhor explorada pelo setor
industrial das areas farmacéuticas, cosméticas e alimenticias, além de representar uma técnica
de extracdo verde gque colabora para preservacdo ambiental e fomenta a utilizacdo de residuos

proveniente da agroindustria.
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5.3.7 Infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Os espectros de ATR-FTIR, obtidos na regido de 4.000 a 500 cm™ e os nimeros de onda
(cm™) dos picos identificados nos espectros das amostras de gordura da améndoa de cupuagu

estdo apresentados na Tabela 9 e Figura 7.

Tabela 9 - Numero de onda (cm™) dos picos identificados nos espectros das amostra de gordura de
cupuacu (GCE, GPE e GPR).

Identificacio GCE GPE GPR
Banda 1 2918 2914 2920
Banda 2 2851 2849 2850
Banda 3 1734 1744 1736
Banda 4 1468 1470 1466
Banda 5 1179 1177 1179
Banda 6 717 717 719
Banda 7 609 608 608

GCE: gordura obtida com celulase (8 h); GPE: gordura obtida com pectinase (8 h); GPR: gordura obtida com
protease (6 h).

Os espectros obtidos por FTIR apresentam modos e combinagdes vibracionais de grupos
funcionais dos &cidos graxos presentes na composi¢do quimica das gorduras GCE, GPE e GPR,
com bandas de absorgéo de maior intensidade na regido de 3.000 a 2.800 cm™, que podem ser
atribuidas as vibracdes de deformacéo axial das ligagdes C-H dos grupamentos metila (CHs),
metileno (CH>) e das liga¢des duplas (=C—H).

As bandas com intensidade intermediéria, que aparecem na regio de 1.500 a 1.300 cm?,
sdo originarias das vibragdes de deformacdo angular das ligacées C-H dos grupamentos metila
e metileno. A banda que aparece, aproximadamente, na regido de 1.730 cm™ ¢ referente as
vibracbes de deformacdo axial do grupo carbonila (C=0) presente nos grupos esteres
constituintes dos triacilglicerois. Na regido de 1.300 a 900 cm™, que contém parte da regio de
“impressdo digital” dos compostos, encontram-se as bandas de absorcéo referentes as vibragdes
de deformacéo axial da ligacdo C-O dos ésteres constituintes dos triacilglicerdis (GARCIA-
GONZALEZ et al., 2013). Finalmente, os picos proximos a 600 cm™ podem ser atribuidos ao

anel de benzeno.
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Figura 7 - Espectros vibracionais no infravermelho das amostras de gordura de cupuacu ((GCE: gordura

obtida com celulase (8 h); GPE: gordura obtida com pectinase (8 h); GPR: gordura obtida com protease (6 h)).
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Bandas vibracionais semelhantes, foram obtidas para outras matrizes amazoénicas, como
0 Gleo de sapucaia (Lecythis pisonis Camb.), pesquisado por Santos et al. (2019), 6leo de bacaba
(Oenocapus bacaba), avaliado por Pinto et al. (2018), ambos extraidos com CO; supercritico e
oleo de buriti (Mauritia flexuosa L.) (ALBUQUERQUE et al., 2003), extraidos pelo método
convencional. Eles também foram encontrados em 6leo de girassol (THAKORE et al., 2014),
6leos de chia, oliva e canola, avaliados por Timilsena et al. (2017).

A andlise de FTIR além de fornecer informacdes dos diferentes grupos funcionais
presentes em amostra oleaginosa, pode ser aplicado também, para avaliar o processo de
oxidacdo de Oleos comestiveis, baseado nas mudangas espectrais da amostra analisada, como
resultado do aparecimento de bandas espectrais atribuidas a produtos de oxidagdo, como
aldeidos, cetonas, &lcoois, &cidos carboxilicos, perdxidos e hidroperéxidos (GUILLEN; CABO,
2002; SYAH LUBIS et al., 2015). Esse produtos, ndo foram observados nas bandas espectrais
das amostras de gordura de cupuacu analisadas.

Foi observado nos diferentes espectros, que as bandas de vibragdo das ligagdes
envolvidas sdo semelhantes e ndo sofreram deslocamento relevante em relagdo ao comprimento
de onda, indicando auséncia de interacdes quimicas significativas das gorduras em funcao dos
diferentes processos de extracdo (SILVA-JUNIOR et al., 2008). Estes resultados sugerem que
0 processo utilizado para obtencéo das gorduras ndo afetou grupos funcionais de compostos tais
como carbonilas e &cidos carboxilicos, que foram preservados nos espectros em todas as

amostras.

5.3.8 Analise termogravimétrica (TG - DTG)

Para avaliar o comportamento térmico em atmosfera de nitrogénio, a gordura foi
aquecida até a temperatura de 600 °C na razdo de aquecimento de 10 °C min™ .

As curvas termogravimetricas das amostras de gordura de cupuacu GCE, GPE e GPR
(Figura 8) mostraram o comportamento térmico similares e caracteristicos, onde as gorduras
apresentaram estabilidade térmica até temperatura proxima de 405 °C, a partir dessa
temperatura ocorreu um unico evento de perda de massa para cada amostra, tendo inicio a partir
da faixa de 405 a 450 °C. Esses eventos podem ser melhor visualizados pelo declinio da linha
de base, como mostrado pela curvas DTG.

Na Tabela 10, estdo apresentados 0s eventos térmicos por termogravimetria de GCE,

GPE e GPR, com suas respectivas perdas de massa e percentual de residuo final.
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Tabela 10 - Comportamento térmico por termogravimetria das amostras de gordura de cupuagu
GCE, GPE e GPR.

Massa Residuo
Amostra Temperatura Temperatura erdida (%)
on set (°C) end set (°C) P 0
(%)
GCE 405,94 450,73 97,14 2,86
GPE 405,55 450,28 98,21 1,79
GPR 406,77 449,16 95,95 4,05

GCE: gordura obtida com celulase (8 h); GPE: gordura obtida com pectinase (8 h); GPR: gordura obtida com
protease (6 h).

Os resultados encontrados na analise termoanalitica foram relevantes para a avaliacdo
da estabilidade das gorduras analisadas. Foi evidenciado que ndo houve alteracdes
significativas no comportamento entre as gorduras, sugerindo que ndo houve alteracoes
relevantes nos constituintes quimicos dessas amostras em funcéo das diferentes extracées.

Todas as gorduras de cupuacu analisadas, foram degradadas em temperaturas muito
elevadas, isso deve-se a presenca relativamente alta de &cidos graxos saturados, o que foi
comprovado pela composicao de &cidos graxos e analise da estabilidade oxidativa, tornando
essas gorduras de boa estabilidade térmica, além da elevada estabilidade a oxidacao.

As faixas de temperatura de estabilidade e de temperatura final de decomposicao da
gorduras GCE, GPE e GPR, sdo superiores as obtidas para gordura de babacu, por Faria et al.
(2002). Isso se deve, principalmente, por que a gordura de babagu apresenta um maior teor de
triacilglicerideos contendo acidos graxos com menor comprimento de cadeia €, por isso, sua
volatilizacdo se inicia e termina em temperaturas inferiores as observadas para as gorduras de
cupuagu.

Os resultados obtidos a partir da analise termogravimétrica permitem sugerir essa
analise como uma ferramenta importante para a investigacdo do efeito da presenca de
triacilglicerideos perante seu comportamento téermico, permitindo ainda, a correlacdo do efeito
com o tamanho relativo (cadeia curta ou longa) e quantidade de insaturacdo da cadeia do
triacilglicerideo, além de ser utilizada no controle de qualidade, pois fornecem, com rapidez e
eficiéncia, informacdes sobre a estabilidade do extrato oleoso (FARIA et al., 2002; VOGEL,
2011).
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Figura 8 — Curvas TG — DTG das amostras de gordura de cupuacu ((GCE: gordura obtida com celulase
(8 h); GPE: gordura obtida com pectinase (8 h); GPR: gordura obtida com protease (6 h)) em atmosfera
de nitrogénio, aquecida até a temperatura de 600 °C na razdo de aquecimento de 10 °Cmin‘t,
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5.3.9 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

Segundo Luccas (2001), a entalpia de fusdo ou fluxo de calor, de uma gordura
corresponde ao seu calor latente, ou seja, € a energia que deve ser fornecida a amostra para que
ocorra uma completa fuséo da gordura. Os valores de entalpia de fuséo tem relacdo direta com
os teores de triacilglicerideos (insaturados ou saturados) presentes nas amostras.

Na Tabela 11 estdo apresentados os eventos téermicos por DSC de GCE, GPE e GPR

com suas respectivas temperaturas.

Tabela 11- Comportamento térmico por DSC das amostras de gordura de cupuacu GCE, GPE e GPR.

Temperatura Temperatura Temperatura

Amostra onset(°C)  depico (°C)  end set (°C)
GCE 31,47 33,07 36,50
GPE 30,02 34,06 37,69
GPR 31,65 33,59 35,78

GCE: gordura obtida com celulase (8 h); GPE: gordura obtida com pectinase (8 h); GPR: gordura obtida com
protease (6 h).

Conforme os dados apresentados na Tabela 11, os pontos de fusdo das amostras de
gordura ndo apresentaram grandes diferencas entre si, tendo variacdo de 33,07 a 34,06 °C.
Oliveiraetal. (2021), encontraram valores de 27,20 e 17,90 °C para manteiga de cupuacu e 6leo
de inajé, respectivamente. Essas temperaturas sdo influenciadas, entre outros parametros, pela
composicédo de &cidos graxos da matriz oleaginosa, onde, matrizes ricas em cadeias carbonicas
saturadas tendem apresentar ponto de fusdo superiores, quando comparadas a matrizes com
predominio de cadeias carbonicas insaturadas.

O processamento térmico € uma das principais opera¢des na industria de alimentos, por
este motivo, é muito importante conhecer os efeitos do calor nos varios constituintes presentes
nos alimentos, a fim de minimizar a perda de qualidade inerente ao produto ou otimizar
condicBes de processo (GARCIA et al., 2004). A DSC é muito usada na caracteriza¢do da
manteiga de cacau, por exemplo, pois a analise dos eventos de fusdo dessa manteiga € de suma
importancia, uma vez que impacta na qualidade do produto final, chocolate. Um dos itens
relacionados com a qualidade do chocolate € a estabilidade dos cristais de gordura frente as

oscilacBes térmicas, tendo em vista que h& necessidade de transporte do produto,



73

armazenamento e exposicao a diferentes ambientes até o0 momento do consumo (OLIVEIRA,
2013).

Na andlise termoanalitica por calorimetria diferencial exploratoria (DSC) de GCE, GPE
e GPR (Figura 9), identificou-se que todas as amostras apresentaram apenas um evento
endotérmico.

As curva de DSC estdo apresentadas na Figura 9, onde pode ser observado os picos de
absorcéo de calor que representa o maior ponto de fusdo dos cristais presentes. De acordo com
Segura et al. (1990), a fusdo de uma substancia pura pode ser determinada por DSC através do
pico de absorcao de calor (endoterma) e a temperatura final de fus&o obtida por DSC pode ser
considerada o ponto onde termina o fendbmeno da fuséo, isto é, quando todos os cristais se
transformam para a forma liquida.

A técnica de DSC possibilita acompanhar os efeitos de calor associados as alteracfes
fisicas ou quimicas da amostra, que envolvem processos endotérmicos, exotérmicos, mudancas
na capacidade calorifica como transicdes de fase e reacBes de desidratacdo, dissociacéo,
decomposicdo, 6xido-reducao, dentre outros (LEIVA, 2006).

Analises térmicas, representam um grupo deensaios muito importantes na
caracterizagdo de matérias-primas, pois, 0 monitoramento das alterac6es do material em fungéo
do tempo e temperaturas aplicadas permite a definicdo de propriedades fisicas e quimicas para
determinar possiveis aplicacfes, armazenamento e transporte de matérias-primas ou produtos
acabados (FARIA et al., 2002).
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Figura 9 — Curvas de DSC das amostras de gordura de cupuacu, GCE: gordura obtida com celulase (8
h); GPE: gordura obtida com pectinase (8 h); GPR: gordura obtida com protease (6 h).
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6 CONCLUSAO

Os resultados alcancados nessa pesquisa, confirmam que a gordura de cupuagu obtida
por extracdo enzimatica possui propriedades tecnoldgicas superiores a gordura extraida por
métodos convencionais, podendo ser melhor explorada pelo setor industrial, além de
representar uma técnica de extracéo verde.

Uma extracédo satisfatdria da gordura (80,86 + 0,21 %) foi alcancada com a utilizacéo
da enzima protease, no tempo de extracdo de 6 horas.

O tratamento enzimaético permite utilizar temperaturas mais brandas e por isso evita a
degradacdo de compostos antioxidantes, além do menor consumo de energia no Processo.

Os resultados encontrados na analise termoanalitica foram relevantes para a avaliacao
da estabilidade das gorduras analisadas, além de fornecerem dados sobre a perda de umidade,

demais compostos volateis e a temperatura maxima de estabilidade.

Essa pesquisa fornece novas informac@es mostrando que a gordura de cupuagu extraida
enzimaticamente, bem como o extrato aquoso proveniente da extracdo, apresentam-se como
matérias-primas para o desenvolvimento de novos produtos na industria alimenticia,
farmacéutica e cosmética, ao mesmo tempo que atendem a demanda de seguranca baseada em
tecnologias alternativas, com a substituicdo do uso de solventes derivados do petr6leo por

processos tecnoldgicos mais sustentaveis.
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