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RESUMO

Este trabalho investigou a composicdo quimica da polpa de oiti e pinhdo
empregando ferramentas quimiométricas. O capitulo 1 encarrega-se da abordagem
do oiti (Licania tomentosa (Benth.) Fritsch.), fruta nativa do Brasil, pouco utilizada na
dieta humana devido a escassez de informacdes sobre sua caracterizacao
nutricional. Neste trabalho, composi¢cdo centesimal, caracterizagdo fisico-quimica,
composi¢cdo mineral, substancias bioativas e antinutrientes de polpa de oiti foram
investigadas. Técnicas de analise multivariada (Rede Neural de Kohonen, PCA e
HCA) foram usadas para avaliar se havia diferengas significativas entre as amostras
coletadas em diferentes bairros da cidade de Salvador, Bahia, Brasil, quanto a
composicao nutricional. O algoritmo hibrido RNA-AG foi aplicado para otimizar o
método usado para determinacdo de substancias fendlicas totais. Para
determinagdo dos multi-elementos de Ca, Cu, K, Mg, Mn, P e Zn foi empregada a
técnica Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP OES) nas amostras que foram digeridas em fornos de micro-ondas usando a
mistura oxidativa de HNO3; e H,O,. O teor de carbono residual foi determinado para
avaliar a eficiéncia do procedimento de digestdo acida. A exatiddo do método foi
confirmada pela andlise do material de referéncia certificado de folhas de espinafre
(1570a) e folhas de macéa (1515) do Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia
(NIST). Os resultados indicam que a polpa de oiti pode contribuir para a saude
humana, devido o seu valor nutricional e suas propriedades antioxidantes naturais,
possibilitando aplicagcbes na industria farmacéutica e no desenvolvimento de novos
produtos alimenticios. No capitulo 2, o foco do estudo foi o pinhdo (Araucaria
angustifolia (Bertol.) Kuntze) rica em nutrientes e o sabor neutro pode ser muito
versétil na culinaria sul-americana. Dessa forma, o estudo teve como objetivo
determinac@o e avaliacdo quimiométrica dos minerais, composi¢cdo centesimal e
chumbo no pinh&o (crua e cozida), comercializados em cinco estados brasileiros,
tais como: Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. A
metodologia empregada consistiu na digestdo acida da amostra de pinhdo (cru e
cozido) de cinco estados brasileiros na mistura HNO3s/H,O, em bloco digestor. A
andlise exploratoria foi realizada com utilizagcdo de ferramentas quimiométricas
gerando os graficos de Boxplot, PCA e HCA no software R, permitiu obter
informagdes relevantes quanto o efeito do cozimento nos minerais presentes nos
pinhdes. Com isso, foi possivel discriminar as amostras quanto as formas de preparo
(crua e cozida), em que as amostras cruas indicaram as maiores concentragdes dos
analitos analisados, entretanto as amostras cozidas apresentaram lixiviagdo dos
nutrientes para agua de cozimento, durante o processo de coccdo. Assim, essas
informacdes sdo necessarias para melhor compreensdo do valor nutricional do
pinhdo brasileiro, podendo ser usadas no desenvolvimento de novos pratos
culinérios e nas dietas terapéuticas.

Palavras-chave: Oiti. Pinhdo. Composicdo quimica. Analise exploratoria.
Ferramentas quimiométricas.
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ABSTRACT

This work investigated the chemical composition of oiti pulp and pine using
chemometric tools. Chapter 1 deals with the oiti approach oiti (Licania tomentosa
(Benth.) Fritsch.), native fruit from Brazil, which is not vastly utilized in human diet
due to the scarcity of information about its nutritional characterization. In this paper,
the proximate composition, physical-chemical characterization, mineral content,
bioactive compounds and antinutrients of oiti pulp were investigated. Multivariate
analysis techniques (Kohonen Neural Network, PCA and HCA) were used to
evaluate whether there were significant differences among the samples collected in
different neighborhoods in the city of Salvador, Bahia, Brazil, regarding to nutritional
composition. RNA-AG hybrid algorithm was applied to optimize the method used for
total phenolic compounds determination. For multi-element determination of Ca, Cu,
K, Mg, Mn, P and Zn by means of Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry (ICP OES) in samples were digested in microwave ovens using HNO3;
and H,O, oxidative mixture. Residual carbon content was determined to evaluate the
efficiency of acid digestion procedure. The method accuracy was confirmed by
spinach leaves certified reference material analysis (1570a) and apple leaves (1515)
from the National Institute of Standards and Technology (NIST). The results indicate
that oiti pulp can contribute to human health due to its nutritional value and its natural
antioxidant properties, enabling applications in the pharmaceutical industry and new
food products development. In chapter 2, the focus of the study was the pine
(Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze) rich in nutrients and the neutral flavor can be
very versatile in South American cuisine. Thus, the study aimed to determine and
chemiometrically evaluate minerals, proximate composition and lead in pine (raw and
cooked), marketed in five Brazilian states, such as: Minas Gerais, Sao Paulo,
Parana, Santa Catarina and Rio Grande do Sul. The methodology used consisted of
pine sample acid digestion (raw and cooked) from five Brazilian states in HNO; /
H,O, mixture in a digestor block. The exploratory analysis was carried out by usage
of chemometric tools generating Boxplot, PCA and HCA graphs in R software, thus
allowing to get relevant information regarding the cooking effect on the minerals
present in the pine. Therefore, it was possible to discriminate the samples regarding
the preparation methods (raw and cooked), in which the raw samples indicated the
highest concentrations of the analyzed analytes, although the cooked samples
showed leaching of nutrients into the cooking water during cooking process.
Therefore, this information is necessary for a better understanding of Brazilian pine
nutritional value, which can be used in the development of new culinary dishes and
for therapeutical diets.

Keywords: Oiti. Pine. Chemical composition. Exploratory analysis. Chemometric
tools.



CAPITULO 1

Triagem do perfil quimico da polpa de Qiti (Licaniatomentosa

(Benth.) Fritsch.) usando ferramentas quimiométricas
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Oiti (Licania tomentosa (Benth.) Fritsch)

Embora incipientes, hd muitos estudos hoje desenvolvidos no Brasil sobre as
chamadas Plantas Alimenticias N&o Convencionais — PANC’s — termo criado pelo
professor e bidlogo Valdely Ferreira Kinupp em 2008 para designar plantas com
potencial alimenticio que néo sao inseridas, usualmente, na dieta humana, podendo
ser nativas, exoticas, espontaneas ou cultivadas. O termo PANC’s é usado para
designar plantas que apresentam pouca disseminacdo na inddstria alimenticia e no
ramo da agricultura podendo também ser empregado em plantas que possuem
processamento diferente do habitual (BRASIL, 2010; PEDROSA et al.,, 2012;
PROENCA et al.,, 2018; LEAL; ALVES; HANAZAKI, 2018). As PANCs possuem
partes comestiveis como caules, folhas, frutos, flores, inflorescéncias, sementes e
rizomas, que podem ser consumidas in natura ou processadas (DUHAN; CHAUHAN;
PUNIA, 1992; KINUPP; LORENZI, 2014; KELEN et al., 2015; LEAL; ALVES;
HANAZAKI, 2018).

Com cerca de 390.000 espécies de plantas conhecidas, apenas 15 espécies,
como trigo, soja, cana-de-agUcar, representam 90% do consumo mundial (TULER;
PEIXOTO; DA SILVA, 2019). No entanto, a busca por alimentos alternativos vem
proporcionando um maior consumo das PANC’s ao considerar o facil manejo, a
auséncia de agrotoxicos e por serem consideradas uma fonte rica de nutrientes.
Alguns estudos mostram que PANCs tém alto valor nutricional, contendo altos teores
de minerais, vitaminas, fibras e substancias bioativas, que sdo fundamentais para a
salde humana. Entre estes incluem: Arumbeva (Opuntia monacantha), Begbnia
(Begonia cucullata), Buva (Conyza bonariensis), Capuchinha (Tropaeolum majus),
Mostarda (Brassica juncea), Taioba (Xanthosama sagittifolium) (KELEN et al., 2015),
Cocona (Solanum sessiliflorum Dunal) (SERENO et al., 2018), entre outros PANCSs.

Outra PANC importante é a Licania tomentosa (Benth.) Fritsch. (Figura 1),
que é planta nativa da flora brasileira pertencente a familia Chrysobalanaceae. Esta
planta s6 pode ser encontrada nas regides Norte e Nordeste do Brasil e é
popularmente conhecida como “oiti”, “oiti-mirim”, “oiti-da-praia”, “oiti-cagdo”, “goiti”,
entre outros termos (ANDRADE; ZOGHBI; MAIA, 1998). A arvore do oiti € utilizada
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na arborizacdo urbana e ornamental devido a sua adaptacdo as regides de altas
temperaturas (CASTILHO; KAPLAN, 2008). No entanto, ndo tem sido muito
explorado como alimento na dieta humana e nas atividades agroindustriais,
causando grande perda de matéria-prima. A polpa do oiti tem cor amarela e alta
quantidade de amido, o que permite seu uso para diversas aplica¢cdes alimenticias,
tais como: sucos, licores, doces, paes, biscoitos, entre outras. Além disso, a polpa
pode ser desidratada a fim de utilizar a fruta como incremento em diversos alimentos

e produtos, o que aumenta a aceitabilidade no mercado (DE SOUSA et al., 2011).

Figura 1 - Oiti e suas partes.

Fonte: https://br.pinterest.com/pin/475411304397229395/

Alguns estudos fitoquimicos e farmacoldgicos sobre Licania tomentosa
(Benth.) mostram novas aplicagcfes potenciais do fruto nas industrias farmacéuticas
e alimenticias (FEITOSA; XAVIER; RANDAU, 2012). Fernandes et al. (2003)
realizaram o isolamento de pentaciclicotriterpenos em folhas e frutos de Licania
tomentosa. O fruto apresentou atividade citotoxica através de dois triterpenos
(acidos oleandlico e pomdlico), os quais inibiram o crescimento e induziram
apoptose de uma linha celular de eritroleucemia (K562), evidenciando o potencial
como agentes antitumorais para o tratamento da leucemia. Castilho, de Oliveira e

Kaplan (2005) isolaram o licanolido (uma nova lactona de triterpenos), &acidos



20

betulinico e palmitoléico das frutas frescas de Licania tomentosa. Castilho e Kaplan
(2010) relataram a identificac@o e isolamento de treze compostos quimicos volateis
das classes de monoterpenos, ésteres alifaticos, alcoois, cetonas e aldeidos, que
sdo constituintes essenciais comuns nos aromas das frutas.

A caracterizacdo dos parametros fisico-quimicos, bem como a determinagéo
da composicéo centesimal, mineral e substancias bioativas de alimentos vegetais
promovem agdes e inovagles para a elaboragdo de geléias, sorvetes, paes, geléias,
biscoitos, sucos, xaropes, entre outros produtos. Estudos sobre a composicao
quimica tém demonstrado o potencial nutricional das frutas para a elaboracdo e
formulacdo de dietas terapéuticas (ORSI et al., 2012; LLORENT-MARTINEZ et al.,
2013; CORRALES et al., 2017; ZHANG et al., 2018).

Silva e colaboradores (2020) determinaram a composi¢do centesimal, as
caracteristicas fisico-quimicas e os multielementos em amostras de polpa de oiti
coletadas em diferentes bairros de Salvador-Bahia. Os autores aplicaram os mapas
auto-organizaveis de Kohonen para composi¢do centesimal e caracteristicas fisico-
quimicas desse fruto, em que notaram a discriminagdo das amostras possivelmente
influenciada pela ag&o dos fatores externos podendo afetar a absorgéo de nutrientes
pela planta. Também perceberam que os valores obtidos para aglUcares podem
apresentar um grande potencial para utilizagdo em processos fermentativos. Esse
estudo da composi¢do quimica foi fundamental para valorizagédo e insercdo desta
PANC no desenvolvimento de novos pratos culinarios.

Moreira-Araujo et al. (2019) avaliaram teores de fendlicos totais, antocianinas,
carotenoides totais, vitamina C e antioxidante DPPH na polpa de trés frutos obtidos
no Cerrado brasileiro. Notaram elevados teores de fendlicos totais, carotendides e
atividade antioxidante na polpa de oiti quando comparados aos frutos tropicais
brasileiros. A presenca de carotendides totais € considerada precursora da vitamina
A que contribui para prevenir problemas de visdo. Essas informagdes foram valiosas
para agregar as caracteristicas nutricionais e funcionais desse fruto tropical.

Pesquisas envolvendo o oiti mostram que se trata de uma espécie com alto
teor de substancias bioativas como polifendis e flavonoides tornando uma fruta com
boa atividade antioxidante. Essa caracteristica esta atribuida & capacidade de
prevenir o surgimento de doengas cardiovasculares, doencas do sistema nervoso e
cancer. Os autores avaliaram que a polpa e as sementes desse fruto apresentam

excelentes fontes de fibras, vitaminas e minerais, considerando que podem ser
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usados na area alimenticia (DE MEDEIROS et al., 2020). Outras espécies presentes
nos frutos sdo os antinutrientes (nitritos, fitatos, taninos e oxalatos). Esses séo
compostos que a depender da concentragdo pode provocar reagfes toxicas ou
mesmo interferindo na digestibilidade e biodisponibilidade de determinados
nutrientes (CAMPOS et al., 2011).

1.2 Técnicas quimiométricas para avaliar o perfil quimico em

alimentos

Em face da variedade e complexidade de fendmenos que emanam no torno
do homem, verifica-se atualmente um quantitativo vasto de informacgdes e dados que
abarca diversos aspectos das atividades humanas em distintas é&reas de
conhecimento e que demandam andlises a partir de variaveis diferentes. Para além
dos avangos proporcionados com o advento das novas tecnologias, € necessério o
uso de procedimentos/instrumentos analiticos e de interpretacdo de dados que
auxiliem de modo mais adequado e eficiente o gerenciamento da produtividade.

Em relacdo a ferramentas de andlise, sobretudo, na area de Quimica, a
andlise estatistica multivariada reine métodos e técnicas que interseccionam
variaveis em vista de uma interpretacdo de dados com base na teoria. Além de
abranger um quantitativo de varidveis consideravel, essa andlise tanto condensa os
dados quanto facilita as interpretacées (FERREIRA, 2015).

Em vista da verificagdo de semelhancas ou das relacdes que sé&o
estabelecidas entre variaveis sem considerar a identidade das amostras, é possivel
valer-se dos métodos de andlise multivariada de cunho exploratério e nao
supervisionado, quais sejam: a analise de agrupamentos hierdquica (Hierarchical
Cluster Analysis) — HCA; a analise de componentes principais (Principal Component
Analysis) — PCA; as redes neurais artificiais (mapas auto-organizaveis de Kohonen);
método das k-means e método Fuzzy c-means podem ser usadas para discriminar
dados de composicdo quimica obtida a partir da andlise de alimentos vegetais
(FERREIRA, 2015; DOS SANTOS et al., 2017; MINGOTI, 2013; POTORTI et al.,
2018; LIMA et al., 2019; AZEVEDO et al., 2019; RODRIGUES SA et al., 2019).

Utilizada pela Biologia no estudo de espécies e familias, sendo originéria da

taxonomia numérica, a HCA visa a classificacdo das amostras, de modo a agrupéa-
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las conforme as diferengas e a similaridade entre elas. A aplicabilidade desse
método estd para a reducdo do numero de dados em vista da minimizacdo de sua
dimenséo, promovendo o aumento da homogeneidade interna dentro dos grupos e a
diminuicdo da heterogeneidade entre eles, possibilitando a detecgcdo de anomalias
entre as amostras (FERREIRA, 2015).

Em vista da averiguacdo de similaridades entre amostras e suas respectivas
tendéncias, a HCA constitui-se em importante, Util e eficaz método, posto que, por
meio de um dendrograma (gréfico bidimensional — &rvore hierarquica), é possivel
agrupar as amostras conforme a distancia média (variancia) entre elas no que tange
as semelhancas, sobretudo por meio do método de Ward (KHARE; BARUAH; RAO,
2011; SILVA, 2015).

Inicialmente aplicada & &rea da psicologia e apresentada por Karl Pearson
(1901) e, mais tarde, por Hotelling (1930), a PCA visava a reducéo das dimensfes
espaciais das amostras e a criacdo de novas variaveis ortogonais. Essa analise
viabiliza a investigacdo de um numero significativo de dados disponiveis
ocasionando ainda a identificacdo das medidas responsaveis pelas maiores
variagdes entre os resultados, de sorte que as informagbes ndo acusem perdas
relevantes (FERREIRA, 2015). Esse método, segundo Mingoti (2013), transforma
um conjunto de varidveis originais em outro conjunto de variaveis de mesma
dimensé&o — componentes principais —, e cada componente principal constitui-se em
uma combinacdéo linear de todas as variaveis originais.

No tratamento de dados relacionados a alimentos, ha de se considerar a PCA
como importante ferramenta quimiométrica, dado o volume e a variancia de
informacgdes, sendo possivel a utilizacdo de um nimero reduzido de componentes;
em contrapartida, séo relegados as PCs finais os dados irrelevantes. Trata-se a PCA
de um método exploratorio auxiliar na formulagdo de hipoteses gerais com base nas
informagbes colhidas, separando-as conforme o grau de importancia, como uma
espécie de triagem, e definindo a estrutura dos dados a partir da elaboragédo de
graficos de scores — composicao em relagdo as amostras — e loadings — composicao
em relagcdo as variaveis — (CORREIA; FERREIRA, 2007), o que possibilita ponderar
a influéncia de cada varidvel em cada amostra (MINGOTI, 2005).

Dos Santos e colaboradores (2019) aplicaram PCA e HCA nos dados de
composicado mineral das amostras de raizes de batata-doce de polpa branca crua,

qguanto ao cultivo convencional e organico. Os resultados demonstraram a formacéo
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de dois grupos com as amostras de batata-doce do cultivo organico e convencional,
tanto no PCA e no HCA, em que o cultivo organico apresentou maiores
concentragdes de minerais do que o convencional. Logo, os autores sugeriram que o
cultivo organico é uma boa alternativa para suplementacdo nutricional, porque
apresentaram maiores concentragdes de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn e P, entretanto, o
cultivo convencional apresentou niveis mais elevados de Na, servindo como alerta
para os hipertensos.

Santos et al. (2020b) mostraram a quantificacdo dos metais em folhas de
aipim crua, cozida e fermentada com aplicacdo das ferramentas estatisticas (PCA e
HCA). Os autores perceberam a formacéo de dois grupos que foram divididos em:
amostras cruas com altos teores dos elementos Ca, Cu, K, Mg, Mn e Zn e amostras
cozidas e fermentadas menores teores dos elementos citados, isto influenciado pela
lixiviagdo dos minerais durante o processo de cozimento e fermentacéo das folhas
de aipim. Também notaram que o processo de fermentacdo teve maior perda de
nutrientes, devido a etapa de reposicdo de agua a cada 24h durante 3 dias. Assim,
0os resultados desta avaliagdo demonstraram que existem diferengcas entre as
amostras de acordo com o tipo de tratamento submetido.

Com relagd@o a andlise quimica e instrumentos de andlise, muitas e multiplas
sdo as técnicas hoje disponiveis para a coleta, mensuracdo, tratamento e
interpretacdo de dados, e a andlise multivariada tem sido uma das principais
ferramentas de que os pesquisadores tém langado mé&o para o tratamento de dados
quimicos. Muitos avancos podem ser constatados nesse sentido, posto que a
quimiometria tem-se constituido em método de densa eficicia na extracdo de dados
que, pela andlise univariada, possivelmente, ndo alcancaria (BEEBE;
KOWALSKI,1987).

A Rede Neural Artificial (RNA) foi desenvolvida pelos pesquisadores Warren
McCulloch e Walter Pitts na década de 40, onde fundamentam a tentativa de
reproduzir a capacidade da rede de neurdnios biologicos de desempenhar tarefas
complexas. Ela funciona como o cérebro humano através de modelo computacional,
em que os neurodnios artificiais criam conexdes com outros neurbnios de forma
especifica para determinada finalidade. Atualmente, essa RNA é conceituada como
um processador com capacidade de extrair conhecimento experimental para usa-lo
em modelos de previsdo, métodos de classificagdo e otimizagdo experimental
(SAUTHIER, 2017).
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Dentre os tipos de redes neurais artificiais ndo-supervisionadas que podem
atuar na analise exploratéria dos dados estdo os mapas auto-organizaveis de
Kohonen, desenvolvido pelo Teuvo Kohonen. Essa rede de Kohonen contém
somente uma unidade de entrada e uma unidade de processamento, em que 0S
neurdnios estdo ligados aos seus vizinhos mais proximos (DE SANTANA, 2017). Os
clusters séo formados pelo agrupamento das amostras que levam em consideragéo
a similaridades das informagdes coletadas. Ou seja, os resultados sofrem
modificacdes e a rede neural vai sendo treinada até obter uma configuragéo estével
a cada nova analise de dados (LEMES; PINO JUNIOR, 2008).

A modelagem de rede neural artificial por ser um método interessante esté
crescendo a sua aplicagdo em pesquisas envolvendo a é&rea alimenticia, pois
possibilita a estimativa e a previsdo das propriedades dos alimentos, além dos
parametros relacionados aos processos. Varios sdo os trabalhos encontrados na
literatura com aplicacdo de redes neurais artificiais em diferentes matrizes
comestiveis, tais como: oiti (SILVA et al., 2020), farinhas de sementes oleaginosas
(DE MAGALHAES et al., 2020), manga (SAUTHIER et al., 2019), pétalas de rosa
(DOS SANTOS et al., 2018), maracuja (NOVAES et al., 2017), dentre outros.

Santos e colaboradores (2020a) utilizaram redes neurais de Kohonen que
mostraram a formacgédo de grupos correspondentes aos teores de fendlicos totais,
flavonodides totais, antocianinas totais e atividade antioxidante DPPH para nove
frutos diferentes (sapoti, acerola, goiaba, jambo, damasco, banana, manga, goji
berry e atemoia). Os autores perceberam a formagdo de um grupo formado por
amostras de jambo, cuja separacéo foi determinada através das altas concentracdes
de fendlicos totais e flavonodides totais quando comparados com outros frutos. Ja o
outro cluster formado por amostras de acerola contém as melhores concentracdes
dos fendlicos totais, flavonoides totais e antocianinas totais do que os demais frutos.
O dultimo grupo de amostras que tinham concentragfes baixas de fendlicos em
comparagao com acerola e jambo. Nesse mesmo grupo, o damasco foi distinguido

pela influéncia de sua capacidade antioxidante no ensaio de DPPH.
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1.3 Otimizag&o de método analitico usando algoritmo hibrido

Atualmente, estratégias de inteligéncia artificial tém sido empregadas para
otimizar procedimentos analiticos oferecendo como principais vantagens a redugao
do nimero de experimentos e o custo do processo experimental, além de avaliar as
interacbes entre os fatores estudados, quando comparada com a abordagem
univariada tradicional. Nesse contexto, as Redes Neurais Artificiais (RNA) tém sido
aplicadas com sucesso na otimizacdo de diversos processos, quando combinadas
com algoritmos genéticos, os quais sdo frequentemente utilizados como algoritmos
de treinamento de RNA, resultando em um algoritmo hibrido (XI et al., 2013;
YAGHINI; KHOSHRAFTAR; FALLAHI, 2013; MOREIRA et al., 2019).

A RNA é um processador paralelo massivamente distribuido composto de
unidades de processamento simples chamados neurbnios (Figura 2). A
comunicacdo desses neurdnios ocorre por meio de sinapses, caracterizadas por
pesos que tém a funcéo de ponderar os sinais de entrada. Os sinais de entrada com
0s respectivos pesos sdo somados, constituindo uma combinacéo linear. Apds esse
processo, um viés é aplicado para alterar a entrada do sinal em uma funcao de
ativagdo que limitara a faixa de amplitude do sinal (HAYKIN, 2009). Em suma, um

neurdnio k pode ser modelado como nas Equacdes (1 e 2):

Figura 2 - Os esquemas de neurdnios: natural e artificial.

Dendritos (terminal de recepgéo)
£ i) Terminal do Axénio
(terminal de transmissédo)

Axdnio Nodo de Ranvier =

Bainha de Mielina
-

Fonte: https://www.monolitonimbus.com.br/perceptron-redes-neurais/
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v = Xitywyx+ b (1) e

o= 2
Ve =@(vy) (2) Equacdbes (1 e 2)

Onde v, € definido como potencial de ativagéo, x,,x;, ..., x,,, Sinais de entrada
Wy Wy, ..,W,. OS pesos, b, 0 viés, v, saida de neurbnio k e ¢(-) a funcdo de
ativacdo. As fungdes de transferéncia séo usadas para problemas néo lineares do
mundo real ou alternativamente quando os parametros nominais do modelo tém
comportamento préximo ao linear entre outras opcdes avangadas. As fungbes de
transferéncia atuam da camada de entrada para a camada oculta e da camada
oculta para a camada de saida, respectivamente. A avaliacdo do erro geralmente
usa o erro médio quadréatico que implica avaliagdo do erro gerado pelo sinal y e a
saida da RNA minimizada por ajustes finamente ajustados w e b até atingir um
estado estacionario quando o estagio de aprendizagem termina (HAYKIN, 2009).

Algoritmos Genéticos (AGs) sdo processos heuristicos de otimizagdo global
baseados em teorias evolutivas, sdo uma metéfora para o processador de evolucao
natural inspirado na teoria evolutiva de Charles Darwin’s. A regra deterministica é
baseada na sele¢cdo natural dos melhores individuos e os termos estocasticos séo
baseados no processo de cruzamento entre os pais e mutagdes ocasionais que
alguns individuos podem apresentar (KHAJEH; KAYKHAII; SHARAFI, 2013;
SIVANANDAM; DEEPA, 2007).

Os AGs se opfem a técnica de escalada, que pode ser facilmente contida nos
minimos locais. Neles, uma populacdo de individuos é criada e exposta a
operadores geneéticos: selecdo, cruzamento e mutagdo, operadores que imitam o
processo evolutivo e, consequentemente, criam uma nova populagdo com
caracteristicas herdadas. Isso é repetido em um processo iterativo até que a
convergéncia seja alcancada (SIVANANDAM; DEEPA, 2007). Uma caracteristica
pratica do AG é que ele é adequado para aplicar a otimizacdo de restricdo, ou seja,
genes ou parametros de amostra podem ser usados para maximizar 0 processo
(KHAJEH; KAYKHAII; SHARAFI, 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a composicdo centesimal, caracteristicas fisico-quimicas, composi¢éo
mineral, substancias bioativas e antinutrientes em polpa de oiti (Licania tomentosa

(Benth.) Fritsch) tratando os dados por meio de ferramentas quimiométricas.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a composi¢do centesimal (umidade, cinzas, proteinas, lipidios e
carboidratos), caracteristicas fisico-quimicas (acidez titulavel, pH, vitamina C,
teor de solidos soluveis, ratio, agucar redutor, aglcar nao redutor, acUcar total e
valor caldrico total), teores de minerais (calcio (Ca), cobre (Cu), potassio (K),
magnésio (Mg), manganés (Mn), fosforo (P) e zinco (Zn)), substancias bioativas
(fendlicos totais e flavondides totais) e antinutrientes (taninos totais e oxalato de
s6dio) em amostras de polpa de oiti coletadas na cidade de Salvador no estado
da Bahia, Brasil.

e Validar os métodos propostos através das figuras de meritos, tais como:
exatidao, preciséo, linearidade, limite de detecc¢édo e limite de quantificagdo para
comprovar a aplicabilidade a matriz.

e Utilizar as Redes Neurais Atrtificiais do tipo mapas auto-organizaveis de Kohonen
para avaliar a composicéo centesimal e caracteristicas fisico-quimicas do fruto.

e Aplicar Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de Componentes
Hierarquicos (HCA) para avaliar a composi¢do mineral em polpa de oiti.

e Otimizar o método analitico por meio do algoritmo hibrido que possibilite a
determinacao de fendlicos totais nessa matriz.

e Contribuir com a geragdo de dados para a Tabela de Composi¢édo de Alimentos

para este tipo de PANC.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Coleta e pré-processamento das amostras

Os frutos de oiti foram coletados em onze locais diferentes da cidade de
Salvador, estado da Bahia, Brasil. As amostras foram coletadas nos seguintes
bairros: Dois de Julho (DJ), Bonfim (BON), Comércio (COM), Corredor da Vitoria
(CVI), Engelho Velho de Brotas (EVB), Graca (GRA), Nazaré (NAZ), Ondina (OND),
Pernambués (PER), Pituba (PIT) e Santo Inacio (STI), durante os meses de janeiro e
fevereiro de 2017, esse periodo corresponde a época do amadurecimento dos
frutos. No laboratério, os frutos foram pré-selecionados manualmente, através da
observacéo do aspecto fisico, depois foram lavados com agua corrente e ultrapura,
seguidas do processo de separagao da polpa do fruto da sua semente com ralador
de plastico. Posteriormente, as polpas das diferentes localidades foram embalados
em sacos plasticos e armazenados em freezer com temperatura de -10 °C por dois
dias e liofilizado por quatro dias (96 h). Em seguida, as amostras foram trituradas no
liguidificador e armazenadas em recipientes plasticos dentro de um dessecador até

0 momento da analise.

3.2 Determinagdo da composicdo centesimal e caracteristicas

fisico-qguimicas em polpa de oiti

3.2.1 Materiais, reagentes e solucdes

Para preparar todas as solugfes, a 4gua ultrapura com resistividade obtida de
18,2 MQ cm foi utilizado o sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore, MA,
EUA). Todos os reagentes e solventes usados em todos os experimentos foram de
alto grau de pureza obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Os reagentes usados
para determinar a composi¢do centesimal e caracteristicas fisico-quimicas foram:
acido ascorbico, sulfato de amobnio, acido bdrico, verde de bromocresol, solugcéo
tampéao (pH = 4,0, 7,0 e 9,0), carbonato de célcio, sulfato de cobre, sédio e tartarato
de potassio, monohidrato de D-glicose, acido cloridrico, laranja de metila, vermelho

de metila, azul de metileno, éter de petréleo, fenolftaleina, biftalato de potassio,



29

iodato de potassio, iodeto de potassio, sulfato de potassio, hidréxido de sodio, acido

sulfdrico e amido.

3.2.2 Instrumentacéo

Uma balanca analitica (modelo ALC/210.4, Sartorius, Goettingen, Alemanha)
foi usada para pesar as amostras e o0s reagentes solidos. Para quantificar a
composicao centesimal foi utilizado: estufa (modelo Q317M, QUIMIS, S&o Paulo,
Brasil) para a determinagao de umidade, mufla (modelo Q318S, QUIMIS, S&o Paulo,
Brasil) para a quantificacédo do teor de cinzas, bateria de extracdo do tipo sebelina
(modelo Q308-26B, QUIMIS, S&o Paulo, Brasil) para a determinacdo do teor de
lipidios totais, destilador de nitrogénio (modelo MA-036, Marconi, Sdo Paulo, Brasil)
para a determinacdo de proteinas totais. Para determinar as caracteristicas fisico-
quimicas foi usado um refratbmetro abbe foi usado (modelo Q767-2, QUIMIS, Sao
Paulo, Brasil) para quantificar os sélidos soltveis e um pHmetro Digimed DM20 (S&o

Paulo, Brasil) para medidas de pH das amostras de polpa de oiti a 25 °C.

3.2.3 Procedimento para determinacdo da composicdo centesimal e

caracteristicas fisico-quimicas em polpa de oiti

A composicao centesimal (umidade, cinzas, lipidios, proteinas e carboidratos)
e caracteristicas fisico-quimicas (acidez titulavel, pH, vitamina C, teor de sélidos
soluveis, ratio, agUcar redutor, acicar ndo redutor, agucar total e valor calérico total)
da polpa de oiti foram determinados de acordo com as metodologias analiticas
descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). O valor caldrico foi determinado de
acordo com os fatores de conversdo de Atwater. Todas as determinagdes foram
realizadas em triplicata.

A umidade foi determinada pelo método de secagem direta até constante
peso a 105 °C. O teor de cinzas foi quantificado apds calcinacdo das amostras em
mufla aquecido a 550 °C. O teor de lipidios totais na amostra seca foi determinado
pela extracdo usando solvente éter de petroleo em um aparelho Soxhlet. A
quantificacdo das proteinas totais foi realizada pelo método Kjeldahl usando o fator

6,25 para a conversao de nitrogénio e o teste de recuperacdo usando o padrdo de
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sulfato de amdnio. A porcentagem de carboidratos totais foi calculada pela diferenca
entre 100 e a soma de umidade, cinzas, lipidios totais e proteinas totais.

A acidez tituldvel foi determinada por titulacdo usando solucdo padrdo de
NaOH 0,0998 mol L, e 1,0% m v fenolftaleina em etanol. O pH das amostras foi
medido por leitura direta em um potenciometro digital, previamente, calibrado com
solugdes tampéo de pH 4,0, 7,0 e 9,0. A determinacéo da vitamina C foi realizada
pelo método de titulagdo iodometria com iodato de potassio, e a validacdo do
método analitico foi realizada usando padréo de acido ascérbico. O teor de sélidos
soluveis (°Brix) foi medido no refratdmetro. O ratio foi calculado dividindo o teor de
sélidos soltveis (°Brix) por acidez. Os acUcares redutores e ndo redutores foram
determinados pelo método de Eynon-Lane com base na titulagdo de oxidacdo do
cobre. Os agUcares totais foram calculados pela soma dos redutores e aglcares ndo
redutores. O valor caldrico total foi calculado somando a multiplicagéo dos fatores de
conversdo de Atwater por 4 kcal g™ para o teor de carboidratos totais e proteinas

totais, e por 9 kcal g™ para lipidios totais.

3.3 Determinacdo da composicdo mineral em polpa de oiti por
ICP OES

3.3.1 Materiais, reagentes e solucdes

A &gua ultrapura com resistividade obtida de 18,2 MQ cm foi utilizado o
sistema de purificagdo de agua Milli-Q (Millipore, MA, EUA) para preparar todas as
solugdes. Todos os experimentos utilizaram os reagentes e solventes com alto grau
de pureza obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha) e os materiais de referéncia
certificados de folhas de magéd (CRM 1515) e folhas de espinafre (CRM 1570a)
foram adquiridos do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST, Gaithersburg,
MD, EUA).

Para determinar a composi¢cdo mineral nas amostras e validagdo do método
analitico foram usados: &cido nitrico, peréxido de hidrogénio e CRMs de folhas de
macga (1515) e folhas de espinafre (1570a). As solugdes padrdo utilizadas para
preparar a curva de calibragéo foram feitas por diluicdes apropriadas das solugdes
estoque dos elementos Ca, Cu, K, Mg, Mn, P e Zn (1000a 4000 mg L'l). Para
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determinar o teor de carbono residual, uma solugéo estoque de 20000 mg L™* de
carbono foi preparado com acido citrico. A vidraria e materiais usados nas etapas da
andlise foram lavados com &gua corrente, detergente (EXTRAN) e agua
desionizada, em seguida mantida em banho de &cido nitrico (HNO3) a 10% (v v')
para descontaminacdo por 24 h. Posteriormente, lavados com &gua ultrapura e

secos a temperatura ambiente.

3.3.2 Instrumentacéo

Uma balanca analitica (modelo ALC/210.4, Sartorius, Goettingen, Alemanha)
foi usada para pesar as amostras e CRMs. Para a decomposicado &cida de amostras
de polpa de oiti, CRMs (folhas de macga e folhas de espinafre) e em branco foi usado
um forno de micro-ondas (modelo Milestone Start E, Sorisole, Itdlia). A determinacéo
de multielementos das amostras digeridas foi realizada por espectrometro de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (OPTIMA 7300 DV,
PerkinElmer, EUA), com um sistema visualizado axial e radial, detector de
dispositivo de carga acoplada, camara ciclénica e um nebulizador GemCone TM -

BaixoFluxo. Os parametros instrumentais do ICP OES estao listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros instrumentais do ICP OES.

Parametros Instrumentais Valor/especificacéo

Poténcia da RF (kW) 1,3

Detector CCD

Céamara de nebulizagéo Sturman-Masters

Nebulizador Ranhura em V (V-Groove)

Vazao do gas do plasma (L min™) 15,0

Vazédo do géas auxiliar (L min™) 15

Fluxo de géas de nebulizac&o (L min™) 0,70

Fluxo da bomba de amostra 0,70

Tempo de leitura das replicatas (s) 1.0

Tempo de estabilizagdo do instrumento (s) 15

Rotacdo bomba (rpm) 15

Linhas espectrais selecionadas (nm) C (1) 193,030 Mn (Il) 259,372
Ca (ll) 422,673 P (1) 214,914
Cu (I) 327,393 Zn (1) 213,857
K (I) 766,490

Mg (1) 279,077

Fonte: Proprio autor.
| - Linha atdbmica; Il - Linha atbmica.
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3.3.3 Procedimento de digestdo assistida por micro-ondas e material de

referéncia certificado

Aproximadamente 150 mg de cada amostra de polpa de oiti liofilizadas foram
colocadas nos recipientes de digestdo em forno de micro-ondas. Em seguida,
2,5 mL de &cido nitrico concentrado foram adicionados, sob pré-digestao por 1 hora
em temperatura ambiente. Depois disso, 1,0 mL de peréxido de hidrogénio a 30% (v
vl e 45 mL de agua ultrapura foram adicionados. Posteriormente, as amostras
foram digeridas no programa de aquecimento com temperatura maxima de 200 °C e
poténcia de 500 W por 30 minutos e ventilagdo de 30 minutos. Apds o resfriamento,
as digestdes foram transferidas quantitativamente para tubos falcon e diluidos para
12 mL com &gua ultrapura. O material de referéncia certificado de oiti ndo foi
encontrado para compra, logo a exatiddo do método foi avaliada pela analise dos
materiais de referéncia certificados de folhas de macd (CRM 1515) e folhas de
espinafre (CRM 1570a) do Instituto Nacional de Padrdes e tecnologia (NIST). Além
disso, foi determinada a acidez total por meio da titulacéo &cido-base dos digeridos.
Posteriormente, as amostras, brancos e CRM’s digeridos a leitura foi realizada no

ICP OES, cujos resultados foram convertidos de base seca para base umida.

3.4 Determinacdo das substancias bioativas em polpa de oiti por

espectrofotdmetria UV-VIS

3.4.1 Materiais e Reagentes e solucdes

Para preparar todas as solucdes, agua ultrapura com resistividade de 18,2
MQ cm obtida do sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA). Todos os reagentes e solventes usados em todos os experimentos eram de
alto grau de pureza (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os seguintes reagentes foram
usados para determinar a substancias bioativas e antinutrientes: cloreto de aluminio,
reagente de Folin-Ciocalteu, acido gélico, metanol, permanganato de potassio,

quercetina, carbonato de sddio, acido sulfurico e acido tanico.
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3.4.2 Instrumentacéo

Os seguintes equipamentos foram usados para a determinagdo das
substancias bioativas (fendlicos totais e flavonoides totais) e antinutrientes (taninos
totais): uma balanca analitica modelo ALC/210.4 (Sartorius, Goettingen, Alemanha),
um liofilizador modelo K202 (Liotop, S&o Paulo, Brasil), uma placa de aquecimento
modelo Q313122 (Quimis, Sao Paulo, Brasil), um vortex modelo QL-901 (Biomixer,
Sao Paulo, Brasil) e um espectrofotbmetro modelo SP-22 UV-Vis (Biospectro,

Parana, Brasil).

3.4.3 Preparacdo do extrato para determinacdo das substancias

bioativas

Para a preparacdo dos extratos, o procedimento proposto por dos Santos et
al. (2018) foi aplicado com algumas modificagdes. Dessa forma, 0,1 g da amostra
liofilizada foi pesada em um tubo falcon de 15 mL e 6 mL de metanol foram
adicionado. A mistura foi entdo agitada durante 1 min usando um vortex. Depois, a
suspenséao obtida foi mantida em repouso por 30 min e filtrada usando papel de filtro
quantitativo para obter um extrato que foi usado para as determinag6es de fendlicos
totais, flavondides totais e taninos totais. Todas as determina¢des foram realizadas

em triplicata para cada amostra.

3.4.4 Procedimento para determinacé&o do teor de fendlicos totais (TPC)

A determinacéo do teor de fendlicos totais foi baseada no método relacionado
por Oliveira-Junior et al. (2017) com algumas modificacdes. Para otimizar a
determinag@o do teor de fendlicos totais foi empregado o algoritmo hibrido para
estabelecer a condi¢do Gtima das variaveis: tempo de reacdo (5 a 35 min), volume
de Folin-Ciocalteu (100 a 300 pL) e concentracdo de carbonato de sédio (10 a 30%).
Na Tabela 7 sdo mostrados os valores codificados e reais das variaveis, que foram
estudadas em sete niveis. Os resultados obtidos experimentalmente foram
submetidos a andlise estatistica por meio do software MATLAB para gerar 0s

valores Otimos. Dessa forma, a condicdo otimizada estabelecida para o
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procedimento foi 200 puL do extrato, 3,1 mL da &agua ultrapura, 300 uL de Folin-
Ciocalteu por 5 min, seguido pela adicdo de 600 yL de carbonato de sddio a 19%
(m v™). Apés um tempo de reacdo de 35 min a temperatura ambiente, as solugdes
foram analisadas usando um espectrofotdmetro UV-VIS no comprimento de onda de
765 nm. O processo de validagdo do procedimento otimizado foi estabelecido
através da comparacgéo entre o valor tedrico e o valor experimental obtido usando a
condicdo 6tima estabelecida. As concentracdes de TPC foram calculadas usando a
curva de calibracéo de &cido galico (0 a 8 mg L™) e expressa em miligramas de
equivalentes de &cido galico por 100 g de amostra seca (mg GAE 100 g*). Os

resultados foram convertidos de uma base seca para uma base Umida.

3.4.5 Procedimento para determinacdo do teor de flavondides totais
(TFC)

O procedimento proposto por dos Santos et al. (2018) para determinar o teor
de flavondides totais foi adotado. Aliquotas de 0,5 mL da solugcdo extrativa foram
transferido para bal6es volumétricos de 5 mL e foi adicionado 0,1 mL de solug&o de
AICl; a 2% (m v'') em meio metanol. O volume foi entdo ajustado com metanol para
5 mL. Depois de 30 min, o sinal de absorbancia foi medido por espectrofotdbmetro
UV-VIS a 420 nm usando brancos preparados da mesma forma que a amostra. O
teor de flavonodides totais foi quantificado usando curva de calibragdo de quercetina
(0 a 10 mg L™) e expresso em miligramas de quercetina equivalentes por 100 g de
amostra seca (mg QE 100 g*). Em seguida, os resultados foram convertidos para

base Umida.

3.5 Determinacao de antinutrientes em polpa de oiti

3.5.1 Procedimento para determinac¢éo do teor de taninos totais (TT)

A metodologia estabelecida para a determinagédo do teor de fendlicos totais
neste trabalho também foi adotada para a determinag&o do teor de taninos totais. Os
resultados de concentragdo foram obtidos empregando uma curva de calibragdo

usando &cido tanico (0 a 14 mg L™) e expresso em miligramas de equivalentes de
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acido tanico por 100 g amostra seca (mg TA 100 g*). Em seguida, os resultados
foram convertidos para base umida (BENEVIDES et al., 2017).

3.5.2 Procedimento para determinacdo do teor de oxalato de sodio
(NazC20,)

Para a determinagdo do oxalato de sodio, o procedimento proposto por de
Sousa e Cavalheiro (2009) foi seguido com algumas modificagdes. Primeiro, foi
realizado o preparo do extrato utilizado para a determinagdo do oxalato de sodio.
Para isso, uma massa de amostra liofilizada de 0,2 g foi pesada em um tubo falcon
de 25 mL, em seguida adicionou-se 20 mL de agua destilada e a mistura agitada por
1 min usando vortex. Posteriormente, a suspenséo obtida foi filtrada por meio de um
quantitativo filtro de papel. Posteriormente, cada extrato filtrado foi adicionado a 25
mL de agua destilada e 25 mL de H,SO4 a 1,0 mol L e a mistura aguecida a 55-60
°C. Finalmente, a solucéo foi titulada com solugdo de KMnO4 a 0,002 mol L até o
aparecimento da coloragéo rosa persistente. Este resultado foi convertido para base

Umida.

3.4 Analise Quimiométrica

Os resultados obtidos pela determinagdo da composigdo centesimal e
caracteristicas fisico-quimicas do fruto foram avaliados por Redes Neurais Artificiais
com Neural Rede MATLAB (R2013a - The MathWorks, Co., Natick, MA, EUA) e
mapas auto-organizadveis Kohonen wusando o som toolbox disponivel em
http://www.cis.hut.fi/projects/somtoolbox/download/. Os dados de composi¢céo
mineral foram avaliados por Andlise de Componentes Principais (PCA) e Analise
Hierarquica de Cluster (HCA) por meio do software Statistica 10.0 (StatSoft Inc.,
EUA).

A fim de obter as melhores condi¢cdes experimentais, os resultados dos
fendlicos totais foram analisados pelo algoritmo hibrido no MATLAB (R2016a - The
MathWorks, Co., Natick, MA, EUA). Para a construgdo do modelo preditivo foi
utilizado arquitetura feed-foward de rede neural alimentada adiante com uma ou

mais camadas escondidas. Essas camadas adicionais fazem com que a rede extraia
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informacdes de alta ordem caracteristicas dos dados devido ao conjunto extra de

conexdes sinapticas.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Aplicacdo de redes neurais artificiais na avaliacdo de

composicdo centesimal e caracteristicas fisico-quimicas

Os dados experimentais da composicdo centesimal e caracteristicas fisico-
quimicas foram analisados por redes neurais artificiais de Kohonen (KNN), usando
um algoritmo competitivo, conhecido como mapa de auto-organizaveis (SOM)
(ANNAS; KANAI; KOYAMA, 2007). A escolha do KNN apenas para composi¢ao
centesimal e caracteristicas fisico-quimicas de entrada, foi devido ao ndmero de
entradas parciais formando modelos menos complexos nas estruturas de rede. O
aumento da quantidade de insumos favorece um maior nimero de parametros que
serdo ajustados, ocorrendo na formagéo de alta complexidade computacional dos
modelos e a possibilidades de inclusédo de insumos ruins, causando a redugéao do
desempenho da rede (HAYKIN, 2009).

O mapa dimensional [6x5] permite visualizar as correla¢des entre as varias de
entradas com atributos codificadas por pontuac¢des de valores relacionando cores
aos valores de cada variadvel do vetor de peso na Figura 3A. Ao analisar a matriz U
da Figura 3B, é possivel observar a distancia das estruturas dos dados de entrada
com a formacdo de dois grupos distintos. O mapa neural das varidveis estudadas
mostrado na Figura 3C, evidenciando a faixa de concentragcdo dos valores médio da
composicao centesimal e caracteristicas fisico-quimicas analisadas. Dos resultados
das medidas estatisticas de qualidade para a separacéo dos clusters, foi observada
um erro de quantizagdo de 1,66. Valores baixos s@o necessérios, pois indicam que o
neurdnio vencedor estd mais proximo dos vetores de entrada, 0 que aumenta a
capacidade de generalizagdo da rede. O erro topografico € calculado verificando
qual é o melhor e o segundo melhor neurbnio adequado em todas as entradas. O
valor encontrado foi 0,00, mostrando uma boa topologia dos dados de entrada e
consequente ajuste dos dados (NOVAES et al., 2017).
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Figura 3 - A) Melhor unidade de correspondéncia (BMU) etiquetada de acordo com
as localizacdes; B) Matriz de distancia; C) Neural mapa mostrando as concentragdes
da composicao centesimal e caracteristicas fisico-quimicas da polpa de Oiti.

A) Rétulos _ B) Matriz U

N * N
r Hu,s Uszs
MR, S,

59,7

Vic Pro
2,77
55,5 2,36

51,3
14,6 . ; 309
i g [ 't u i
6,58 1,44 193

2,35

1,95

Fonte: Préprio autor.

Localizacdo das coletas de amostras em Salvador-Bahia: Dois de Julho (DJ), Bonfim (BON),
Comércio (COM), Corredor da Vitéria (CVI), Engelho Velho de Brotas (EVB), Graca (GRA),
Nazaré (NAZ), Ondina (OND), Pernambués (PER), Pituba (PIT) e Santo Inacio (STI).
Composicao centesimal e caracteristicas fisico-quimicas: conteldo de soélidos sollveis
(BRI), umidade (Umi), acidez titulavel (Aci), valor calérico total (VCT), carboidrato (Car),
vitamina C (Vic), proteina total (Pro), acucar redutor (AR), agucar total (AT) e aglUcar ndo
redutor (ANR), ratio (Rat), cinza (Cin) e lipidios (Lip).
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A comparacao entre as Figuras 3A com 3C pode indicar a agdo de fatores
sobre as plantas de oiti, como teor de agua, pH, salinidade, atividades
microbiolégicas, entre outros fatores, que promovem as reag¢des quimicas na
presenca de enzimas especificas fornecendo vias metabdlicas para a absorgéo de
nutrientes pelas plantas, que podem influéncia na discriminagdo das amostras de
oiti. As vias metabdlicas visam a obtencdo de nutrientes para a atividade celular,
promovendo a producdo de metabdlitos primarios que s@o responsaveis para a
biossintese de macromoléculas essenciais (carboidratos, lipidios, proteinas, entre
outros compostos) para o desempenho das fungdes vitais das plantas (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007; PEREIRA; CARDOSO, 2012). Desta forma, houve a formacao
de um grupo contendo os bairros de Santo Inacio (STI), Ondina (OND), Pituba (PIT),
Comércio (COM) e Engenho Velho de Brotas (EVB) com as caracteristicas de valor
caldrico total (VCT), carboidrato (Car), vitamina C (Vic), proteina total (Pro), agucar
redutor (AR), agucar total (AT) e agUcar ndo redutor (ANR), e baixas concentracbes
de contetdo de sélidos solaveis (BRI), umidade (Umi) e pH. O segundo grupo
formado por Nazaré (NAZ) e Dois de Julho (DJ) apresenta baixas concentracdes de
acucar redutor (AR) e agucar total (AT) e valores relativamente altos de acidez
titulavel (Aci). Usando redes neurais artificiais de Kohonen foi possivel classificar as
amostras de oiti coletadas em diversos lugares da cidade de Salvador, que podem
ser recomendados como suplementacdo nutricional e processamento de novos

produtos alimenticios.

4.2 Figuras de mérito para método analitico e avaliagcdo do perfil

guimico da polpa de oiti

Todas as figuras de mérito obtidas para o método analitico s&o mostradas na
Tabela 2. A linearidade foi analisada pelos resultados obtidos a partir dos
coeficientes de correlagbes iguais e superiores a 0,9995, segundo recomendacdes
da IUPAC. Esses parametros, como limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagéo
(LQ), foram obtidos de acordo com as recomendag¢des da Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, 2002).
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Tabela 2 - Pardmetros analiticos do método empregado para a determinagéo do teor

de minerais por ICP OES.

ion R? LD . LQ . V_a_lor Valor
(mg 100g™) (mg100g7) certificado encontrado
Ca(ll) 0,9996 0,003 0,010 1,527 £ 0,041 (%)® 1,620 + 0,242
Cu(ll) 0,9999 0,00008 0,00026 12,2 + 0,6 (mg kg™)? 11,3+0,3
K (1) 0,9998 0,003 0,010 2,903 £ 0,052 (%)* 2,460+ 0,432
Mg (I)  0,9997 0,001 0,004 0,271 + 0,008 (%) 0,259 + 0,007
Mn (1)  0,9997 0,00003 0,00008 75,9 £ 1,9 (mg kg™)? 722+1,8
P () 0,9995 0,0009 0,0029 0,518 + 0,011 (%)® 0,524 + 0,012

Zn(l) 09999  0,00006 0,00020 82 + 3 (mg kg})? 81 +3

Fonte: Proprio autor.

& CRM Folhas de espinafre (1570a).

® CRM Folhas de maca (1515).

Os valores de concentracdo alcancados pela andlise de CRM empregando o método
proposto foram expressos em nivel de confianca 95% (n = 3).

Limite de deteccéo (LD) e Limite de quantificacdo (LQ).

A precisdo do método analitico foi calculada como desvio padrdo relativo
(RSD) para os sete elementos, considerando uma massa de amostra de 100 mg (n =
10). Os valores RSD foram expressos em (%): Ca (6,4), Cu (1,8), K (1,2), Mg (7,9),
Mn (5,1), P (7,8) e Zn (4,9). Uma vez que ndo hd CRMs disponiveis para este tipo de
matriz, os CRMs de matriz vegetal foram analisados para avaliar a exatidao do
método. Os valores de concentracdo encontrados pela analise dos CRMs que
empregam o método proposto foram de acordo com os valores certificados, em nivel
de confianga de 95%. O teor de carbono residual (RCC) variou na faixa de 12 a 20%
(m m™*) em amostras de polpa de oiti coletadas em diferentes bairros de Salvador,
apds o procedimento de digestdo éacida. Esses valores de RCC sdo semelhantes
aos dados relatados na literatura. Este fato demonstra que o procedimento de
digestdo acida foi eficiente para a decomposicdo das amostras, neste estudo
(ARAUJO et al., 2002; BRESSY et al., 2013). Todos esses resultados indicam que 0
método analitico € adequado para a andlise das amostras de polpa de oiti

empregando ICP OES para determinar simultaneamente os elementos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Determinagdo da composi¢c&o mineral da polpa de oiti por ICP OES.

Composicéo mineral (mg 100g™)
Amostra

Ca Cu K Mg Mn P Zn

DJ 121+8 10,0+0,5 61748 47,024 10,5+0,5 59,8+2,9 0,583+0,032
BON 142+8 11,2+0,1 596+35 32,9+1,5 10,5+0,1 69,7+3,3 0,541+0,023
COM 130+6 12,1+0,3 744+14 32,9+3,4 11,2+0,2 67,9+2,6 1,66+0,05

CVi 238+14 12,0+0,5 77579 60,7+3,6 11,7+0,5 65,6+4,2 0,770+0,083
EVB 168+4 10,4+0,1 552+28 35,9+2,0 11,0+0,1 48,6+0,8 0,335+0,026
GRA 248+6 12,0+0,2 555+15 62,7+5,1 11,6+0,2 62,2+4,3 0,719+0,032
NAZ 158+10 10,1+0,1 466+13 34,6+0,9 10,5+0,1 61,4+0,3 0,321+0,007
OND 143+2 12,6+0,2 654+5 51,3+1,0 12,3+0,2 68,9+0,8 1,66+0,03
PER 259+8 10,9+0,3 394+15 47,2+4,4 11,2+0,4 54,3+2,2 0,604+0,051

PIT 165+13 10,6+0,4 711+22 35,3+1,4 11,1+0,4 49,8+2,8 0,339+0,039

STI 162+5 12,4+0,6 673+39 33,3+2,2 11,6+0,6 70,4+2,1 0,481+0,031

Média 176 11,3 612 43,1 11,2 61,7 0,728

Fonte: Proprio autor.

Média * intervalo de confianca, n = 3.

Os resultados da composicéo mineral foram expressos em base Umida.

Localizacéo das coletas de amostras em Salvador-Bahia: Dois de Julho (DJ), Bonfim (BON),
Comércio (COM), Corredor da Vitdria (CVI), Engelho Velho de Brotas (EVB), Graca (GRA),
Nazaré (NAZ), Ondina (OND), Pernambués (PER), Pituba (PIT) e Santo Inacio (STI).

4.3 Avaliacdo da composicdo mineral empregando técnicas de

analise multivariada

Os dados de composicdo mineral foram avaliados por andlise de
componentes principais (PCA) e analise hierarquica de agrupamento (HCA). Os
resultados obtidos com o autoescalonamento permitiram gerar uma matriz de dados
33x7. As amostras coletadas em localidades do Dois de Julho (DJ), Ondina (OND),
Comércio (COM), Santo Inécio (STI), Bonfim (BON), Graca (GRA), Corredor da
Vitéria (CVI), Engenho Velho de Brotas (EVB), Pituba (PIT), Nazaré (NAZ) e
Pernambués (PER) foram dispostos em linhas, enquanto os analitos (Ca, Cu, K, Mg,
Mn, P e Zn) foram dispostos em colunas. Os PC1, PC2 e PC3 foram responsaveis
por explicar 83,99% dos dados de variancia total, com autovalores superiores a 0,6,
e cada PC contribuiu com 47,00% (3,3), 27,41% (1,9 e 9,58% (0,7),

respectivamente. As equagdes lineares para as trés primeiras componentes



41

principais foram: PC1 = - 0,10Ca - 0,59K - 0,46Mg - 0,69P - 0,95Cu - 0,86Mn -
0,78Zn, em que todos os elementos apresentaram cargas negativas, principalmente
os analitos Cu, Mn, P e Zn, com altas correlagdes positivas; PC2 = 0,93Ca - 0,42K +
0,74Mg - 0,38P + 0,01Cu + 0,31Mn - 0,25Zn, com correlagdes positivas expressivas
também para os analitos Ca e Mg; e PC3 = 0,04Ca - 0,62K - 0,07Mg + 0,48P +
0,10Cu - 0,14Mn + 0,12Zn, em que o mais significativo variavel foi o K.

A partir da comparacdo entre os graficos de escores e pesos de PC1xPC2
(Figuras 4A e 4B), observou-se que as amostras de polpa de oiti formaram dois
grupos: DJ, BON, EVB, PIT e NAZ, que teve altas correlagdes para Ca e Mg; e outro
grupo formado por CVI, COM, GRA, PER, STl e OND, com altas correlagbes para
Cu, K, Mn, P e Zn. De acordo com o mapa da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), todos os onze bairros da cidade de Salvador, onde as
amostras de oiti foram coletadas, possuem o mesmo tipo de solo que é classificado
como latossolo vermelho-amarelo. Desta forma, a concentragdo mineral
predominante encontrada na polpa do fruto para os dois grupos diferentes formados
pode ser provavelmente atribuida as diferencas de composi¢cdo do solo devido a
presenca e auséncia de concreto. O concreto contém cimento, sendo composto pelo
calcério como uma das principais matérias-primas para sua producdo. O calcério é
composto de carbonato de célcio e 6xido de magnésio que aumentar o pH do solo.
Este processo provoca a diminuicdo da disponibilidade de alguns elementos em
solos, como Cu, Mn e Zn, através da formacao de hidréxidos pouco sollveis
(complexos inorganicos) (CAMARGO; VALADARES; DECHEN, 1982). Além disso, a
presenca do concreto diminui a disponibilidade de 4gua no solo, o que influencia na
absorcdo de K e P. Este fato pode alterar o processo de interagdo ion/raiz e,
consequentemente, a absorcdo e processos de distribuicdo de ions para as diversas
partes da planta (DE MEDEIROS; SOARES; GUIMARAES, 2005).

Analisando o dendrograma obtido pelo método de Ward e a distancia
Euclidiana (Figuras 4C e 4D) com ligagdo de 20, dois grupos homogéneos foram
observados com baixa distancia de ligacdo, indicando grande semelhanca entre as
amostras que formaram o grupo. Um grupo foi subdividido em dois outros grupos: o
primeiro formado pelas amostras PER, CVI e GRA, sendo discriminado pelos altos
teores de Cu e Mn; e a segunda formada pelas amostras STI, COM e OND, sendo
discriminados pelos analitos K, P e Zn. Este comportamento observado por HCA é

confirmado por projecbes de amostra nos primeiros dois PCs. Portanto, a andlise
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multivariada permitiu a discriminacdo de amostras de polpa de oiti coletadas na

cidade de Salvador, Bahia, Brasil.

Figura 4 - Analise multivariada da composi¢cédo mineral na polpa de oiti: A) grafico de
escore do PCA, B) gréafico de peso de PCA e (C e D) dendrograma usando o método

de Ward com distancia euclidiana.
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Fonte: Préprio autor.

4.4 Comparacdo das concentracbes de composicdo centesimal,
caracteristicas fisico-quimicas e teor de minerais da polpa do oiti

com outras frutas

De acordo com os resultados obtidos de concentragdo média para
composicao centesimal, caracteristicas fisico-quimicas e teores de minerais na polpa
de oiti neste estudo, a umidade de teor de 37,4% e vitamina C de 3,56 mg 100g™.

7

No caso do fruto, a umidade € relativamente baixa (37,4%), o que pode ser
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observado por sua polpa espessa e densa. Quando em comparagdo com 0S
resultados da Tabela Brasileira de Composigéo de Alimentos (TACO) para ciriguela
(Spondias purpurea L.), manga (Mangifera indica L.) e caja-manga (Spondias dulcis
Parkinson.), o oiti apresentou valores mais baixos (Tabela 4). Os valores de cinzas
totais (1,22%), proteinas totais (2,37%), lipidios totais (3,03%), carboidratos totais
(56,0%) e valor caldrico total (261 Kcal) da polpa do oiti foram todos superiores aos
trés frutos citados anteriormente. Pode-se observar que existe uma presenca
significativa de proteinas totais e lipidios totais na polpa de oiti, 0 que & um resultado
interessante, uma vez que esses nutrientes podem ser encontrados em baixa
concentracdo na maioria das frutas. Além disso, o extrato etéreo apresentou intensa
coloracdo amarela, indicando a extracdo de pigmentos lipossollveis como o0s
carotendides (MOREIRA-ARAUJO et al., 2019).

Tabela 4 - Determinagdo da composi¢éo centesimal da polpa de oiti.

Composicéo centesimal

Amostras Umidade Cinzas Proteinas Lipidios Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)
DJ 39,8+1,2 1,63+0,15 2,18+0,21 3,38+0,51 53,0+1,3
BON 40,1+#1,0 0,73+0,01 2,34+0,67 2,57+0,16 54,3+1,5
COM 355+1,1 1,50+0,11 2,92+0,29 2,65+0,36 57,5+0,8
Cvi 35,9+1,6 0,88+0,09 1,90+0,13 1,66+0,17 59,6+1,5
EVB 37,3x0,9 1,25+0,03 2,38+0,24 3,13+0,20 55,9+0,9
GRA 36,8+1,2 0,85+0,04 2,46+0,48 2,18+0,31 57,8+1,6
NAZ 40,4+1,2 1,28+0,05 2,28+0,43 3,17+0,23 52,9+0,9
OND 33,4+1,0 1,29+0,16 2,35+0,22 2,36+0,31 60,6+0,8
PER 42,2+0,1 1,07+0,10 1,89+0,15 4,27+0,32 50,6+0,2
PIT 37,0£0,4 1,55+0,23 3,07£0,47 4,59+0,55 53,8+1,0
STI 33,2+0,1 1,39+0,04 2,29+0,44 3,41+0,40 59,7+0,3
Média 37,4 1,22 2,37 3,03 56,0

Fonte: Proprio autor.
Média * intervalo de confianca, n = 3.
Os resultados da composicéo centesimal foram expressos em base amida.

Localizacéo das coletas de amostras em Salvador-Bahia: Dois de Julho (DJ), Bonfim (BON),
Comércio (COM), Corredor da Vitdria (CVI), Engelho Velho de Brotas (EVB), Graca (GRA),
Nazaré (NAZ), Ondina (OND), Pernambués (PER), Pituba (PIT) e Santo Inacio (STI).

De acordo com a Tabela 5, quando os valores médios de concentracdo das

caracteristicas fisico-quimicas da polpa de oiti foram avaliados neste estudo, os
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seguintes valores foram encontrados: 0,06% (acidez titulavel), 6,45 (pH), 12,1 °Brix
(teor de sdlidos soluveis), 234 (ratio), 8,18% (acUcar redutor), 2,39% (acuUcar ndo
redutor) e 10,6% (agucar total). A legislacdo Brasileira (BRASIL, 2009) n&o
estabelece as caracteristicas fisico-quimicas para a polpa de oiti no Regulamento
Técnico Geral para Fixacdo dos Padrdes de Identidade e Qualidade para Polpa de
Frutas. Desta forma, as caracteristicas fisico-quimicas do caja (Spodias lutea L.) e
manga (Mangifera indica L.) apresentadas nesta legislacéo de 0,9 e 0,30 g% (acidez
total expressa como &cido citrico), 2,2 e 3,5 (pH) e 9 e 12 °Brix (teor de soélidos
soluveis), respectivamente, foram comparados com os resultados obtidos para polpa
de oiti no presente estudo. Nota-se que a polpa de oiti apresenta valores menores
de acidez total e pH semelhante para os soélidos soluveis. Além disso, a relacdo da
polpa de oiti foi maior quando comparada com a polpa de caja (Spondias mombin
L.), que tem uma relagéo de 10,2, de acordo com Tiburski et al. (2011). Por fim, o
valor dos agucares redutores, ndo redutores e totais para a polpa de oiti € proximo
ao obtido para a manga, que apresenta teores de 3,32% de glicose, 11,5% de
glicose e 13,7% de acucar total pelo USDA. Os valores de aguUcares encontrados
indicam que a polpa de oiti possui grande potencial para uso em processos

fermentativos.
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Caracteristicas fisico-quimicas

Aci@ez Vitamina C Séljdo_s _ Aclcar Acgucarndo Acucar ,V_alor

Amostra titulavel pH (mg 100g7) solaveis  Ratio redutor redutor total caldrico total

(%) g (%) (%) (%) (%)  (Kcal in 100g)
DJ 0,06+0,02 6,74+0,09 0,88+0,22 13,0+2,9 204+6 3,93+0,53 2,06x0,35 5,99+0,18 251+1
BON 0,06+0,02 6,65+0,12 5,35+0,98 13,0+1,4 231+10 8,93+0,40 0,89+0,39 9,81+0,01 250+1
COM 0,05+0,03 6,38+0,29 1,16%x0,09 13,0+1,4 32352 12,4+0,43 2,62+0,08 15,1+0,48 265+1
CVvI 0,06+0,01 6,76+0,05 4,62+0,32 14,0+1,2 220+4 9,27+1,18 3,33%0,27 12,6+0,91 261+2
EVB 0,05+0,03 6,36+0,04 4,01+0,08 11,0+2,9 318+40 10,1+2,01 4,52+0,86 14,6%+1,75 261+1
GRA 0,06+0,01 6,14+0,26  5,69+0,71 11,0#+14 179+15 8,31+0,76 1,22+0,02 9,53%0,75 260+2
NAZ 0,06+0,02 6,38+0,08 4,04+0,22 13,0+1,4 227+39 5,26+1,48 1,10+0,12 6,36+1,36 249+1
OND 0,04+0,01 6,45+0,17 5,16%1,07 11,0+2,5 232+34 8,59+0,20 2,59+0,47 11,2+0,41 2731
PER 0,06+0,02 6,56+0,07 1,08+0,05 14,0+14 267+34 9,93+0,04 1,88+0,93 11,8+0,97 248+2
PIT 0,06+0,02 6,27+0,12  2,43%0,14 10,0+1,4 179+13 8,47+0,42 3,43+0,38 11,9+0,13 269+1
STI 0,05+0,01 6,28+0,19 4,72+0,16 11,0+1,4 199+47 4,80+0,17 2,63+0,78 7,42+0,88 279+1
Média 0,06 6,45 3,56 12,2 234 8,18 2,39 10,6 261

Fonte: Proprio autor.
Média * intervalo de confianca, n = 3.

Os resultados das caracteristicas fisico-quimicas foram expressos em base Umida.
Localizacéo das coletas de amostras em Salvador-Bahia: Dois de Julho (DJ), Bonfim (BON), Comércio (COM), Corredor da Vitéria (CVI),
Engelho Velho de Brotas (EVB), Graca (GRA), Nazaré (NAZ), Ondina (OND), Pernambués (PER), Pituba (PIT) e Santo Inacio (STI).
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Em relagdo aos minerais, quando avaliadas as faixas de concentracdo média
da polpa de oiti, neste trabalho, foram encontrados os seguintes valores, em mg
100g™: Ca (121 a 259), K (394 a 775), Mg (32,9 a 62,7), Cu (10,0 a 12,6), Mn (10,5 a
12,3), P (48,6 a 70,4) e Zn (0,335 a 1,66). Comparando esses resultados com 0s
frutos ciriguela, manga e caja-manga, na Tabela 6, observa-se que todos os
resultados encontrados para macro e microelementos foram superiores para oiti.
Portanto, os resultados obtidos indicam que oiti € um fruto que apresenta um valor
nutricional significativo e pode ser explorado para consumo, bem como para o
desenvolvimento de novos produtos através da farinha de oiti, polpa concentrada da

fruta e suplemento nutricional na dieta humana.

Tabela 6 - Comparacgéao do perfil quimico da polpa de oiti com alguns frutos.

Analitos Oiti* Ciriguela® Mango, Tommy  Caja-
Atkins?® Manga?®
Composicao centesimal e caracteristicas fisico-quimicas
Umidade (%) 37,4 78,7 85,8 86,9
Cinzas (%) 1,22 0,7 0,3 0,4
Proteinas (%) 2,37 1,4 0,9 1,3
Lipidios (%) 3,03 0,4 0,2 Tr
Carboidratos (%) 55,8 18,9 12,8 11,4
Vitamina C (mg 100g™) 3,56 27 7,9 26,7
Valor calérico total 261 76 51 46

(kcal in 1009)

Composigédo mineral

Ca (mg 100g™) 176 27 8 13
Cu (mg 100g™) 11 0,12 0.06 0,02
K (mg 100g™) 612 248 138 119
Mg (mg 100g™) 43 18 7 11
Mn (mg 100g™) 11 0,06 0,34 0,05
P (mg 100g™) 62 49 14 24
Zn (mg 100g™) 0,7 0,5 0,1 0,2

Fonte: Proprio autor.

* Este trabalho. Os resultados para composicdo centesimal, caracteristicas fisico-quimicas e
composic¢ao mineral da polpa de oiti foram expressos como base Umida.

4(TACO, 2011).

Tr: Traco.



47

4.5 Determinacdo de substancias bioativas por espectrofotometria

molecular

4.5.1 Otimizacdo do procedimento utilizado para determinacdo dos

fendlicos totais usando algoritmo hibrido

As variaveis e niveis usados sé@o apresentados na Tabela 7. Os dados foram
aleatoriamente distribuido em 3 grupos nomeadamente: 54% treino, 23% validacdo
e 23% teste (Tabela 8). O numero de neur6nios de entrada e saida é igual a
quantidade de variaveis de entrada e saida, respectivamente. O Algoritmo de
Levenberg-Marquardt (LM) foi escolhido como algoritmo treinamento, uma vez que
foi projetado com o objetivo de atingir velocidades de treinamento de segunda
ordem, que utiliza um processo iterativo para minimizar a funcdo de erro. Para
encontrar o numero ideal de neurbnios na camada oculta, 20 redes neurais
alimentadas adiante foram criadas variando a quantidade de neurdnios na camada
oculta e comparando o desempenho por meio de mse e o coeficiente de
determinagéo (R?) para treinamento, validacdo, teste e todas as tomadas levando
em consideracdo que valores minimos de mse e valores sugerem boa
generalizagdo, conforme apresentado na Figura 5. Este processador revelou 24
como o numero ideal de neurénios, conforme exibido na Figura 6. Os parametros

obtidos para RNA-AG e os erros séo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 7 - Variaveis e niveis usados para otimizagdo do método empregando Redes

Neurais Artificiais Algoritmo Genérico para determinacéo de fendlicos totais.

Experimento  Tempo de Folin- [Na;CO3] Absorvancia Absorvancia

reacao (min) Ciocalteu (uL) (%) média prevista
1 -1 (15) -1 (167) 0 (20) 0,4845 0,4774
2 1 (25) -1 (167) 0 (20) 0,5525 0,5524
3 -1 (15) 1(233) 0 (20) 0,4880 0,4873
4 1 (25) 1(233) 0 (20) 0,5745 0,5741
5 -1 (15) 0 (200) -1 (17) 0,4700 0,4720
6 1 (25) 0 (200) -1(17) 0,5290 0,5303
7 -1 (15) 0 (200) 1(23) 0,5335 0,5341
8 1 (25) 0 (200) 1(23) 0,5675 0,5639
9 0 (20) -1 (167) -1(17) 0,4985 0,4902
10 0 (20) 1(233) -1(17) 0,4945 0,4895
11 0 (20) -1 (167) 1(23) 0,5405 0,5421
12 0 (20) 1(233) 1(23) 0,5185 0,5261
13 0 (20) 0 (200) 0 (20) 0,5165 0,5197
14 0 (20) 0 (200) 0 (20) 0,5195 0,5197
15 0 (20) 0 (200) 0 (20) 0,5195 0,5197
16 0 (20) 0 (200) 0 (20) 0,5155 0,5197
17 -2 (10) 0 (200) 0 (20) 0,4650 0,4607
18 2 (30) 0 (200) 0 (20) 0,5870 0,5633
19 0 (20) -2 (133) 0 (20) 0,4800 0,4960
20 0 (20) 2 (267) 0 (20) 0,5235 0,5224
21 0 (20) 0 (200) -2 (13) 0,4910 0,4894
22 0 (20) 0 (200) 2 (27) 0,5465 0,5402
23 -3(5) 0 (200) 0 (20) 0,3585 0,3595
24 3 (35) 0 (200) 0 (20) 0,5760 0,5821
25 0 (20) -3 (100) 0 (20) 0,4800 0,4705
26 0 (20) 3 (300) 0 (20) 0,6085 0,6086
27 0 (20) 0 (200) -3 (10) 0,4240 0,4258
28 0 (20) 0 (200) 3 (30) 0,5575 0,5610

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 8 - Parametros de desempenho obtidos para o algoritmo Redes Neurais

Artificiais Algoritmo Genérico e erros.

Parametros Valor
RNA
Algoritmo de treinamento Levemberg-Marquadt
Dados de treinamento 54%
Dados de validagéo 23%
Dados de teste 23%
Epocas 1000
Neurbnios da camada oculta 24
Entradas 3
Saidas
AG
Geracoes 1000
NUmero de individuos 500
Funcédo de mutagao Adaptével viavel*
Limites inferiores 5 min // 100uL // 10%
Limites superiores 25 min // 300puL // 30%
Erros
Treinamento R2 0,9797
Validacéo R? 0,9915
Teste R2 0,9952
Total R2 0,9825
Treinamento mse 6,7620E-05
Validagdo mse 3,0674E-05
Teste mse 9,0943E-06
Total mse 4,8462E-05

Fonte: Proprio autor.
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Figura 5 - Valores obtidos para mse e coeficiente de correlacdo (R?) considerando
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Os resultados indicam boa generalizagdo da rede neural artificial. Em
seguida, foi aplicado o espago de entrada da técnica do algoritmo genético,
considerando os seguintes limites: onde cada coluna corresponde as variaveis de
entrada. Pode-se observar que a partir do nimero de individuos multiplicado pelo
ndmero de geragbes é possivel inferir o nimero de experimentos simulados
matematicamente, sem 0s quais seria impraticAvel serem realizados
experimentalmente. Embora uma fungdo de mutagdo adaptativa tenha sido usada,
0s parametros estabelecidos para a mutacgéo variaram de 0,1 a 1,0%.

ApoOs vérias implementagfes, os resultados otimizados foram tempo de
reacdo de 35 min, volume de Folin-Ciocalteu de 300 pL e concentragcdo de Na,COs3;
de 19% para um sinal de absorbéancia previsto de 0,9885. A validagdo experimental
foi realizada com pontos otimizados obtidos pela RNA-AG em triplicata e os
resultados indicaram uma concordancia de 99,44% entre os resultados previstos e
experimentais. Assim, os resultados otimizados obtidos pela rede foram utilizados

em etapas posteriores.

4.5.2 Figuras de mérito para metodo analitico

Limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) para os fendlicos totais,
flavondides totais e taninos totais foram calculados como trés e dez vezes o desvio
padrdo de dez medi¢Bes independentes do branco analitico, dividido pelas
inclinagdes das curvas de calibracdo obtidas usando solugbes padrdo de &cido
galico, quercetina e &acido tanico, respectivamente, de acordo com as
recomendagfes da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, 2002).
Dessa forma, esses limites foram 1,9 e 6,3 mg GAE 100 g para fendlicos totais,
0,54 e 1,81 mg QE 100 g™* para flavondéides totais, e 2,6 e 8,7 mg TA 100 g para
taninos totais, respectivamente. A preciséo foi estimada como desvio padréo relativo
(RSD), a partir de dez determinacdes dos fendlicos totais, flavondides totais e
taninos totais em amostra de polpa de oiti identificada COM. Portanto, os valores
RSD para os fendlicos totais, flavondéides totais e taninos totais foram 6,4%, 8,7% e
6,3%, respectivamente. Todos esses parametros foram calculados considerando

uma massa de amostra de 100 mg.
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4.5.3 Comparacdo das concentracbes de substancias bioativas e

antinutrientes do oiti com outras frutas

De acordo com sua morfologia, o oiti € considerado um fruto suculento do tipo
drupéceo, contendo uma Unica semente no endocarpo (duro e grosso) e, portanto, €
classificado como um fruto sem bago (MONTEIRO et al., 2012). Por falta de artigos
relatados na literatura sobre a composicao quimica do fruto oiti, foi realizada uma
comparagao dos resultados obtidos neste trabalho com aqueles relacionados a
diferentes frutos do tipo drupa, em que os resultados do perfil quimico da polpa de

oiti foram expressos em base Umida.

Tabela 9 - Resultados da determinacdo das substancias bioativas e antinutrientes

da polpa de oiti.

Substancias bioativas

Antinutrientes

Amostras TPC TFC Na,C,0. T
(mgGAE 100g™") (mgQE 100 g™) (%) (mgTA 100 g™)

DJ 96,68,1 21,120 0,53£0,07 160+13
BON 138+8 18,9+1,2 0,51+£0,01 225+13
COM 215+5 18,7+£1,1 0,48z0,03 350£8
CVvi 213+2 26,712,2 0,46x0,06 347£3
EVB 16312 13,3+0,3 0,29£0,01 266x3
GRA 10945 15,4+0,7 0,45+0,07 180+7
NAZ 95,9+2.9 18,8+0,6 0,30x£0,01 158+5
OND 219+19 31,1+0,7 0,94+0,09 356x30
PER 89,91£3,4 17,0+0,6 0,27£0,01 14915
PIT 20418 27,924,0 0,62+0,03 332+13
STI 22316 28,7+4,6 0,72£0,03 363£9

Média 161 21,6 0,51 262

Fonte: Proprio autor.

Média * intervalo de confianca, n = 3.

Teor de fendlicos totais (TPC), teor de flavonodides totais (TFC) e teor de taninos totais (TT).
Localizacéo das coletas de amostras em Salvador-Bahia: Dois de Julho (DJ), Bonfim (BON),
Comércio (COM), Corredor da Vitéria (CVI), Engenho Velho de Brotas (EVB), Graca (GRA),
Nazaré (NAZ), Ondina (OND), Pernambués (PER), Pituba (PIT) e Santo Inacio (STI).
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De acordo com a Tabela 9, o teor médio de fendlicos totais na polpa de oiti foi
de 161 mg EAG 100 g™, valor muito superior aos teores relatados na literatura para
outras frutas como a manga (33,27 mg EAG 100 g*) (SAUTHIER et al., 2019), polpa
de umbu (1,746 mg EAG 100 g™?) (RIBEIRO et al., 2019) e polpa de ameixa (105,61
mg EAG 100 g*) (COSMULESCU et al., 2015). Da mesma forma, o teor médio de
flavonéides totais encontrado para a polpa de oiti de 21,6 mg QE 100 g™ foi maior
em relac&o aos teores descritos para alguns frutos como a polpa de ameixa (5,25
mg QE 100 g') (COSMULESCU et al., 2015). J4 os valores encontrados para 0s
antinutrientes foram 262 mg TA 100 g™ para taninos totais e 5,07% para oxalato de
sédio. Nao ha dados relacionados na literatura sobre os teores de antinutrientes em

frutos de oiti que demonstra a relevancia deste estudo.
5 CONSIDERAQOES FINAIS

A composicao centesimal, pardmetros fisico-quimicos e minerais da polpa de
oiti indica sua relevancia nutricional e possibilidades de uso dessas PANCs,
anteriormente considerados ndo comestivel oficialmente, na dieta brasileira. Os
mapas auto-organizaveis de Kohonen discriminaram as amostras de acordo com a
composicao centesimal e as caracteristicas fisico-quimicas. O PCA e HCA
mostraram que as diferengas na composi¢cdo mineral ocorrem devido ao tipo de solo
e fatores externos.

A rede neural artificial mostrou-se uma ferramenta poderosa para modelar
experimentos quimicos em conjunto com algoritmos genéticos com capacidade de
replicacdo, em simulagdo, experimentos dispendiosos que geralmente séo dificeis
de serem realizados. A aplicagdo de RNA fornece uma estimativa de resposta em
diferentes condicdes iniciais, além de fornecer as condigcdes experimentais ideais
para maximizar o resultado. Os resultados foram satisfatorios através da andlise de
erros, que se mostrou confiavel para a determinagdo de fendlicos totais. Esses
resultados indicam que o oiti, que pertence a PANC’s, pode ser usado como
alimento alternativo quando comparado a outras frutas. Assim, esse estudo visou
contribuir para a valorizacdo desta nova alternativa no carddpio alimentar,

possibilitando a melhoria do estado nutricional da populagéo brasileira.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2 Pinh&o (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze)

O pinh&@o (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze) (Figura 7), pertencente a
familia Araucariaceae, é uma espécie nativa da América do Sul encontrado em
paises como Argentina, Paraguai e nas regides do Sudeste e Sul do Brasil,
constituinte da Mata Atlantica. E dada a sua importancia na economia daquelas
regides dado o seu largo consumo e comercializagdo entre os meses de abril a
julho, sobretudo, dentre as festas populares (GUERRA et al., 2000; SANTOS et al.,
2002; SOARES; MOTA, 2004; CLADERA-OLIVEIRA et al., 2012; BARBOSA et al.,
2019). Essa planta é conhecida por varios nomes populares, tais como: curi (origem
indigena), pinh&o-brasileiro, pinheiro, pinheiro-do-Parand, pinheiro-brasileiro,
pinheiro-sdo-josé, pinheiro-macho-fémea, pinheiro-cajuca, pinheiro-das-missoes,
pinheiro nacional, pinheiro-choréo, pinheiro-rajado, pinho, pinho-do-Parand, pinho-
brasileiro, entre outros (SOARES; MOTA, 2004).

Figura 7 - Imagem mostrando a pinha e os pinhdes.

Fonte: https://images.uncyc.org/pt/0/0f/Pinhaopinha.jpg.

Sobre a producéo, industrializagcdo e comercializagdo do pinh&o, por se tratar
de um produto sazonal, de alta perecividade, rapido brotamento e passivel de

ataque microbiolégico dada a sua alta umidade (o que compromete a capacidade
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armazenamento), o pinhdo ainda se configura restrito comercialmente, logo, acaba
ndo despertando até o momento amplo interesse da industria (KRAMER; JONG;
NORENA, 2004). O consumo desse produto, todavia, acaba néo se estendendo por
outras regides do pais, restringindo-o enquanto género alimenticio habitual, o que
culmina em poucas pesquisas em torno de sua conservagao, industrializacdo e
distribuic&o pelo pais e pelas demais esta¢cfes do ano (SANTOS et al., 2002).

Além disso, o sistema de coleta dessas sementes ainda se configura manual,
usualmente realizado por nativos/coletores, quando ndo h4 um manejo voltado a
selecdo, & armazenamento/estocagem e ao processamento do pinhdo que levem
em conta a temperatura e a manutencdo das propriedades desse produto
(KRAMER; JONG; NORENA, 2004).

Algumas pesquisas mostram as propriedades medicinais contidas no pinh&o
sendo comumente utilizada no tratamento de anemia, azia e tumores (BRANCO et
al., 2016) e os efeitos farmacoldgicos da lectina com acdes antiinflamatorias e
antibacterianas (SANTI-GADELHA et al., 2006) e atividades depressoras no sistema
nervoso central (VASCONCELOS et al., 2009). Outra evidéncia farmacologica, é o
baixo indice glicémico em sementes de pinh&o cozida que contribui na prevencéo e
tratamento de doengas crbnicas como cardiovasculares, diabetes, dislipidemia e
obesidade. Essas sementes cozidas apresentam alto teor de amilose no amido que
favorece a formacéo do amido resistente, resultando numa lenta absorgéo de glicose
no organismo humano (CORDENUNSI et al., 2004).

A semente de pinh&o tem aplicacdo na culinaria, devido ao valor nutricional e
seu sabor neutro que possibilita a elaboragdo de novas receitas e no
desenvolvimento de produtos inovadores a base de farinha de pinh&o na industria
alimenticia como: péaes, bolos, biscoitos, doces, suflés, mistura para sopas, dentre
outras (ACORSI et al., 2009; CAPELLA; PENTEADO; BALBI, 2009). A composi¢cao
quimica da semente de pinhdo foi abordada por da Silva et al. (2016), que
determinaram a composicdo centesimal (umidade, cinzas, proteinas totais, lipidios
totais e fibras totais e carboidratos) em sementes in natura, a fim de avaliar os
valores nutricionais no endosperma do pinhdo. Além do estudo com os 6dleos
vegetais (acidos graxos das séries dmega-6 e dmega-3, tocoferol total e fitosterol
total) os quais contribuem para a reducdo de risco de doencas alérgicas,

cardiovasculares e cancer.
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O efeito do processamento térmico em alimentos vegetais influencia nas
propriedades nutricionais durante o cozimento, através da lixiviagdo de minerais,
macromoléculas e micromoléculas com afinidade ao meio aquoso (DE SOUZA et al.,
2016; DOS SANTOS et al.,, 2013; LIMA et al., 2019). Cordenunsi et al. (2004)
investigaram a composicdo quimica e indice glicémico em pinhdes cozidos e crus,
oriundo de S&o Paulo. Apds o processamento térmico, os autores ndo notaram
diferenca no teor de amido total, fibra sollveis, lipidios e umidade. Entretanto,
perceberam a diminuigdo dos teores de Cu, Mg e P e acgUcares soluveis, devido a
lixiviagdo proveniente da dgua de cozimento. No caso das substancias bioativas
ocorreu a migracdo da quercetina e fendlicos totais da casca para semente, que
resultou no tingimento das sementes brancas em marrons e também da agua usada
no cozimento por causa da presenca de substancias polifenélicas oxidadas. Esses
resultados mostraram que o processo de cocgdo favoreceu o enriquecimento dos
pinhdes com substancias bioativas, que sdo benéficas para saude humana porque
possuem propriedades antioxidantes, pois atuam preventivamente em doengas

cardiovasculares e cancer.

1.2 Técnicas quimiomeétricas com uso do software R

Na literatura existem varios estudos em matrizes de alimentos vegetais
usando os softwares Stata, SPSS, STATISTICA e MATLAB para analise exploratoria
de dados (DOS SANTOS et al., 2018; SANTOS et al., 2020a; SILVA et al., 2020).
Porém, a utilizagdo destes softwares requer uma licenga que tem um custo elevado.
Entretanto, a utilizacdo de softwares livres vem aumentando entre a comunidade
cientifica. Dentre esses softwares livre utilizados para a manipulacéo de dados tem-
se o Software R.

O software livre R € um ambiente de programacdo que possibilita ao usuario
manipular, analisar e visualizar dados para a tomada de decis&o. E possivel aplicar
uma variedade de técnicas estatisticas univariadas e multivariadas por meio dos
cadigos abertos do software R. O software tem a vantagem de ser executado em
varios sistemas operacionais, tais como: GNU Linux, Microsoft Windows, Mac OS X
dentre outros (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020). Na literatura, o software R
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pode ser aplicado em diferentes areas, tais como: alimenticias, ambiental, quimica,
economia, dentre outras.

Destaca-se, a revisdo sistematica por meio de meta-analise com uso do
software R para avaliar evidéncias dos niveis de chumbo em alimentos produzidos e
consumidos no territério brasileiro. A revisdo tinha 67 publicacdes com amostras
alimenticias que foram organizadas em 12 categorias de alimentos semelhantes
(acucar; bebidas; alimentos infantis; cacau, nozes e produtos; carnes e derivados;
cereais, gréos e produtos; frutas e frutas produtos; leite e produtos lacteos; ovos;
pasta de 6Oleo e gordura; vegetais e produtos vegetais e outros alimentos), no qual
usou o modelo aleatério para estabelecer os niveis de Pb nos diferentes alimentos
empregando o software R. Dessa maneira, a meta-andlise aplicada na reviséo
sistematica foi importante para mostrar os resultados sobre a contaminag¢do por Pb
nos alimentos. Logo, essa estratégia foi viavel para entendimento de questdes
relacionadas ao Pb presentes nos alimentos e sua avaliagdo do risco de ingestao
desse elemento téxico para saude humana (VASCONCELOS NETO et al., 2019).

Corréa et al. (2021) realizaram um planejamento fatorial com ponto central,
cujas variaveis investigadas foram carga enzimatica, porcentagem de 4gua e tempo
de hidrdlise para otimizar o efeito do tratamento dos gréos de café arabica com
asparaginase usando o software R com a interface grafica RStudio. Eles notaram
que a condi¢céo otimizada no pré-tratamento do grao com vapor foi essencial, porque
a carga enzimética reduziu o teor de acrilamida determinada por UPLC-MS/MS
nesta matriz. Além da asparaginase néo influenciou nas concentracbes de &cido
cafeico, &cido clorgénico e cafeina determinadas pelo HPLC-DAD.

O teste de Kruskal Wallis é uma alternativa ndo paramétrica (os dados néo
seguem uma distribuicdo normal) para comparar duas ou mais amostras
independentes em relacdo as medianas populacionais. Neste teste, a hipotese nula,
HO, assume que as medianas populacionais sédo todas iguais, ou seja, as amostras
sdo provenientes da mesma populagdo com o mesmo formato de distribuigéo
(VIRGILLITO, 2006). O valor de p menor ou igual a um nivel de significancia
(denotado como a) indica que existe uma diferenca estatisticamente significativa
entre as medianas. Quando o valor de p € maior que o nivel de significancia pode-se
concluir que ndo existe diferenga significativa entre as medianas.

O gréfico de caixa ou boxplot é uma ferramenta gréfica que possibilita

visualizar a distribuicdo e valores discrepantes (outliers) dos dados. Como também,
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pode ser utilizado para comparar a distribuicdo dos dados entre as variaveis. O
boxplot é constituido pelo primeiro e terceiro quartil e pela mediana, por limites
inferiores e superiores (MONTGOMERY; RUNGER, 2009). Na Figura 8 estéo

dispostos os componentes do boxplot.

Figura 8 - Representacdo dos componentes do gréfico de caixa ou boxplot.
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Fonte: Proprio autor.

Os limites inferior e superior apresentados na Figura 8 séo calculados de
acordo com as Equacdes 1 e 2, respectivamente. Com o calculo destes limites &
possivel verificar a presenga de outliers (MONTGOMERY; RUNGER, 2009).

Limite Inferior = Primeiro Quartil - 1,5 * (Terceiro Quartil - Primeiro Quartil)
(Equagéo 1)
Limite Superior = Terceiro Quartil + 1,5 * (Terceiro Quartil - Primeiro Quartil)

(Equagéo 2)

Com o Boxplot € possivel obter as seguintes informa¢gdes do conjunto de
dados: posigcéo, dispersdo, assimetria, comprimento da cauda e outliers (medidas
discrepantes). A Figura 9 demonstra um exemplo genérico de um boxplot aplicado

nos dados de concentracédo de s6dio em amostras de semente crua e cozida.
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Figura 9 - Boxplot da concentracdo de s6dio em amostras de sementes crua e

cozidas.
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Fonte: Préprio autor.

De acordo com a Figura 9, percebe-se que ndo houve a presenca de outliers
nas amostras de semente crua e cozida. Porém, as amostras que passaram pelo
processo térmico apresentaram um maior intervalo interquartilico (diferenca entre o
terceiro quartil e o primeiro quartil) quando comparado com as amostras in natura.
Isso significa que a concentracdo de sddio nas amostras cozidas apresenta uma

maior disperséo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a composicdo mineral, composi¢do centesimal, valor caldrico total e teor de
chumbo em pinhdo (Araucaria angustifélia (Bertol.) Kuntze) de cinco estados
brasileiros observar os efeitos da cocgdo nestas sementes usando ferramentas

quimiomeétricas através do software R.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a composigcdo mineral de calcio (Ca), potassio (K), fosforo (P), magnésio
(Mg), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) em amostras de pinhao
(crua e cozida) coletadas em 5 estados brasileiros.

e Analisar o teor de chumbo em pinhdo usando a técnica espectrometria de
Absorg¢ao Atdbmica com Forno de Grafite.

e Validar o método desenvolvido por meio dos parédmetros de desempenho
(preciséo, exatiddo, linearidade, limites de deteccdo e quantificagcdo) para
comprovar a aplicabilidade dessa matriz.

e Aplicar uma analise exploratéria dos dados na composi¢cdo mineral através do
gréfico de Boxplot com teste de Kruskal Wallis, seguida por andlise de
componentes principais (PCA) e analise de componentes hierarquicos (HCA)
usando o software R, com a finalidade de observar a possiveis discriminacdes
das amostras pelo processamento térmico submetido as amostras de pinh&o
brasileiras.

e Contribuir para atualizagdo da Tabela de Composi¢cdo de Alimentos para este

tipo de matriz.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Coleta e pré-processamento das amostras

As amostras foram obtidas em varios pontos comerciais, cerca de 1 kg,
incluindo Fazenda (FA); Feira (FR) e Mercado (M) localizados em cinco estados
brasileiros, tais como: Minas Gerais (MG), S&o Paulo (SP), Parana (PR), Santa
Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS). As amostras foram lavadas com solugéo de
extran e depois com agua deionizada e divididas em duas por¢des para compor 0s
tipos de processamento (crua e cozida). As sementes cruas (cerca de 500 g) foram
descascadas, trituradas no liquidificador e armazenadas em recipientes plasticos,
devidamente identificadas. A coccdo procedeu-se adicionando-se 600 mL de agua
desionizada a 500 g de sementes e submetidas ao aguecimento sob presséo por 40
minutos. Apés a cocgdo, descartou-se a 4gua sobrenadante e retirou-se as cascas.
A trituragdo foi feita em liquidificador de igual modo para as sementes cruas. A
massa triturada foi colocada em recipientes plasticos e identificados. Ambas as
amostras (cruas e cozidas) foram submetidas a determinagdo da composigéo
centesimal em base Umida, também foram liofilizadas para determinacdo da

composi¢ao mineral e elemento téxico.

3.2 Determinacdo da composicdo mineral e elemento téxico em

pinhao

3.2.1 Materiais, reagentes e solucdes

Todos os reagentes e solventes usados no método de digestdo acida foram
de alto grau analitico obtidos na Merck (Darmstadt, Alemanha). Para o procedimento
de decomposicdo acida das amostras, foram utilizados acido nitrico 65% v v e
perdxido de hidrogénio 30% v v'. Para o preparo de todas as solucdes, foi utilizada
agua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ cm) obtida em sistema de purificagdo Milli-
Q (Millipore, MA, EUA). Para a preparacdo das solugbes de trabalho padrédo, foram
utilizadas as solug6es estoque dos elementos Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn (1000 a

4000 mg L. Para determinar o teor de carbono residual, foi preparada uma solucéo
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estoque de carbono de 20.000 mg L™ de &cido citrico. A exatiddo do método foi
confirmada por CRM de folhas de maga (NIST 1515) no ICP OES. Todas as
vidrarias de laboratério foram imersas em um banho de solugéo de &cido nitrico 10%
v v! por 12 horas e em seguida lavadas com agua ultrapura. Em seguida, todos o0s
materiais foram secos em condi¢des de ar limpo em temperatura ambiente.

Para a determinagcdo do chumbo, foram preparadas solugbes padrédo de
trabalho em &cido nitrico 0,5% (v v''), por meio da diluicio de uma solucdo padréo
de chumbo que continha uma concentracdo de chumbo de 1000 mg L™*. Uma
solugéo padréo de estoque que continha uma concentracdo de aluminio de 1000 ug
mL™ foi usada como modificador quimico. A vidraria foi mantida em solucédo de 4cido

nitrico a 10% (v v'*) para descontaminago por 24 horas.

3.2.2 Instrumentacéo

Um modelo de balanga analitica AUX220 de Shimadzu (Kyoto, Japéo) foi
usado em algumas etapas dos métodos analiticos. Na etapa de secagem para
composi¢cdo mineral foi utilizado um liofilizador K202 (Liotop, Brasil). Um bloco
digestor modelo TE-040/25 (Tecnal, Brasil) foi usado para decomposi¢cfes acidas a
fim de determinar a composi¢cao mineral.

O equipamento utilizado para a determinagcdo simultdnea da composicdo
mineral foi um espectrémetro de emisséo 6tica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES) modelo Vista PRO da Varian (Mulgrave, Australia) equipado com
visualizagdo axial, detector de dispositivo acoplado a carga, nebulizador de spray e
camara de nebulizagdo Stumar-masters. Os parametros instrumentais usados para a
quantificacdo de multiplos elementos foram os seguintes: taxa de fluxo de gés
auxiliar de 1,5 L min™", taxa de fluxo de gas de plasma de 15,0 L min~", poténcia de
radiofrequéncia (RF) de 1,0 kW e taxa de fluxo de gas nebulizador de 1,5 L min™". As
linhas de emissdo (nm) foram medidas em: C | (193,030), Ca Il (422,673), Cu |
(324,754), Fe Il (238,204), K | (766,490), Mg | (285,213), Mn Il (257,610), P |
(213,618) e Zn | (213,857).

O chumbo foi determinado usando um espectrometro de absorgéo atdbmica de
forno de grafite modelo ZEEnit 600 da Analytik Jena AG (Jena, Alemanha) equipado

com um amostrador automético MPE-60 (Analytik Jena), tubos revestidos de grafite



71

pirolitico aquecidos transversalmente com a plataforma PIN e corre¢do de fundo de
efeito Zeeman. Uma lampada de catodo oco de chumbo (Analytik Jena) foi utilizada
como fonte de radiacdo com as seguintes caracteristicas: corrente da lampada de 4
mA, comprimento de onda de 283,3 nm e largura de banda espectral de 0,8 nm. Os
sinais analiticos foram medidos como absorbancia integrada. O programa de
temperatura do forno de grafite utilizado para determinar o Pb envolveu as seguintes
etapas: 1) Secagem 1: temperatura de 80 °C, rampa de 50 °C s™ e tempo de espera
de 15 s; 2) Secagem 2: temperatura de 120 °C, rampa de 10 ° C s™ e tempo de
espera de 15 s; 3) Secagem 3: temperatura de 140 °C, rampa de 5 ° C s'1 e tempo
de espera de 10 s; 4) Pirlise: temperatura de 800 °C, rampa de 50 ° C s™* e tempo
de espera de 20 s; 5) Auto-zero: temperatura de 800 °C, rampa de 0 ° C s™ e tempo
de espera de 5 s; 6) Atomizac&o: temperatura de 2000 °C, rampa de 3000 °C s™ e
hold time de 4 s e 7) Limpeza: temperatura de 2550 °C, rampa de 3000 °C s™ e hold
time de 4 s. O argdnio foi utilizado como gas de purga e protegdo com vazao interna
de 2,0 L min?! em todas as etapas, sendo o fluxo interno interrompido durante a
etapa de atomizac¢do. Durante a andlise, um volume de injecdo de 20 yL da amostra

e co-injecdo de 5 uL do modificador quimico foram introduzidos no tubo de grafite.

3.2.3 Procedimento digestéo acida e validacdo do método

Todas as amostras de pinhdo foram secas em liofilizador a -42 °C e 0,025
mbar por 72 h. Em seguida, amostras de cada ponto de coleta foram processadas
em liquidificador domeéstico. Posteriormente, foram armazenados em recipientes
plasticos no dessecador. Uma massa de amostra liofilizada de aproximadamente
200 mg foi diretamente pesada em um tubo de digestdo. Em seguida, os tubos
foram colocados no bloco digestor e 2,0 mL de &acido nitrico 65% (v v'') foram
adicionados a cada tubo. Dedo frio foi usado como sistema de refluxo. Entdo, a
mistura foi aquecida na temperatura de 140 °C por cerca de 1 hora. Apds esse
tempo, volumes de 0,5 mL de peréxido de hidrogénio 30% (v v'*) foram adicionados
a cada 30 minutos, em um total de 1,0 mL. O tempo total do procedimento de
digestéo foi de cerca de 2 horas. Depois, as solugdes residuais foram transferidas
para tubos de centrifuga de 15 mL e o volume ajustado para 10 mL usando &gua

ultrapura. Branco analitico e o material de referéncia certificado de folhas de maca
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(CRM 1515) foram obtidos usando o mesmo procedimento utilizado para as
amostras. Todo o experimento foi realizado em triplicata.

Para a determinacdo dos multielementos (C, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn)
foi realizada a leitura no espectrometro de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). Posteriormente, os dados foram tratados pelo
programa da Microsoft Office Excel 10, cujos valores das concentragdes obtidos em
base seca foram convertidos para base Umida. Os resultados obtidos pela
determinagdo da composi¢cdo mineral do pinhdo foram processados pelo software
livre R versdo 4.0.2 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020).

3.3 Determinacdo da composicao centesimal em pinhé&o

3.3.1 Materiais, reagentes e solucdes

Todos os reagentes e solventes usados no método de digestdo acida foram
de alto grau analitico obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Para a determinacéo
do centesimal, foram utilizados os seguintes reagentes: sulfato de amdnio, &cido
bérico, verde de bromo-cresol, sulfato de cobre, acido cloridrico, vermelho de metila,

laranja de metila, sulfato de potassio, hidroxido de sddio e acido sulfarico.

3.3.2 Instrumentacéo

Um modelo de balanga analitica AUX220 de Shimadzu (Kyoto, Japéo) foi
usada para pesagem das amostras. Um bloco digestor modelo TE-040/25 (Tecnal,
S&o Paulo, Brasil) e um destilador de nitrogénio modelo MA-036 de Marconi (Sé&o
Paulo, Brasil) Paulo, Brasil) foram usados para determinar o teor de proteinas totais.
A estufa modelo Q317M de QUIMIS (S&o Paulo, Brasil) foi usada para determinar o
teor de umidade. Uma mufla modelo Q318S de QUIMIS (S&o Paulo, Brasil) para

determinar o teor de cinzas totais.
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3.3.3 Procedimento para determinacdo da composicdo centesimal em

pinh&o

A metodologia analitica descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008) foi
utilizada para determinagdo da composicdo centesimal (umidade, cinzas totais,
proteinas totais e carboidratos totais) e para o célculo do valor calérico total utilizou-
se os coeficientes de Atwater na amostra de pinhdo crua e cozida. Todos o0s
experimentos, os pinhdes foram analisados em triplicata.

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico com a utilizagdo de
calor, para evaporacao de substancias volateis a 105 °C. Assim, aproximadamente 5
g de amostra foi aquecida até a obtencdo de peso constante. O teor de cinzas foi
obtido por incineragdo em mufla a 550 °C de 5 g de amostra até a obtengéo de peso
constante. O teor de proteinas foi obtido pelo método de Kjeldahl, que consiste na
determinagdo do nitrogénio total, o qual possui trés etapas (digestéo, destilacdo e
titulacdo). Deste modo, a digestédo consistiu no aquecimento a cerca de 330 °C de
0,5 g da amostra, 0,01 g da mistura catalitica (sulfato de cobre e sulfato de potassio)
e 5 mL de &cido sulfurico concentrado, por cerca de trés horas. Seguida a digestéo,
procedeu-se a destilagdo do N, adicionando-se 25 mL de hidroxido de sodio a 40%
num sistema de arraste a vapor (destilador de N), recolhendo-se o destilado em 50
mL de acido bdrico 4% e 2 gotas do indicador (vermelho de metila e verde de
bromocresol). Por fim, titulou-se o borato de aménio com uma solu¢do padréo de
acido cloridrico 0,1 mol L. Para converter o resultado de proteina bruta usou-se o
fator 6,25.

O célculo de carboidratos totais foi feito pela diferenca dos valores
encontrados (%) para umidade, cinzas, lipidios e proteinas. O valor calérico total foi
determinada através do célculo da somatéria da multiplicacdo dos fatores de
conversdo Atwater por 4 kcal g~* para teor de proteinas e carboidratos, e por 9 kcal
g para lipidios. Considerou-se o valor de lipidios de 0,01% para o céalculo de

carboidrato total e valor caldrico total em todas as amostras.
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3.4 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software livre R versdo 4.0.2 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020) com a interface Rstudio na versdo 1.3.1073
(RSTUDIO TEAM, 2020). Com os resultados do processamento térmico submetido
os pinhdes aplicaram-se as seguintes ferramentas estatisticas: teste de normalidade
de Shapiro Wilk (KORKMAZ; GOKSULUK; ZARARSIZ, 2014) para verificar se 0s
dados seguem uma distribuicdo normal, gréfico de caixa ou boxplot com teste de
comparacdo entre grupos (KASSAMBARA, 2020), analise de componentes
principais (KASSAMBARA; MUNDT, 2020) e andlise de agrupamento hierarquico
(KASSAMBARA; MUNDT, 2020). O pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016) foi utilizado

para construcdo dos boxplot incluidos com a média.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros analiticos do método empregado e avaliagdo do

perfil quimico

Todas as figuras de mérito obtidas para o método analitico por ICP OES e
GF AAS séao apresentadas na Tabela 10. A precisédo foi expressa como um desvio
padréo relativo (% RSD), em que todos os analitos obtiveram menor ou igual a 7,3%
(n = 10). Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados de
acordo com as recomendagdes da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC, 2002). O teor de carbono residual (RCC) estava na faixa de 1,28-3,30% (m
m™!) para o pinhdo cru e 1,52-3,41% (m m™) para o pinhdo cozido coletada em
diferentes estados brasileiros, portanto os valores de RCC s&o considerados baixos,
comprovando a eficiéncia do procedimento de digestdo &cida neste trabalho. Os
valores de RCC deste estudo sé&o semelhantes aos dados descritos na literatura
para matrizes alimentares vegetais quando amostras digeridas em bloco digestor
com sistema de refluxo, utilizando dedos frios com a mistura oxidativa de HNO3 e
H,O, (DOS SANTOS et al., 2019). O resultado obtido para a acidez residual foi de
2,80 mol L™ para o método proposto. Para avaliar a exatiddo do procedimento de

digestdo proposto para o pinh&o (cru e cozido) foi confirmado pela anélise do CRM
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de folhas de maca. Assim, os resultados obtidos de valor encontrado mostraram boa

concordancia com o valor certificado.

Tabela 10 - Pardmetros analiticos dos métodos ICP OES e GF AAS utilizados para a

determinagéo dos elementos em amostras certificadas.

= ]
ions Pre(c(;;ao R LD LQ Valor certificado enc\ga:'?r;do
(mg 100g™) (mg 100g™)
Ca (Il) 7,0 0,9991 1,23 4,12 15250 + 100 ug mL™* 14122 + 1065
Cu (1) 4,7 0,9993 0,029 0,098 5,69 +0,13% ug mL™* 5,55+ 0,63
Fe (Il) 6,2 0,9993 0,129 0,430 82,7+2,6%ug mL* 87,9+8/4
K (1) 2,2 0,9992 0,94 3,13 16080 + 210° pg mL™* 15484 + 701
Mg (1) 2,8 0,9986 0,40 1,33 2710 + 120 ug mL* 2589 + 146
Mn (1) 1,7 0,9991 0,010 0,032 54,1+ 1,1 ug mL™ 54,9+0,9
P () 0,68 0,9994 0,28 0,95 1593 + 68% pg mL™* 1492 + 35
Pb (1) n/a n/a 0,004 0,012 0,20 (mg kg™%)P 0,20 + 0,06
Zn (Ih 7,3 0,9991 0,067 0,223 12,45+ 0,43° ygmL™* 12,22 +0,93

Fonte: Proprio autor.
4 CRM Folha de maca (1515).
® CRM Folhas de espinafre (1570a).

Média * intervalo de confianca, n = 3.
Limite de deteccéo (LD); Limite de quantificacdo (LQ).

O chumbo foi determinado pelo GF AAS, os outros elementos pelo ICP OES.

Os resultados de concentragdo de minerais e composi¢ao centesimal obtidos

em amostras de pinhdo, em que os cdédigos foram formados por: cinco estados
brasileiros: Minas Gerais (MG), Sdo Paulo (SP), Paran& (PR), Santa Catarina (SC) e

Rio Grande do Sul (RS); local de aquisicéo das amostras: Fazenda (FA); Feira (FR)

e Mercado (M); tipo de processamento: crua (1, 2 e 3) e cozida (1.1, 2.1 e 3.1). Nas

Tabelas 11 e 12, estdo contempladas as concentracdes médias de cada analito em

triplicatas com respectivos valores de intervalo de confianga (n = 3). Para analisar os

teores de minerais, umidade, cinzas totais e proteinas totais obtidos das amostras

de pinh&o crua e cozida deste estudo, é evidente o seu decréscimo apos o efeito do

processamento térmico (Tabelas 11 e 12).
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Amostra

Composicéo mineral (mg 100g™)

Ca Cu Fe K Mg Mn P Zn
Crua
MGFA(1, 2, 3) 20,7+1,0 0,160 £ 0,013 0,550+0,052 606,1+19,0 61,4+3,7 0,382+0,041 1425+5,7 1,13+0,04
MGFR(1, 2, 3) 21,4+0,9 0,157 £0,005 0,544 +0,051 610,8+32,1 56,1+0,3 0,328+£0,005 140,0x2,9 0,927 £0,013
SPM(1, 2, 3) 18,5+1,8 0,187 +£0,018 0,590+0,043 6584228 61,2+4,7 0,138+£0,026 163,7+x6,1 0,879 £0,021
PRFR(1, 2, 3) 12,2+0,4 0,136 £0,005 0,495+0,038 503,7+3,7 514+06 0,342+0,003 114,2+55 0,678 +0,036
PRFA(L, 2, 3) 16,2+0,2 0,110+0,016 0,332+0,037 541,3+259 52,1+3,0 0,180+x0,059 127,8+4,3 0,525+0,024
PRM(1, 2, 3) 12,3+0,4 0,104 £0,006 0,358+0,033 472,9+10,3 449+0,3 0,141+0,020 119,9+2,8 0,432 +0,040
SCFA(1, 2, 3) 13,3+£1,7 0,230+0,041 0,396+0,051 487,1+1,2 442+05 0,352+0,033 122,1+5,9 0,647 £ 0,055
SCM(1, 2, 3) 129+0,4 0,235+0,001 0,702+0,044 479,4+4,0 458+25 0,277+0,040 128,8+4,9 0,814 £ 0,055
RSFA(1, 2, 3) 13,6 £1,0 0,167 £0,020 0,545%+0,045 485,1+4,7 453+0,8 0,815+0,027 126,9+4,7 0,686 * 0,006
RSM(1, 2, 3) 11,3£0,4 0,193+0,017 0,546+0,028 5146+2,7 502+3,3 0,771+0,049 128,8+5,5 0,747 +0,006
Média 15,2 0,168 0,506 536,0 51,3 0,373 131,5 0,746
Cozida
MGFA(1.1, 2.1, 3.1) 125+1,1 0,101 +£0,002 0,346+0,013 467,0+4,2 451+2,6 0,198 + 0,009 959+1,1 0,690+0,034
MGFR(1.1, 2.1, 3.1) 125+1,0 0,0656 +0,0149 0,296 +0,040 449,1+4,0 423+1,6 0,192+0,027 97,2+4,9 0,603+0,014
SPM(1.1, 2.1, 3.1) 148+1,1 0,152 +0,015 0,481+0,050 549,2+49 583+52 0,106+0,009 142,2+1,7 0,691+ 0,066
PRFR(1.1, 2.1, 3.1) 9,45+0,12 0,0850+0,0184 0,269+0,044 4119+5,1 415+46 0,225+0,026 100,6%+1,5 0,564+ 0,025
PRFA(1.1, 2.1, 3.1) 9,64 £+0,83 0,0760 +0,0067 0,231+0,016 374,6+3,3 29,7+2,0 0,0726+0,0126 76,7+1,4 0,261 +0,019
PRM(1.1, 2.1, 3.1) 11,6 +0,3 0,0512+0,0046 0,320+0,039 430,7+10,8 357%+1,4 0,119%0,021 87,0x19 0,358+0,043
SCFA(1.1, 2.1, 3.1) 7,74+055 0,156+0,021 0,300+0,017 386,1+2,1 38,1+04 0,154+0,018 101,2+3,4 0,449 %0,028
SCM(1.1, 2.1, 3.1) 9,85+0,33 0,166 +£0,027 0,313+0,013 392,1+49 37,2+4,6 0,117+0,002 107,9+4,4 0,456 +0,011
RSFA(1.1, 2.1, 3.1) 10,3+1,0 0,127 +0,008 0,344 +0,029 371,0x3,0 38,605 0,404£0,018 98,4 +3,7 0,533+0,013
RSM(1.1, 2.1, 3.1) 10,1+0,2 0,147 £0,015 0,398+0,030 367,2+4,3 399+34 0487x+0,053 110,5+3,8 0,592+ 0,048
Média 10,8 0,113 0,330 419,9 40,6 0,208 101,8 0,520

Fonte: Proprio autor.
Estados brasileiros: Minas Gerais (MG); S&do Paulo (SP); Parana (PR); Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS); Local de aquisicdo da
amostra: Fazenda (FA); Feira (FR) e Mercado (M); Tipo de processamento as triplicatas: Crua (1, 2 e 3) e Cozida (1.1, 2.1 e 3.1).
O resultado para a composicao mineral foi expresso em base Umida.
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Tabela 12 - Médias de concentragfes da composi¢do centesimal em pinh&o.

Amostra Composicao centesimal
Umidade (%) Cinzas (%) Proteinas (%) Carboidratos (%) Valor caldrico total (kcal in 100g)
Crua
MGFA(1, 2, 3) 58,5+0,1 2,70 £ 0,09 4,34 £ 0,24 345+0,1 155,4+0,1
MGFR(1, 2, 3) 57,5+£0,5 1,76 £ 0,27 4,47 £ 0,45 36,3+0,5 163,0+0,5
SPM(1, 2, 3) 57,5+0,8 2,18 £ 0,02 4,83 £ 0,08 355+0,8 161,3+0,8
PRFR(1, 2, 3) 53,3+0,1 1,85+0,10 3,83+£0,34 41,0+£0,3 179,5+0,3
PRFA(1, 2, 3) 50,3+ 0,7 1,63 + 0,07 3,43+£0,34 44,6 £ 0,7 192,1 £ 0,7
PRM(1, 2, 3) 49,0+x1,1 1,92 + 0,05 2,96 £ 0,03 46,2+1,0 196,6 £ 1,0
SCFA(1, 2, 3) 52,3+0,1 1,20 £ 0,03 3,59+0,31 429+0,3 186,1 + 0,3
SCM(1, 2, 3) 52,5+0,5 1,23 +0,08 3,78 +£0,24 425+0,4 185,3+0,4
RSFA(1, 2, 3) 51,9+0,1 1,60+ 0,01 3,93 +0,08 425+0,1 185,9+0,1
RSM(1, 2, 3) 52,7+0,2 1,58+0,13 3,82+0,16 41,9+0,2 183,1+£0,2
Média 53,5 1,76 3,90 40,8 179
Cozida
MGFA(1.1, 2.1, 3.1) 47,4+0,4 1,42 + 0,06 3,83+£0,13 47,4+0,3 204,8 +£0,3
MGFR(1.1, 2.1, 3.1) 452+1/4 1,43 +0,08 4,24 £ 0,45 49,117 213,6 1,7
SPM(1.1, 2.1, 3.1) 56,3+ 0,7 1,94 + 0,05 4,46 £ 0,27 37,3+£0,8 166,9 £ 0,8
PRFR(1.1, 2.1, 3.1) 48,8 £ 0,4 1,63+0,01 3,52 +0,48 46,1 +£0,3 198,4+0,3
PRFA(1.1, 2.1, 3.1) 39,9+£0,2 1,28 + 0,02 2,92 + 0,36 55,9+0,5 2354+0,5
PRM(1.1, 2.1, 3.1) 41,7 £ 0,7 1,23 +0,03 2,78 £ 0,02 54,3 0,7 228,4 0,7
SCFA(1.1, 2.1, 3.1) 47,3+x1,1 0,488 + 0,116 3,23+ 0,09 489+1,0 208,8+1,0
SCM(1.1, 2.1, 3.1) 48,4+ 1,6 0,937+0,136 3,35%+0,19 476 £0,1 204,0+0,1
RSFA(1.1, 2.1, 3.1) 46,0+ 1,2 1,01 £ 0,04 3,43+0,42 49614 2121+1,4
RSM(1.1, 2.1, 3.1) 48,1 +£0,2 1,24 + 0,07 3,51+0,29 44,0+£0,3 190,0+0,3
Média 47,2 1,26 3,53 48,0 206

Fonte: Proprio autor.

Estados brasileiros: Minas Gerais (MG); S&do Paulo (SP); Parana (PR); Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS); Local de aquisicdo da

amostra: Fazenda (FA); Feira (FR) e Mercado (M); Tipo de processamento as triplicatas: Crua (1, 2 e 3) e Cozida (1.1, 2.1 e 3.1).
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4.2 Analise descritiva da composicao centesimal e de minerais em

pinhdo com software R

Com o teste de Shapiro Wilk foi possivel verificar que os dados ndo seguiam
uma distribuicdo normal (p-valor < 0,05), portanto aplicou-se o teste ndo paramétrico
de Kruskal Wallis que € analogo a analise de variancia (ANOVA) para a comparacao
das amostras cruas e cozidas. O referido teste ndo paramétrico indicou um
comportamento distinto nas amostras cruas e apds o processamento térmico. Infere-
se que houve perdas significativas dos elementos minerais nas amostras apés a
coccdo. A lixiviagdo pode ter sido o mecanismo de perda destes minerais. Essa
diferenca significativa foi apontada pelo valor de p ser menor que o nivel de
significancia de 5% (Figura 10).

Dessa maneira, o gréafico boxplot com o valor do teste de Kruskal Wallis
construido a partir dos resultados da concentracdo dos multielementos (Ca, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, P e Zn) para o procedimento térmico aplicado nas amostras de pinhdo
demonstrado na Figura 10. O referido gréfico foi utilizado para representar a

variabilidade da concentragdo dos multielementos em relagdo a amostra crua e

cozida.

Figura 10 - Gréfico de boxplot com valor do teste de Kruskal Wallis para a

comparagao da composi¢cao mineral entre as amostras crua e cozida.
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Percebe-se que as amostras crua e cozida apresentaram comportamentos
distintos, devido ao boxplot indicar que as referidas amostras demonstraram
caracteristicas diferenciadas em relagdo a posicdo, dispersdo, assimetria,
comprimento da cauda e outliers (valores atipicos) (Figura 10). Desse modo, 0
procedimento térmico possivelmente alterou a concentracdo dos multielementos
guando comparada com a amostra crua. Com o intuito de averiguar esse resultado
aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis que confirmou uma diferenca
significativa entre as amostras crua e cozida (p-valor < 0,05). Valores atipicos foram
observados na Figura 10 para os elementos Fe, Mg e P no procedimento térmico e
Mn nas amostras cruas e ap0s o procedimento térmico. A presenca destes valores
atipicos ou outliers afetam diretamente no calculo da média, indicando que o
procedimento térmico interferiu na concentragcdo destes metais.

A Figura 11 representa uma analise descritiva da composi¢do centesimal do
pinhdo cru e apds o tratamento térmico. Observa-se que a composi¢cao centesimal
do pinhdo cru e apo6s o tratamento térmico sofreu uma alteracdo, devido a
distribuicdo do conjunto de dados das amostras apresentarem valores distintos em
relagdo a média, mediana e disperséo.

Figura 11 - Grafico de boxplot com o valor médio para a compreenséao da variagédo

dos dados e comparacao composi¢cao centesimal entre as amostras cruas e cozidas.
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4.3 Avaliacdo da composicdo de minerais empregando analise

exploratéria de dados com software R

A composicado mineral das amostras crua e cozida de pinhao foi avaliada por
andlise de componentes principais (PCA) e analise de componente hierarquico
(HCA), utilizando o software R. Estas técnicas s@o frequentemente utilizadas na
pesquisa de comportamentos de padroes (CORREIA; FERREIRA, 2007). O objetivo
da utilizacé@o destas ferramentas estatisticas é averiguar a formag&o de grupos entre
as amostras cruas e cozidas, pois 0 boxplot da Figura 10 indicou uma diferenca
significativa entre elas.

Desse modo, uma matriz de dados (60 x 8) foi gerada, na qual as amostras
de Minas Gerais (MG), S&o Paulo (SP), Parand (PR), Santa Catarina (SC) e Rio
Grande do Sul (RS) foram dispostas em linhas e os analitos em colunas (Ca, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, P e Zn). Esses dados foram processados por meio de autoescalamento
(centrado na média e escalado pela Unica variancia), por causa da grande variacao
nos teores dos multielementos. Em seguida, ao pré-processamento usou os pacotes
do software R para calcular os escores e pesos.

De acordo com a Figura 12A foi possivel observar que os dois componentes
principais (PC1 e PC2) foram responséveis por 84,5% da varia¢do total, sobre as
amostras cruas e apés o tratamento térmico. Em que o PC1 foi responséavel por
67,2% da variagdo total e demonstra a seguinte expressdo PC1 = 0,8416Ca +
0,6335Cu + 0,8685Fe + 0,9087K + 0,9250Mg + 0,3345Mn + 0,9411P + 0,9139Zn.
Para a segunda componente principal explicou 17,3% da varia¢do total dos dados e
apresentou a expressdo PC2 = 0,5673Cu - 0,4121Ca + 0,3159Fe - 0,3494K +
0,2575Mg + 0,7762Mn - 0,0355P + 0,0467Zn. Assim, observa-se que no PC1, célcio,
cobre, ferro, potassio, magnésio, fésforo e zinco apresentam valores positivos de
altas correlagdes, enquanto no PC2, apenas 0 manganés tem contribuicéo
expressiva.

Na Figura 12A nota-se uma tendéncia de formac¢é&o de 2 grupos de amostras
de pinh&o; representadas pelas amostras cruas e as amostras resultantes do
processamento térmico que induzem a migragéo dos elementos para a fase aguosa.
Isso resultou em quantidades de componentes quimicos diferentes nos processos

crua e cozida. Conforme Santos et al. (2020b) esta separagdo ocorre por conta da



81

perda de nutrientes por difusdo na agua (lixiviagdo) durante o cozimento de alimento

vegetal.

Figura 12 - Analise exploratéria dos dados dos teores minerais em amostras de

pinh&o crua e cozida: A) Grafico biplot resultante da andlise de componentes
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O dendrograma foi gerado a partir do método de Ward e da distancia
Euclidiana e indicou a formacdo de dois grupos distintos correspondendo a
composicdo mineral das amostras de pinh&o brasileiras com um indice de
similaridade igual a 15 (Figura 12B). As amostras de sementes de pinhdo cozidas
(PRFA1.1, PRFA2.1, PRFA3.1, PRM1.1, PRM2.1, PRM3.1, PRFR1.1, PRFR2.1,
PRFR3.1, MGFAl.1, MGFA2.1, MGFA3.1, MGFR1l.1, MGFR2.1, MGFR3.1,
SCFAl1.1, SCFA2.1, SCFA3.1; SCM1.1, SCM2.1, SCM3.1, RSFAl1.1, RSFA2.1,
RSFA3.1, RSM1.1, RSM2.1 e RSM3.1) foram agrupadas no lado esquerdo no grupo
destacado de vermelho e do lado direito no grupo de amostras cruas (SPM1, SPM2,
SPM3, PRFAL, PRFA2, PRFA3, PRM1, PRM2, PRM3, PRFR1, PRFR2, PRFRS3,
MGFAl, MGFA2, MGFA3, MGFR1, MGFR2, MGFR3, SCFAl, SCFA2, SCFA3,
SCM1, SCM2, SCM3, RSFAl, RSFA2, RSFA3, RSM1l, RSM2 e RSM3) foi
destacado em verde. Essas informagbes coincidem com o0s agrupamentos

observados na PCA, evidenciando o comportamento diferenciado as amostras.

4.4 Comparacdo das concentracdes da composicdo quimica do

pinhdo com outros alimentos vegetais

Os resultados das concentra¢cdes médias do valor nutricional de pinhdes crus
e cozidas do presente trabalho foram comparados com outros frutos e sementes
oleaginosas contidas na Tabela Brasileira de Composi¢cdo de Alimentos (TACO,
2011) apresentados na Tabela 13.

Os valores dos componentes nutritivos de pinh&o (cru e cozido) deste estudo,
assemelham-se aos encontrados na literatura por Cordenunsi et al. (2004) e na
Tabela TACO para a mesma matriz. Entretanto, observa-se diferengas com menores
valores quando comparadas as castanhas-do-Brasil, noz e gergelim cruas, com
excecdo do valor do potassio da noz de 533 mg 100g™ ser préximo ao do pinhdo de
536 mg 100g‘1. Os valores de K, Mg, Mn, P, Zn, cinzas totais, proteinas totais e
carboidratos totais no pinhdo cozido € superior ao encontrado para pupunha cozida.
De acordo com os resultados de composi¢cdo centesimal, destacam-se os valores
elevados para umidade e carboidratos totais para pinhdo cru quando comparados
castanhas-do-Brasil, noz e gergelim cruas, as quais sdo consideradas sementes

oleaginosas. Assim, os pinhdes (cru e cozido) demonstram ser um alimento nutritivo.
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Na legislacdo brasileira ndo héa limite maximo permitido para o chumbo no
pinhdo. Porém, consta do Regulamento Técnico do MERCOSUL sobre Limites
Maximos de Contaminantes Inorganicos em Alimentos (Resolu¢cdo RDC n° 42/2013)
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o Pb na categoria:
castanhas, incluindo nozes, pistachios, avelds, macadamia e améndoas (0,80 mg
kg™h). O resultado Pb em todas as amostras de pinhdes (crus e cozidos) pela
GF AAS ficaram abaixo do limite de quantificacéo da técnica (0,12 mg kg™). Esses
valores foram inferiores aos niveis publicados para os alimentos vegetais citados
acima na Resolugéo (RDC n° 42/2013).



84

Tabela 13 - Comparagéo dos valores médios das composi¢Bes minerais e centesimais do pinhdo com outras oleaginosas.

Composicéo mineral (mg 100 g™)

Composicéao centesimal

Valor calérico

Amostras Ca Cu Fe K Mg  Mn P 7n Um(iogo?de Ci(r;/i;as Pro(t;)i; as Carbc()oi/(()j)ratos total
(kcal in 100g)
Pinhdo cru ? 15 0,17 05 53 51 0,37 132 0,8 53,5 1,8 3,9 41,0 179
Pinh&o cozido 2 11 0,11 0,3 420 41 0,21 102 0,5 47,2 1,3 3,5 48,0 206
Pinh&o cru® 13 026 0,7 nd 55 n/d 103 0,8 49,5 1,6 3,6 n/d n/d
Pinh&o cozido ° 16 023 0,7 nd 52 nd 93 0,8 50,4 1,4 3,3 n/d n/d
Pinh&o cozido © 16 0,18 08 727 53 0,41 166 0,8 50,5 1,8 3,0 43,9 174
Pupunha cozida © 28 0,28 05 303 25 0,13 49 0,3 54,5 0,7 2,5 29,6 219
Castanhas-do-Brasil® 146 1,79 2,3 651 365 1,10 853 4,2 3,5 3,4 14,5 15,1 643
Noz crua © 105 0,75 2,0 533 153 4,05 39% 2,1 6,2 2,1 14,0 18,4 620
Semente de gergelim® 825 151 54 546 361 2,67 741 5.2 3,9 2,9 21,2 21,6 584

Fonte: Proprio autor.
¢ Este estudo.

b (Cordenunsi et al., 2004).

¢ (TACO, 2011).
n/d: néo disponivel.

O resultado para composicdo mineral foi expresso em base Umida.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo sobre o pinhdo vai muito além de sua capacidade nutricional,
constitui-se em produto com potencialidades agricolas significativas, dado o facil e
produtivo manejo, no qual se avaliou a composicdo mineral, a composi¢ao
centesimal, o valor caldrico total e o chumbo em pinhdo (Araucaria angustifdlia
(Bertol.) Kuntze) de cinco estados brasileiros para comparar com as amostras cruas
e cozidas usando ferramentas quimiométricas atraves do software R.

A andlise multivariada foi uma ferramenta eficaz para demonstrar a
discriminagéo das amostras em dois grupos (crua e cozida) em pinh&o brasileira. O
teste de Shapiro Wilk indicou que os dados néo seguiam uma distribuicdo normal e
por conta disto aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis que demonstrou
uma diferenga significativa entre as amostras de pinh&o. Os boxplots para os teores
de minerais e composicdo centesimal gerado pelo software R confirmaram o
comportamento distinto nas amostras. Além da aplicacdo das ferramentas
estatisticas (andlise de componentes principais e analise de agrupamento
hierarquico) em software R verificou-se um comportamento distinto para o0s
multielementos das amostras de pinh&o in natura e apés o tratamento térmico
demonstrando perdas de nutrientes ap0s o processamento térmico. A concentracao
de chumbo analisado nos pinhdes estd abaixo do nivel maximo permitido para
alimentos oleaginosos, de acordo com a Resolugdo (RDC n° 42/2013) da ANVISA.
O resultado deste estudo visa contribuir com atualizagdo dos dados sobre o valor

nutricional das amostras de pinh&o brasileira para dieta humana.
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