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RESUMO

MIYASHITA, Nayara Matiko Reis, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2025. Proteinas de baru: extracao e potencial como carreadoras de curcumina.
Orientadora: Ana Clarissa dos Santos Pires. Coorientadores: Luis Henrique Mendes
da Silva, Marcia Cristina Teixeira Ribeiro Vidigal e Pedro Henrique Campelo Felix.

A crescente busca por ingredientes alimentares sustentadveis e funcionais tem
estimulado pesquisas sobre proteinas vegetais extraidas de espécies nativas do
Brasil. Esta tese investigou as proteinas da améndoa de baru (Dipteryx alata Vogel),
com foco em métodos de extracdo, propriedades tecno-funcionais e seu potencial
como carreadores de curcumina (CUR), um composto bioativo com reconhecida
atividade antioxidante, mas com aplicacdo limitada em funcdo da sua baixa
solubilidade em agua e instabilidade quimica frente a luz. O trabalho foi composto
por dois estudos complementares. O primeiro artigo, de natureza revisional, abordou
os métodos de extracdo convencionais para obter as proteinas de baru e
informagdes sobre as propriedades fisico-quimicas e tecno-funcionais das proteinas
do baru que poderao contribuir com conhecimentos cientificos basicos estimulando a
aplicagéo dessa fonte proteica em sistemas alimenticios. Dentre essas informagées,
pode-se citar a elevada solubilidade em pH alcalino (83%), boa capacidade
emulsificante (54,8%), estabilidade de espuma (até 96%), e propriedades
satisfatorias de retencdo de agua (118,3%) e dleo (155,5%). A principal lacuna
identificada foi a escassez de estudos sobre a capacidade de gelificagdo das
proteinas, que seria essencial para aplicacdes em produtos vegetais estruturados. O
segundo artigo investigou as interacdes intermoleculares entre a CUR e os isolados
proteicos de baru (IPB) e do soro de leite (IPS), visando a formacao de complexos
com maior estabilidade fotoquimica. A espectroscopia de fluorescéncia indicou
supressao estatica, sugerindo a formacao de complexos proteina—CUR. A analise
termodinamica mostrou que, a 25°C, os valores de G° foram —18,08kJ-mol' (IPB-
CUR) e —22,76kd-mol' (IPS-CUR), indicando que a formagdo dos complexos é
termodinamicamente favorecida em relacao a existéncia dos componentes na forma
livre. Os valores negativos de TS°® (—237,82kd-mol' para IPB e —63,81kJ-mol' para
IPS) refletem reducdo da entropia no processo. A formacdo dos complexos foi
predominantemente guiada por interagdes entalpicamente favoraveis, com H° =
—255,90kJ-mol' para IPB-CUR e H° = —86,57kJ-mol' para IPS-CUR. A interagdo com
os isolados proteicos aumentou a fotoestabilidade da CUR, reduzindo sua constante
de fotodegradacao e ampliando o tempo de meia-vida. A complexacao da CUR com
isolados proteicos nao aumentou



significativamente sua atividade antioxidante, mas os sistemas mantiveram sua
atividade antioxidante. Esses resultados indicam que os isolados proteicos
estabilizam a CUR, destacando o IPB como uma alternativa promissora ao IPS para
formulacées vegetais funcionais, especialmente para consumidores veganos ou
intolerantes a lacteos. A tese contribui para a valorizagdo de biomas nativos e o
desenvolvimento de sistemas alimentares mais saudaveis e inovadores.

Palavras-chave: Dipteryx alata; curcumina; isolado proteico de baru; propriedades
tecno-funcionais, parametros termodinamicos; interagcdo termodinamica; composto
bioativo.



ABSTRACT

MIYASHITA, Nayara Matiko Reis, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2025.
Baru proteins: extraction and potential as curcumin carriers. Adviser: Ana
Clarissa dos Santos Pires. Co-advisers: Luis Henrique Mendes da Silva, Marcia
Cristina Teixeira Ribeiro Vidigal and Pedro Henrique Campelo Felix.

The growing demand for sustainable and functional food ingredients has encouraged
the research of plant proteins extracted from native species of Brazil. This thesis
investigated proteins from baru almonds (Dipteryx alata Vogel), focusing on
extraction methods, techno-functional properties, and their potential as carriers for
curcumin (CUR), a bioactive compound known for its antioxidant activity but limited
by poor water solubility and chemical photoinstability. The work comprised two
complementary studies. The first article, a review, discussed conventional extraction
methods (such as alkaline extraction with isoelectric precipitation) and emerging
techniques (including ultrasound, deep eutectic solvents, pulsed electric fields, and
enzyme-assisted extraction), to produce baru almond proteins. Furthermore, the
review presents important information on the physicochemical and techno-functional
properties of baru proteins, which may contribute to basic scientific knowledge,
stimulating the application of this protein source in food systems. Among this
information, one can mention the baru protein isolates exhibited high solubility under
alkaline pH (~83%), good emulsifying capacity (54.8%), high foam stability (up to
96%), and satisfactory water- (118.3%) and oil-holding capacities (155.5%). The
main knowledge gap identified was the lack of studies on gelation behavior, which is
essential for applications in structured plant-based products. The second article
investigated the intermolecular interactions between CUR and protein isolates from
baru (IPB) and whey (IPS), aiming to form complexes with enhanced photochemical
stability. Fluorescence spectroscopy indicated static quenching, suggesting the
formation of CUR—protein complexes. Thermodynamic analysis showed that at 25°C,
the Gibbs free energy values were —18.08kdJ-mol' (IPB—CUR) and —22.76kdJ-mol’
(IPS-CUR), indicating that complex formation is thermodynamically favored
compared to the free components. The negative TS® values (—237.82kJ-mol' for IPB
and —63.81kJ-mol' for IPS) reflect entropy reduction during the process. Complex
formation was predominantly driven by favorable enthalpic interactions, with H® =
—255.90kd-mol" for IPB-CUR and —86.57kJ-mol' for IPS-CUR. The interaction with
protein isolates enhanced CUR photostability by reducing its photodegradation
constant and increasing its half-life. Although complexation did not significantly
increase CUR antioxidant activity, the



systems maintained their antioxidant activity. These findings indicate that protein
isolates stabilize CUR effectively, with IPB emerging as a promising alternative to IPS
for plant-based functional formulations, especially suitable for vegan consumers or
individuals with dairy intolerance. This thesis contributes to the valorization of
brazilian native biomes and the development of healthier and more innovative food
systems.

Keywords: Dipteryx alata; curcumin; baru protein isolate; techno-functional
properties; thermodynamic parameters; protein—ligand interaction; bioactive
compound.
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INTRODUGAO GERAL

O crescente interesse pela diversificacdo das fontes alimentares de
origem vegetal tem impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de
ingredientes funcionais provenientes de biomas nativos (Dominguez et al., 2021;
Fu et al., 2023). Essa tendéncia se baseia na necessidade global de promover
sistemas alimentares mais sustentaveis, acessiveis e com menor impacto
ambiental. Nesse contexto, a améndoa de baru (Dipteryx alata Vogel), uma
oleaginosa nativa do Cerrado brasileiro, tem se destacado como uma fonte
proteica promissora, tanto por seu perfil nutricional quanto por suas propriedades
tecnofuncionais (Aracava et al., 2022; Egea et al., 2023).

Estudos tém demonstrado que a améndoa de baru possui alto teor
proteico (23-30%, m/m), com perfil equilibrado de aminoacidos essenciais, boa
digestibilidade e predominancia da fragdo de globulinas (Da Cruz et al., 2011;
Fernandes et al., 2021; Lima et al., 2022). Comparativamente, apresenta teor de
proteina superior ao de outras leguminosas, como ervilha, feijao e grao-de-bico,
bem como de nozes, améndoa, castanha de caju e noz-peca (da Cruz et al.,
2011). Essa composigao confere as suas proteinas potencial para aplicagées em
alimentos estruturados, como emulsdes e espumas, além de compatibilidade
com dietas baseadas em vegetais (Nunes et al., 2016). Apesar do potencial
demonstrado, o aproveitamento integral dessas proteinas € limitado por lacunas
relacionadas a compreensao de suas propriedades tecnoldgicas e funcionais.

O primeiro artigo desta tese, publicado no periédico Foods (ISSN: 2304-
8158), apresenta uma revisdo abrangente sobre os métodos de extragdo e as
propriedades tecnofuncionais das proteinas da améndoa de baru. Sao discutidos
tanto os métodos convencionais de extragao proteica, como a extracio alcalina
com precipitagdo isoelétrica, quanto abordagens emergentes como extragéo
assistida por enzimas, solventes eutéticos profundos e campos elétricos
pulsados. Além disso, o artigo destaca a capacidade emulsificante, formagao de
espuma, retencéo de agua e 6leo das proteinas extraidas, identificando lacunas
no conhecimento sobre sua capacidade de gelificagdo — propriedade
fundamental para aplicagcbes em alimentos vegetais texturizados (Miyashita et
al., 2025).

O segundo artigo desta tese explora as interacbes moleculares entre
isolados proteicos da améndoa de baru e a curcumina, composto bioativo da
Curcuma longa com reconhecidas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias (Hao et al., 2023; Huang et al., 2021). Apesar de seu potencial
terapéutico e uso como corante natural na industria de alimentos, a curcumina
apresenta baixa solubilidade em agua, instabilidade quimica e alta
suscetibilidade a fotodegradagao, o que limita sua aplicagéao (Yan et al., 2024). A
complexagdo com proteinas vegetais tem se mostrado uma estratégia eficaz
para superar essas limitagdes, promovendo maior estabilidade fotoquimica e
solubilidade em sistemas aquosos. Nesse contexto, a formagao de complexos
com proteinas, como observado em isolados de soja, tem proporcionado
protegdo contra a degradacdo e liberagdo controlada do composto,
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configurando-se como alternativa promissora para o desenvolvimento de
sistemas de entrega em alimentos funcionais (Fu et al., 2023; Ma et al., 2024;
Wang et al., 2021).

Estudos recentes, como o de Leonel et al. (2025), demonstraram que as
proteinas da améndoa de baru sao capazes de formar complexos estaveis com
flavonoides como naringina e naringenina, evidenciando interagbes governadas
por forcas hidrofilicas e hidrofobicas, dependendo da estrutura quimica do
composto. Esses achados reforgam o potencial das proteinas do baru como
carreadores naturais de compostos bioativos.

No presente estudo, investigou-se a complexagao entre curcumina e
isolados proteicos da améndoa de baru por meio de analises espectroscopicas
de fluorescéncia, com o objetivo de elucidar os mecanismos de interagao, a
estequiometria, as constantes de ligagdo e os parametros cinéticos e
termodindmicos envolvidos. Os resultados obtidos contribuem para o
entendimento das propriedades funcionais dessas proteinas e suas aplicagoes
em sistemas alimentares com curcumina estabilizada.

Assim, os dois artigos desta tese estdo interligados pelo eixo central de
valorizagédo das proteinas da améndoa de baru como ingrediente funcional. O
primeiro artigo fundamenta a escolha da matriz proteica, destacando sua
composicao, extracdo e funcionalidades, enquanto o segundo avanga na
aplicagado dessas proteinas como carreadores bioativos. Em conjunto, essas
investigagdes contribuem para a ampliagao do conhecimento sobre ingredientes
nativos do Cerrado e seu potencial em produtos sustentaveis e funcionais.
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ARTIGO 1

Baru Proteins: Extraction Methods and Techno-Functional Properties for
Sustainable Nutrition and Food Innovation

Article published in the journal Foods. Doi:
https://doi.org/10.3390/foods14081286

Abstract

Global population growth raises concerns about the availability of safe and
nutritious food, along with its environmental and social impacts. In this context,
plant-based foods have emerged as a promising solution, offering sustainable
and affordable alternatives. Baru almonds (Dipteryx alata Vogel), a native
Brazilian species, represent a viable and eco-friendly protein source with
significant potential for food applications. This review discusses the nutritional
composition, protein extraction methods and techno-functional properties of baru
almonds, highlighting both advantages and limitations for food application. Baru
proteins exhibit a high protein content (23—-30%, w/w), a balanced essential amino
acid profile, and valuable functional properties, including emulsifying capacity,
foam stability, and moderate water- and oil-holding capacities. However, despite
their potential, the lack of research on the gelation properties of baru proteins
restricts their application in structured plant-based food formulations, where
protein gelation is crucial for texture, water retention, and overall product stability.
Further research is needed to evaluate their gel-forming ability and allergenic
potential. Additionally, this review explores emerging protein extraction
techniques that could improve protein quality and functionality, expanding their
applicability in the food industry. By promoting biodiversity conservation and
regional development, baru almonds contribute to the growing demand for
sustainable protein sources.

Keywords: plant-based protein; baru almond; nutritional value; techno-functional
property; sustainability; food application.
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Baru Proteins: Unveiling Potential for Sustainable Nutrition and Food Innovation
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1. Introduction

The demand for plant-based proteins has surged in recent years, driven by
population growth and the need for sustainable, nutritious food alternatives that
minimize reliance on finite natural resources associated with livestock production
[1,2]. Scientific interest in vegetable proteins has increased significantly, with a
notable rise in publications from 2001 to 2024 (Figure 1), highlighting their
growing relevance across multidisciplinary fields like food science, nutrition, and
agronomy.
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Figure 1. Number of scientific publications reported by Web of Science containing the terms
of the topic “plant protein”, “plant-based protein” and “vegetable protein”, from 2001 to 2024.
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Figure 1. Number of scientific publications reported by Web of Science containing the terms of
the topic “plant protein”, “plant-based protein” and “vegetable protein”, from 2001 to 2024.

Many studies have highlighted a prevailing trend toward replacing animal
proteins with plant-based proteins, such as soy, wheat, gluten, and pea
[3,4,5,6,7]. However, while this shift is evident, it primarily relies on a limited
number of conventionally cultivated monoculture crops, which pose significant
environmental and social challenges, including soil degradation, biodiversity loss,
and the concentration of land and resources [8]. As a result, the long-term
sustainability of these protein sources is questionable. The environmental impact
of extensive reliance on conventional plant proteins could be comparable to that
of meat production. A study assessing the environmental footprint of various
burger formulations, incorporating both animal- and plant-based proteins, found
that poultry protein had the lowest environmental impact, followed by soybean,
pork, lentil, and chickpea protein, based on parameters such as global warming
potential, water footprint, energy demand, and ecotoxicity [9].

Furthermore, a lack of dietary diversity may negatively impact health. The
global food supply heavily relies on a narrow spectrum of options, with a small
number of plant and animal species contributing to 75% of our food intake [10].
This limited food biodiversity can lead to nutritional imbalances, such as
unbalanced amino acid profile, reduced protein digestibility, and the excessive
presence of antinutritional factors. Moreover, it poses risk of allergic reactions
such as those associated with soy, a prevalent component of vegan diets and a
recognized allergen by the Food and Drug Administration (FDA) [11]. Generally,
plant-based proteins show inferior technological properties compared to animal
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proteins [12,13], necessitating the blending of multiple proteins in various
formulations.

To address these challenges, exploring diverse and sustainable protein
sources from global biomes is critical. Unconventional species like baru almonds
offer promising nutritional and environmental benefits while supporting regional
development and reducing deforestation [14]. Baru almonds reviews have
highlighted the health benefits associated with baru consumption [15,16].
However, the specific properties of baru proteins remain relatively unexplored.
This review aims to provide a comprehensive understanding of baru almond
proteins, particularly concerning their extraction methods, nutritional value, and
techno-functional properties for potential use as ingredients in food formulations.
Furthermore, the opportunities and challenges involved in incorporating baru
proteins into future foods will also be discussed.

2. Baru (Dipteryx alata): Biome, Characteristics and Almond Composition

The Cerrado, Brazil's second-largest ecosystem, is among the world’s most
biodiverse regions. However, approximately 50% of its area is occupied by
agriculture, primarily monoculture, impacting 80% of its native vegetation and
risking irreversible degradation by 2030 [17,18]. Sustainable use of native
species like baru (Dipteryx alata Vogel), offers a solution to preserve biodiversity,
reduce deforestation and minimize the environmental impact of long-distance
ingredient transport.

Baru almonds, derived from the fruit of the Dipteryx alata tree (Figure 2),
are sustainably harvested by rural communities, providing income while
minimizing environmental impact. Valued for their nutritional content and peanut-
like flavor, baru almonds have a growing global market, projected to rise from
USD 5.1 million in 2022 to USD 47 million by 2032 [19].
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Figure 2. Map of Brazil with the Cerrado region highlighted (a), where baru tree is found (b),
baru fruit (c and d), baru almonds with skin (e), its skin (f) and the baru almond without skin (g).

Nutritionally, baru almonds are rich in protein (23-30%, w/w), fat (40—
45.80%, wiw), dietary fiber (6.10-12.50%, w/w), and minerals such as calcium,
iron, and zinc [20,21]. Their total protein content exceeds that of almonds (21%,
w/w), pistachio (20%, w/w), and hazelnut (14.5%, w/w) [22]. Additionally, raw
baru almonds are abundant in bioactive compounds like carotenoids (11.40
Mg.100 g—-1) and tocopherols (11.61 ug.100 g-1), contributing to their high
antioxidant capacity. However, antinutritional factors like phytates and tannins
can reduce nutrient bioavailability. Heat treatment effectively mitigates these
compounds, enhancing their nutritional value [23].

Similar to soybean, pea, sunflower, rapeseed, hemp and pumpkin seeds,
the predominant protein fraction in baru almonds is globulin (61.7%), followed
by albumin, glutelin, and prolamin, highlighting its potential for diverse food
applications [22,24]. The application of baru almonds as food ingredients aligns
with global efforts to promote underutilized crops for sustainable and nutritious
food solutions.

3. Nutritional Proprieties of Baru Proteins

The quality of proteins is determined by their essential amino acids (EAAs)
content, digestibility, bioavailability, purity, and the impact of extraction and
processing methods. Table 1 compares the amino acid profile of baru almond
proteins with other high-protein sources. Baru almond flour contains 25.81
g/100 g of protein, lower than soybean flour (41.85 g/100 g), and animal-derived
powders like eggs (48.56 g/100 g) and casein (81.57 g/100 g), but higher than
other vegetable sources like pea flour (21.50 g/100 g), and Moringa oleifera



leaves (moringa) (23.60 g/100 g), making it valuable source of protein,
particularly in vegetarian and plant-based diets.
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Table 1. Essential amino acid profile (mg.g—1 of protein), total protein content
(9.100 g-1) and in vitro protein digestibility (%) of high-protein sources.
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Table 1. Essential amino acid profile (mg.g™" of protein), total protein content (g.100 g—1) and in vitro protein digestibility (%) of high-protein sources.

FAO Baru Almond Soybean Dehydrated Bovine Casein Eggs Powder Moringa Oleifera Pea Flour

[25] Flour [22,26] Flour [27,28] Beef [28] Powder [28] [28,29] Flour [30] * [31]
EAA Amino acid concentration (mg.g! of protein)

Met + Cys 22 22.00 18.65 35.59 30.14 40.05 71.40 23.00
His 15 23.40 32.88 38.10 18.99 22.12 14.40 35.00
Ile 30 37.50 37.36 39.43 46.91 34.64 28.80 35.00
Leu 59 77.80 81.34 92.24 93.05 83.90 56.60 70.00
Lys 45 48.40 82.69 95.28 78.66 91.44 58.20 63.00

Phe + Tyr 38 87.33 96.99 83.86 109.71 98.64 74.10 65.00
Thr 23 44.90 51.34 48.23 43.22 53.50 39.00 37.00
Trp 6.0 20.20 n.d. n.d. n.d. n.d. 17.60 n.d.
Val 39 51.80 48.16 43.00 54.95 47.52 42.80 39.00

Total protein content (g.100 g)
25.81 41.85 81.76 81.57 48.56 23.60 21.50

IPD (%) 86.00 78.90 80.00 91.00 81.40 57.22-64.70  86.20-86.90
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The concentration of EAAs in proteins from animal sources such as
dehydrated beef, casein powder, and egg powder meets the dietary
recommendations of the FAO/WHO/UNU reference pattern [25]. In contrast,
plant-based proteins often contain limiting amino acids. For example, soybean
protein is deficient in methionine + cysteine (18.65 mg/g), making it necessary to
combine it with other protein sources rich in these amino acids. Conversely,
Moringa oleifera flour contains an excess of methionine + cysteine (71.40 mg/qg)
but is limited in histidine, isoleucine, and leucine. Given these differences,
combining different plant protein sources, such as soybean and Moringa oleifera
flour, could enhance amino acid balance and improve protein quality in food
formulations.

However, baru almond flour demonstrates a robust EAA profile. Baru
almond flour contains significant amounts of methionine + cysteine (22.00 mg/g
of protein), histidine (23.4 mg/g of protein), isoleucine (37.5 mg/g of protein), and
leucine (77.8 mg/g of protein), which indicates a well-balanced composition that
aligns closely with the FAO/WHO/UNU dietary recommendations. When
compared to the FAO reference values, baru almond flour meets or exceeds all
these standards [25,26]. For example, compared to soybean flour—the most
widely used plant-based protein in the food industry—baru almond flour presents
higher methionine + cysteine (22.08 mg/g vs. 18.65 mg/g) and valine (51.8 mg/g
vs. 48.16 mg/g) content. However, it falls short in other EAA, which can be
attributed to the higher overall protein content in soybean flour. Despite this, the
well-balanced and complete EAA profile of baru almond flour stands out,
highlighting its potential as a nutritious alternative protein source.

Regarding pea flour, both baru almond and pea flour do not present limiting
amino acids and show similar methionine + cysteine. Nevertheless, baru almond
flour is superior in leucine (77.8 mg/g vs. 70.00 mg/g), phenylalanine + tyrosine
(87.33 mg/g vs. 65.00 mg/g), threonine (44.90 mg/g vs. 37.00 mg/g), and valine
(51.8 mg/g vs. 39.00 mg/g). When compared to another unconventional protein
source, Moringa oleifera flour, baru almond flour shows no limiting amino acids,
whereas Moringa oleifera leaves present limiting amounts of histidine (14.40
mg/g), isoleucine (28.80 mg/g), and leucine (56.60 mg/g). However, baru almond
flour has significantly lower methionine + cysteine (22.08 mg/g vs. 71.40 mg/qg)
and lysine (48.4 mg/g vs. 58.20 mg/g) content. Over again, baru almond amino
acid profile stands out for being a well-equilibrated source of EAA, as promising
as moringa, but it does not present the dark green color and astringent flavor,
which can affect sensory properties of foods [32].

Baru almond flour demonstrates high in vitro protein digestibility (IPD:
86.0%), comparable to animal-based proteins and superior to many plant-based
options, including soybean and moringa flours. Its digestibility enhances the
delivery of essential amino acids, making it suitable for diverse applications,
including breads, snacks, vegan supplements, and protein bars. As global
demand for plant-based proteins grows, baru almond flour emerges as a
sustainable and innovative option that supports nutrition and biodiversity.
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4. Extraction of Baru Almond Proteins

Baru almond protein extraction plays a crucial role in determining its
functional properties, beginning with oil removal, typically performed via
mechanical pressing, producing defatted baru almond flour (DBF), a protein-rich
byproduct [33,34]. Combining mechanical pressing with solvent extraction
improves oil recovery and protein yield while minimizing oxidation [35]. Safer
solvents like ethanol and supercritical CO2 are preferred over traditional hexane
for enhanced safety and efficiency [36].

Baru protein concentrate (BPC) and isolate (BPI) are obtained via alkaline
extraction. This method is also applied to other plant sources, including soy,
almonds, and peanuts. DBF is solubilized in an alkaline medium (pH~10) to
enhance protein solubility through electrostatic repulsion, followed by
centrifugation to collect the protein-rich supernatant for BPC production. Further
acidification of supernatant to the isoelectric point (pl) (pH~4.8), causes protein
aggregation, resulting in the BPI [37].

This process yields BPC and BPI with a high protein content (55.03 g/100
g and 84.11-88.4 g/100 g, respectively), comparable to or exceeding other
protein isolates sources like soy (87.6 g/100 g) and casein (83.0 g/100 g),
highlighting the feasibility and competitiveness of baru protein extraction for use
in food formulation [37,38]. Despite its high efficiency, simplicity, and cost-
effectiveness, the alkaline extraction-acid precipitation method has some
drawbacks. It can lead to protein denaturation and the formation of insoluble
aggregates, negatively impacting digestibility and techno-functional properties
[39,40,41,42]. Additionally, the alkaline extraction generates large amounts of
acid and alkali wastewater as environmental pollutants and may form toxic
species, such as lysinoalanine, having a significant environmental footprint [41].

The Osborne method offers a milder alternative that allows the sequential
separation of different protein fractions without the formation of toxic species,
also, unlike alkali protein extraction, preserves the functionality of albumins and
globulins, the main protein fractions in baru almonds. This sequential extraction
is based on solubility, using water (pH 7.0, 1:30 w/v) for albumins, followed by 0.5
mol/L NaCl (pH 7.0, 1:30 w/v) for globulins, 700 g/L ethanol for prolamins, and
0.1 mol/L NaOH for glutelins. Stirring (60 min) and centrifugation (32,000% g, 40
min) were applied at each step, with dialysis (10 kDa membranes, 24-36 h)
where applicable. This method recovers 80% of total baru almond proteins, with
globulins (61.7%) as the predominant fraction, followed by albumins (14.0%),
glutelins (3.3%), and prolamins [22]. Despite its effectiveness, the Osborne
method is time-consuming and requires precise handling, limiting its industrial
scalability [43].

Innovative techniques such as enzyme-assisted (EA) extraction reduce
harsh chemical usage while improve protein yield and techno-functional
properties by enhancing emulsification, solubility, and water- and oil-holding
capacities, as observed in chickpea protein properties [44,45]. It is particularly
suitable for heat-sensitive ingredients, but its commercial application is limited by
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high enzyme costs, sensitivity, and the potential formation of bitter byproducts
[46].

Ultrasound-assisted extraction (US) is a sustainable alternative due to low
energy consumption, maintenance costs, and processing time. When combined
with conventional techniques, it increased protein yields from Spirulina (32.48%
to 76.83%, 200 W, 26 kHz), while enhancing solubility and digestibility [47,48].
Despite its advantages, US protein extraction faces challenges such as heat
generation, free radical formation, and limited scalability [49].

Pulsed electric field (PEF) is an eco-friendly and cost-effective protein
extraction technique, that enables by-products recovery from food waste.
Combining PEF with alkaline extraction (2.3 kV for 25 min) improved rice bran
protein yield by 22.8% and enhanced functional properties, including oil-holding
capacity and emulsifying (20.29-22.64%, 3.3-12.0%, respectively) [46].
However, high initial equipment costs and process optimization remain
challenges for large-scale applications [50].

Deep eutectic solvents (DES), formed from a hydrogen bond acceptor
(HBA) and donor (HBD), are non-toxic, recyclable, and cost-effective, making
them suitable for protein extraction. For instance, a DES made from choline
chloride (HBA) and levulinic acid (HBD), in a 6:1 molar ratio, extracted 39.16 mg/g
of protein from bamboo shoots, outperforming conventional methods (23.88
mg/g) [51]. Despite their potential, further research is needed to assess their
compatibility, biodegradability, and recyclability for broader food industry
applications.

Integrating emerging extraction methods can enhance protein yield and
functionality, making baru almonds proteins valuable ingredients for diverse food
applications. Nevertheless, selecting an appropriate extraction approach requires
balancing efficiency, cost, and sustainability to minimize environmental impact
while maximizing protein recovery. Hybrid strategies, combining conventional and
green technologies, may offer an optimal compromise for scalable and eco-
friendly industrial applications.

5. Baru Almonds Techno-Functional Properties

Proteins play a crucial role in food product development, influencing
sensory characteristics and techno-functional properties. Baru almond proteins
offer a promising plant-based alternative, making essential to evaluate their
functionality and competitiveness with other protein sources. The next sections
will compare the techno-functional properties of baru almonds with animal and
plant proteins.

5.1. Solubility

Protein solubility is a foundational property influencing applications like
emulsification, foaming, and gelation. Baru proteins follow a U-shaped solubility
curve relative to pH, similar to other plant-based proteins like soybean, pea, and
moringa (Figure 3). At alkaline pH (8—-10), baru proteins show high solubility
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(approximately 83%), surpassing pea (80%), and moringa (58%) proteins but
slightly below soy, whey, egg, and sodium caseinate proteins, which exceed 88%.
Above their pl, proteins exhibit a net negative charge, increasing mutual repulsion
and solubility.

100 : .
: : _
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= 60-
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=
(@]
(%)
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Figure 3. Solubility profile of proteins from baru almond [37], soybean
[52], Moringa oleifera leaves [53], pea [54] and sodium caseinate [55], with their
isoelectric point (pl) region indicated by vertical black lines. The pl of baru almond
proteins (pl = 4.8) is specifically marked with a vertical red line. Adapted with
permission from [37], 2016, John Wiley and Sons; ref. [52] 1976, American
Chemical Society, ref. [54], 2013, Elsevier, ref. [55], 2009, Cambridge University
and ref. [53], 2020, Creative Commons license.

At acidic pH (3-5), near to their pl, baru proteins experience a sharp
decrease in solubility, similar to soy protein isolate and sodium caseinate, which
form precipitates near their pl. This reduced solubility limits their use in low-pH
products like beverages and acidic dressings, where high solubility is essential
for stability.

Several strategies have been proposed to improve the solubility of plant
proteins in acidic conditions. Enzymatic hydrolysis, which generates peptides
with enhanced solubility [56], and complexation with highly soluble proteins, such
as whey proteins, have both been shown to enhance protein solubilization and
resistance to aggregation [57]. Additionally, modifications such as the use of
sodium alginate under microwave radiation [58] and the combination of pulsed
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electric field with pH shifting have demonstrated improvements in protein
solubility [59]. Future research could explore the use of stabilizers, such as gum
Arabic [60], in combination with baru protein isolate to improve protein stability
under acidic conditions, potentially broadening their application in various food
matrices by preventing precipitation and increasing solubility at acidic pH.

Despite their limitations at acidic pH, the solubility profile and mild flavor of
baru proteins position them as a promising alternative to soy in neutral pH
applications, such as plant-based beverages. With plant proteins representing
only 18% of protein-rich beverages, the underrepresentation in this market
highlights a significant opportunity for innovative product development using baru
proteins [61].

The solubility of baru proteins across different pHs plays a crucial role in
their incorporation into aqueous systems and in enhancing their functional
properties, such as emulsification. This functionality is essential in stabilizing food
systems, including emulsified products like non-dairy creams and protein-
enriched drinks, further expanding the potential uses of baru proteins in the food
industry.

5.2. Emulsifying Activity and Stability

Emulsifying capacity (EC) measures the efficiency of proteins
emulsification and it is calculated as the ratio of emulsion layer height to the total
mixture height after mechanical emulsification. Emulsifying kinetic stability (ES)
evaluates the percentage of emulsion that remains stable over time, determined
by the ratio of initial to remaining emulsion volume after stress tests like
centrifugation, heating, or storage [62]. Table 2 presents the emulsifying
properties of baru proteins, offering a comparison with other high-protein sources.



182 Table 2. Techno-functional properties of baru almonds and other high proteins sources.

EmulsifyinEmulsifyin Foam Foam ' ater Oil-

y Yy . s Holding Holding Experimental
g Capacity g Stability Capacity Stability Capacity Capacity Conditions
(EC) (%) (ES) (%) (FC) (%) (FS) (%)

(%) (%)

Baru almond pH 7.0; ES: 70
protein isolate ~ 54.80 53.90 58.30 96.0 118.30 155.50 °C/30 min; FS:
(BPI) [37] 60 min.
Bar”r;';?rfnd pH 7.0; ES: 80

P 55.00 51.00 95.00 23.00 193.84 205.28 °C/30 min; FS:
concentrate 60 min
(BPC) [62] '
Defatted baru pH 7.0; ES: 80
almond flour 51.00 50.00 69.00 35.00 225.98 199.80 °C/30 min; FS:
(DBF) [62] 60 min. after.
Soybean oH 7.0; ES: 80
P 48.20 47.50 25.00 92.00 310.90 60.00 °C/30 min; FS:
Isolate (SPI) .
60 min.
[37]
Moringa pH 6.0; ES: 70
oleifera leaf 231- 5 .
i 20.00 35.00 13.00 4.00 160—-355.00 °C/30 min; FS:
protein isolate 280.00 10 min
[63,63] '
Sodium pH 7,0; ES: 80
caseinate [64—  30.00 19.50 290.00 40.00 300.00 280.00 °C/30 min; FS:
66] 30 min.
Pea protein 300— pH 7,0; ES:7
isolate 57.10 60.00 300.00 58.00 110-250.00 days; FS:5

54.64,67] 430.00 min.
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Whey protein
isolate
[64,68—71].

41.00

57.65

320.00

35.00

20.00

320.00

pH 7,5; ES: 10
min; FS: 30
min.

25
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The DBF showed EC and ES (51 and 50%, respectively) slightly smaller
than BPC (55 and 51%, respectively) and BPI (55 and 54%, respectively).
Despite the higher protein content of BPI (84.11 g.100 g—1) compared to DBF
(49.00 g.100 g-1) and BPC (57.65 g.100 g-1), there is no significant
improvement in EC and ES, suggesting that these properties depend more on
the quality than the quantity of soluble proteins [37,62,72]. The emulsifying
properties of baru almond proteins are largely attributed to their high globulin
content, typical of legume seeds like soybeans. Globulins are amphipathic, with
both hydrophobic and hydrophilic regions, allowing them to adsorb to the oil-
water interface and reduce interfacial tension. This enables them to stabilize oil-
in-water emulsions effectively. The molecular structure of globulins, which
facilitates their ability to form stable layers around oil droplets, makes them
efficient emulsifiers in various food applications [73,74].

Compared to other proteins, BPI offers competitive emulsifying properties.
It surpasses sodium caseinate (30%) and Moringa oleifera protein isolate (20%)
in EC, demonstrating its potential as a robust plant-based emulsifier.
Furthermore, BPI's EC is comparable to that of soy (48.2%) and pea protein
isolates (57.1%), both widely used plant-based emulsifiers in foods like cereals,
bakery, and meat products. However, BPI EC is lower than whey protein isolate
(73.4%), which is known for its superior solubility and interfacial activity. Whey,
soy, and egg proteins are often associated with allergenic reactions, making it
essential to evaluate the allergenicity of baru proteins to ensure they meet low-
allergenicity standards.

At neutral pH, baru proteins display adequate EC and emulsifying stability
(ES), making them suitable for plant-based beverages. Defatted baru flour (DBF)
has shown potential as a wheat flour substitute, with 25% DBF cookies achieving
sensory acceptance comparable to wheat-based counterparts and enhancing
nutritional value [75]. Baru almonds have also been utilized in innovative
products, such as protein-enriched cereal bars and vegan “Dulce de leche”, both
receiving high sensory scores (higher than 7) for appearance, flavor, and texture
[14,76].

The EC and ES of baru almond proteins, particularly in the forms of
defatted flour, protein concentrate, and isolate, highlight their potential as
versatile emulsifying agents in various food applications. Also, baru almond
proteins may offer advantages as a lower-allergen alternative to traditional
emulsifiers, pending further studies on allergenicity. These findings suggest that
baru almond proteins could serve as valuable ingredients in developing plant-
based food products and clean-label formulations, expanding their potential
applications in the food industry.

5.3. Foam Capacity and Stability

Foam capacity (FC) and foam stability (FS) are essential properties in
aerated food products, influencing texture and structure in products like breads,
cakes, meringues, and ice creams. FC refers to the volume of foam that proteins
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generate, while FS describes the protein’s ability to stabilize the foam against
gravitational and mechanical stress.

FC and FS values for baru proteins and other proteins are presented in
Table 2. BPl demonstrates an FC of 58.30%, surpassing soybean protein isolate
(SPI, 25.00%) and Moringa oleifera protein isolate (13.00%). Conversely, higher
SPI FC values reported in other studies (82.00% to 250.00%) highlight the
influence of blending speed and time, suggesting similar adjustments could
enhance the FC of BPI [64,77,78].

The FC and FS of BPC (95.00% and 23.00%, respectively) and DBF
(69.00% and 35.00%, respectively) differ from BPl (58.30% and 96%,
respectively), reflecting the impact of extraction processes on protein structure.
In BPI, globulins are the main protein fraction, forming viscoelastic films that
enhance foam stability [79,80]. Although its FC is lower than whey (320.00%),
pea (300.00%), and sodium caseinate (290.00%), its superior FS (96.00% vs.
35-58.00%) makes it ideal for stable foam applications like whipped toppings and
vegan meringues.

Future research could explore how various processing techniques
influence the foaming properties of plant proteins, potentially enhancing their
functionality in food applications. For instance, high-intensity ultrasound has been
shown to modify the structure of soy protein isolates, leading to improved foaming
capacity by reducing particle size and altering interfacial properties [78]. Similarly,
heat treatments can affect the surface hydrophobicity and solubility of soy protein
concentrates, thereby enhancing their foaming properties [81]. Additionally, the
glycation reaction, when combined with ultrasound treatment, has been reported
to improve the foaming properties of brewer’s spent grain protein [82].
Investigating these and other processing methods, such as enzymatic hydrolysis
and pH modification, could provide valuable insights into optimizing the foaming
characteristics of plant proteins for diverse food applications.

5.4. Gelation

Gelation (GE) is a key techno-functional property for developing structured
plant-based foods, such as meat, egg, yogurt, and cheese analogs. It typically
occurs through thermal denaturation, where protein molecules unfold, aggregate,
and form a protein network.

While extensive studies have focused on the emulsifying and foaming
capacities of baru proteins, their gelation properties remain largely unexplored,
representing a critical knowledge gap. Considering insights from other plant-
based proteins, as soy proteins (12%) and pea proteins (14%), they require
higher concentrations compared to animal proteins like ovalbumin (1%) to
achieve gelation [67,83,84]. These variations highlight how protein type and
molecular composition influence gelation behavior. Smaller globular proteins,
such as those predominant in pea protein, require higher concentrations to form
a gel. Since globulins are the major protein fraction in baru almond, further
research is needed to determine the least gelation concentration of its protein
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concentrates and isolates, as well as the gelation behavior of individual protein
fractions. Additionally, studies on their denaturation temperature and its impact
on gel strength are essential to better understand their functionality [22,83,85].

Given the unique protein profile of baru almonds, investigating the gelation
properties of baru proteins under various conditions may further expand their
application in different food matrices, offering functional and textural benefits that
align with the growing demand for plant-based, texture-optimized foods. Future
research should explore the effects of protein concentration and thermal
treatments on the gelation behavior of baru proteins. Studies on almond proteins
have shown that heating protein solutions (3.6% protein (w/v), 85-95 °C, 30 min)
can induce gel formation with high water-holding capacity and gel strength
comparable to dairy gels [86]. Additionally, enzymatic hydrolysis has been
reported to modify the gelation properties of almond proteins (8% protein (w/v),
85 °C, 30 min), where limited hydrolysis (degree of hydrolysis less than 10%)
resulted in gels with improved water-holding capacity and texture [87].
Investigating similar conditions for baru proteins, including varying protein
concentrations, thermal treatments, and enzymatic modifications, could provide
valuable insights into optimizing their gelation properties for diverse food
applications.

5.5. Water- and Oil-Holding Capacity

Water-holding capacity (WHC) measures a protein’s ability to retain water.
In applications such as soups, baked goods, meat analogues, sausages, and
custards, high WHC helps maintain moisture and product stability. For example,
in meat analogues, plant proteins with high WHC contribute to replicating the
texture and juiciness of traditional meat. In emulsified meat products, such as
sausages and mortadella, WHC influences gel formation, ensuring product
integrity and preventing phase separation. On the other hand, oil-holding capacity
(OHC) indicates a protein’s ability to retain oil, enhancing flavor, mouthfeel, and
structure in lipid-rich foods. In cheeses and sauces, high OHC helps maintain a
creamy and homogeneous texture. Additionally, OHC plays a crucial role in
restructured meats and meat substitutes, where oil retention improves texture
and enhances the sensory profile of the final product [88,89,90,91,92].

Interestingly, studies in the literature have shown that the WHC of baru
proteins decreases as protein concentration increases, with DBF exhibiting the
highest WHC value (225.98%, 49.00 g-100 g-1), followed by BPC (193.84%,
57.65 g-100 g-1) and BPI (118.30%, 88.40 g-100 g-1) [37,62]. This decline in
WHC for BPI is likely associated with conformational changes induced during the
acid precipitation step during protein extraction, leading to partial protein
aggregation and reduced structural flexibility [58]. Additionally, this step further
alters protein conformation, decreasing the availability of hydrophilic sites and
contributing to WHC reduction [93]. Similarly, OHC shows a decreasing trend,
with DBF exhibiting the highest value (199.80%) compared to BPI (155.50%),
likely due to the loss of low-molecular-weight protein fractions, such as albumins
and globulins, during the extraction process [37,62].
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Baru proteins have a distinct amino acid profile that contributes to their
functional properties. Hydrophilic amino acids like lysine and glutamine enhance
WHC, while hydrophobic residues such as leucine and phenylalanine improve
OHC [26,94,95]. Compared to other isolates, BPI’'s WHC is lower than pea (300—
430%), soybean (310.90%), and sodium caseinate (300%), but higher than whey
protein isolate. This balance between moisture retention and solubility supports
its use in formulations requiring enhanced texture and stability.

BPI demonstrates a higher OHC (155.50%) than soybean protein isolate
(60.00%), enhancing its suitability for fat-rich foods, but it falls short of whey
protein isolate (320.00%) and sodium caseinate (280.00%) [37,66,69]. The
superior OHC of caseins are attributed to their flexible structures, which expose
more hydrophobic sites compared to the globular proteins in baru almonds.
These differences highlight BPI's potential for specific lipid-rich food applications,
despite structural limitations.

Furthermore, OHC of BPI (155.50%) is comparable to the lower range of
pea (110-250.00%), and Moringa oleifera leaves (160-355.00%) protein isolates,
likely due to the similar globulin composition of pea and baru proteins. However,
the specific proteins in baru almonds remain unidentified, warranting further
research to better understand and optimize BPI's structural properties for
targeted industrial applications.

These intermediate WHC and OHC values position baru proteins as a
promising alternative for food formulations requiring moderate water and oil
retention, such as meat substitutes, sauces, and bakery products. Moreover, the
balanced amino acid profile and compatibility with other protein sources highlight
their potential as a functional ingredient.

6. Conclusions

Baru almond proteins hold significant potential as a sustainable and
versatile ingredient for the food industry. Their balanced nutritional profile, which
meets all FAO essential amino acid standards and their functional properties
make them ideal for incorporation into diverse food products, including vegan and
plant-based formulations. Advanced extraction methods can optimize their
usability and efficiency, supporting industrial scalability. Furthermore, the
utilization of baru almonds promotes Cerrado conservation and regional socio-
economic development, aligning with global sustainability goals.

However, despite their promising functional characteristics, the gelation
properties of baru proteins remain underexplored. A deeper understanding of
their gel-forming behavior is crucial for expanding their applications in food
systems, particularly in texturized plant-based products. Continued research on
optimizing their functionality, including gelation mechanisms and allergenic
potential, is essential to fully harness their applications in innovative food
formulations.
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HBA Hydrogen bond acceptor

HBD Hydrogen bond donor

IPD

In vitro protein digestibility

OHC Oil-holding capacity
PEF Pulsed electric field

pl
SPI
us

Isoelectric point
Soybean protein isolate

Ultrasound-assisted extraction

WHC Water-holding capacity
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Artigo 2

Interagao entre isolados proteicos de baru e do soro do leite e curcumina:
Termodinamica, foto-estabilidade e atividade antioxidante

Resumo

Este estudo avaliou a interagdo da curcumina (CUR) com isolados proteicos da
améndoa de baru (IPB) e do soro do leite (IPS), investigando parametros
termodinamicos, fotoestabilidade e atividade antioxidante dos complexos
formados. A espectroscopia de fluorescéncia indicou supressao estatica,
sugerindo a formagao de complexos IPB—-CUR e IPS-CUR. Os valores de AG®
negativos a 25 °C, —18,08 kd-mol™ (IPB-CUR) e —22,76 kd-mol™ (IPS-CUR),
indicaram que a formagao dos complexos foi termodinamicamente favorecida em
relacdo a existéncia dos componentes na forma livre. Os valores negativos de
TAS® (-237,82 kd-mol™ para IPB e —63,81 kd-mol™ para IPS) refletem reducéao
da entropia no processo. A formagdo dos complexos foi predominantemente
guiada por interagdes entalpicamente favoraveis, com AH® = —255,90 kJ-mol™
para IPB-CUR e AH° = -86,57 kd-mol™ para IPS-CUR. A interacdo com os
isolados proteicos aumentou a fotoestabilidade da CUR, reduzindo sua
constante de fotodegradacado e ampliando seu tempo de meia-vida. Além disso,
a complexacdo da CUR com isolados proteicos nao inibiu sua atividade
antioxidante. Portanto, os isolados proteicos estabilizam a CUR por meio da
formacdo de complexos estaveis, destacando o IPB como uma alternativa
vegetal promissora para carrear bioativos em formulagdes vegetais funcionais,

especialmente para consumidores veganos ou intolerantes a lacteos.
1.0 Introdugéao

A curcumina (CUR), um polifenol bioativo extraido dos rizomas de
Curcuma longa, apresenta efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antivirais e
antimicrobianos amplamente reconhecidos, além de potencial aplicagdo como
corante natural na industria de alimentos (Hao et al., 2023; Lin et al., 2022). No
entanto, sua aplicagdo comercial permanece limitada devido a baixa solubilidade
em agua, alta sensibilidade a luz, e, consequentemente, sua reduzida
estabilidade em matrizes alimentares e sistemas bioldgicos (Niu et al., 2025; Yan
et al., 2024).
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Estratégias de estabilizagdo, como a formagdo de complexos com
biopolimeros, especialmente proteinas, tém se mostrado eficazes para melhorar
a biodisponibilidade e a estabilidade fisico-quimica da CUR (Hudson et al., 2019;
Lelis et al., 2020; Y. Liu et al., 2018; Wang et al., 2021). As proteinas possuem
multiplos grupos funcionais capazes de interagir com compostos fendlicos,
formando redes estabilizadas por interagdes hidrofdbicas, ligagdes de hidrogénio
e forcas de van der Waals (Chen et al., 2022). Nesse contexto, proteinas
amplamente utilizadas, como os isolados proteicos de soro de leite (IPS), tém
sido empregadas como nanocarreadores naturais para a entrega e protecao de
compostos bioativos (Kannamangalam Vijayan et al., 2021; Lei et al., 2023; W.
Liu et al., 2016; Racz et al., 2023; Solghi et al., 2020).

De maneira complementar, proteinas de origem vegetal vém se
destacando como alternativas sustentaveis e funcionais para o desenvolvimento
de sistemas que veiculam compostos bioativos, especialmente devido as suas
propriedades tecnoldgicas e ao apelo ambiental (Tiwari et al., 2021; Wang et al.,
2021; Xu et al., 2022). O isolado proteico da améndoa de baru (Dipteryx alata
Vog.), uma leguminosa nativa do Cerrado brasileiro, apresenta elevado teor
proteico, perfil nutricional equilibrado e boas propriedades tecnofuncionais,
incluindo propriedades como emulsificante, espumante e de interagdo com
flavonoides (Leonel et al., 2025; Lima et al., 2022; Miyashita et al., 2025; SILVA
et al., 2023). Apesar desse potencial, os estudos sobre a interagao do isolado
proteico de baru (IPB) com compostos bioativos ainda sdo pouco explorados.
Até o momento, a literatura reporta apenas a investigacao da interagdo com dois
flavonoides especificos, naringina e naringenina (Leonel et al.,, 2025),
restringindo-se ao estudo de parametros de ligagdo e ndo contemplando outros
compostos fendlicos nem aspectos como estabilidade apds exposicdo ao calor

e aluz.

No que se refere a estabilidade fotoquimica da CUR, estudos tém
demonstrado que a formagado de complexos com proteinas de origem animal
(whey protein, albumina do soro bovino) ou vegetal (soja) podem reduzir
significativamente sua taxa de fotodegradacgao, protegendo a CUR da exposicéo
diretaaluz (L. Fuetal., 2023b; Hudson et al., 2018; Yan et al., 2024). No entanto,
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essas investigagdes sao, em sua maioria, conduzidas de forma isolada para
cada tipo de proteina, sem a realizacdo de comparacgdes diretas entre diferentes
origens. Assim, observa-se uma lacuna na literatura no que diz respeito a
avaliacdo comparativa entre proteinas de origem vegetal e animal na protecéo
da CUR frente a fotodegradacao.

De forma semelhante, a capacidade antioxidante da CUR também pode
ser modulada pela interagao com proteinas. Estudos indicam que a formacao de
complexos CUR-proteinas (de origem animal ou vegetal) pode potencializar sua
atividade antioxidante(Li et al., 2013; Raj et al., 2026; Solghi et al., 2020; Xu et
al., 2022). No entanto, a influéncia especifica das proteinas do isolado proteico

de baru sobre a atividade antioxidante da CUR ainda nao foi elucidada.

Diante disso, o presente estudo teve como obijetivo investigar a formagao
de complexos entre a CUR e os isolados proteicos de baru (IPB) e de soro (IPS),
avaliando os efeitos dessas interacbes sobre a atividade antioxidante e a
estabilidade fotoquimica da CUR. Este trabalho contribui para o avango no
entendimento dos mecanismos moleculares de interacdo CUR-proteina e
fornece subsidios para o desenvolvimento de sistemas de entrega eficazes para

aplicagao na industria de alimentos.

2.0 Materiais e Métodos

2.1 Materiais
A améndoa de baru (Dipteryx alata Vog.) foi adquirida no mercado local
de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. O isolado proteico de baru (IPB) (90,5% de
proteina p/p) foi obtido em laboratério, seguindo metodologia de Leonel et al.
(2025). O isolado proteico de soro de leite (IPS) foi adquirido comercialmente

(Nutrichem, China), com teor proteico de 90%.

A CUR foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), com pureza de
aproximadamente 80% e massa molar de 368,38 g/mol. O dimetilsulféxido
(DMSO) (Dindmica Quimica Contemporanea, Brasil), utilizado como agente
solubilizante da CUR, apresenta massa molar de 78,13 g/mol. O tampao fosfato
de potassio (0,01 mol/L, pH 7,4) foi preparado a partir da combinagao de fosfato

de sodio monobasico (NaH,PO,) e fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,), ambos
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de grau analitico (Vetec, Brasil), com massas molares de 119,98 g/mol e 141,96
g/mol, respectivamente.

O radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi adquirido da Sigma-
Aldrich, com massa molar de 394,32 g/mol. Os solventes metanol (grau HPLC)
e n-hexano (ACS cientifica, Brasil) foram utilizados nas anadlises e extragoes,
ambos de grau analitico. A agua utilizada nas preparagbes foi previamente

purificada em sistema de osmose reversa (Milli-Q, Millipore, EUA).

2.2 Espectroscopia de fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofotdmetro
LS55 (Perkin Elmer Inc, Waltham, EUA), utilizando cubetas de quartzo com
caminho 6ptico de 1 cm. Foram adicionados 2 mL de suspensdo de isolados
proteicos (do soro ou do baru) na cubeta e titulada uma solugéo estoque de CUR,
obtendo concentragdes de 0 a 2,46 x 10 mol/L de CUR na cubeta.

As suspensdes de proteinas utilizadas ([IPB] = 0,26 mg/mL, [IPS] = 0,13
mg/mL) foram preparadas em tampao fosfato de potassio (pH 7,4), com 5% de
DMSO. A solugdo estoque de CUR (8 x 10 mol/L), foi inicialmente preparada
solubilizando a CUR em dimetilsulfoxido (DMSO) e, em seguida foi transferida
para uma dispersao de isolado proteico, tendo como concentracéo final 5% de
DMSO, com o objetivo de manter a concentracdo das proteinas constante

durante a titulagao.

O experimento de espectroscopia de fluorescéncia foi realizado em cinco
temperaturas (20, 25, 30, 35 e 40 °C). O comprimento de onda de excitacao foi
295 nm, e as fendas de excitagdo e emissao foram ajustadas para 3,2 nm. Os

espectros de emissao foram registrados na faixa de 300 a 450 nm.

2.3 Cinética de degradagao da CUR por exposicao a luz

Dispersdes de CUR (0,0092 mg/mL) foram preparadas em tampéao fosfato
(pH 7,4), contendo 5% DMSO, tanto na auséncia quanto na presenga de
suspensodes de isolados proteicos (do soro e de améndoas de baru), em
concentragdes variando de 0 a 0,050 mg/mL. As amostras foram armazenadas
em frascos de vidro e expostas a luz em uma cadmara equipada com duas

lampadas fluorescentes, que simulavam a luz do dia. A degradagéao da CUR foi
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monitorada por meio de leituras de absorbancia a 425 nm, utilizando um
espectrofotdbmetro UV-Vis (Shimadzu UV-2550) a 25 °C, em intervalos de 15
minutos, durante 4 horas (Hudson et al., 2018). As analises foram realizadas em

duplicata.

2.4 Atividade antioxidante da CUR

A atividade antioxidante foi determinada segundo metodologia descrita
por Silva et al. (2019), com adaptagdes. A solugdo do radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH) foi preparada em metanol na concentracdo de
0,1192 mmol/L, sendo mantida protegida da luz até o momento do uso. As
amostras de CUR foram preparadas em metanol na concentragéo de 2 mg/mL.

Volumes de 25, 50, 75 e 100 uL do extrato metandlico das amostras de
CUR foram transferidos para tubos, juntamente com 0,2 mL de agua destilada,
e 1,8 mL da solugdo de DPPH. As misturas foram incubadas em ambiente
escuro, a temperatura ambiente (25+2 °C) por 30 minutos. A absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro a 517 nm, utilizando metanol como controle.

Para a avaliacdo do efeito antioxidante da CUR interagindo com as
proteinas dos isolados proteicos de soro (IPS) e de baru (IPB), foi utilizada a
mesma metodologia, com a adicdo de 0,2 mL de isolados proteicos em
concentracéao final de 0,0092 mg/mL em cada tubo. Como controle, foi utilizado
metanol, dgua destilada, mais a solu¢do de DPPH.

Inicialmente, foi calculada a porcentagem de inibicdo do radical DPPH,
seguida da construcao da curva de calibragéo, obtida por regressao linear entre
a concentragao do extrato (eixo x) e a porcentagem de inibi¢cao (eixo y). A partir
da equacéo da reta, foi determinado o ICso0, ou seja, a concentragao de extrato
antioxidante necessaria para inibir 50% do radical DPPH .

A capacidade antioxidante foi expressa em termos de porcentagem de
inibicao do radical DPPH, calculado pela Equacao 1:

Abs — Abs Equagéo 1
% inibigio DPPH = - L amostra) 100 auag
DPPH

Em que AbsprHH € a absorbancia da solucdo de DPPH com metanol e AbSamostra
€ a absorbancia da solu¢cao de DPPH na presencga da amostra apés 30 minutos
de reacgao.

Apos calcular a % inibi¢ao DPPH, a curva de calibragdo da concentragao
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de extrato de CUR versus % inibicao DPPH foi plotada. A partir da regressao
linear, foi determinado o ICs0, ou seja, a concentracédo de extrato de CUR
necessaria para inibir 50% dos radicais livres de DPPH. Foram realizadas duas
replicatas para cada amostra.

3.0 Resultados e Discussao

3.1 Avaliagao da formagao de complexos entre CUR e isolados proteicos

da améndoa de baru (IPB) e do soro do leite (IPS)

A CUR apresenta grupos funcionais, como anéis aromaticos, grupos
carbonila e hidroxilas, que podem interagir de diferentes maneiras com os
fluoréforos presentes nas proteinas do isolado proteico de baru (IPB) e do
isolado proteico de soro (IPS). Neste contexto, a espectroscopia de fluorescéncia
€ um método sensivel, rapido e amplamente utilizado para identificar interagdes
proteina-ligante e elucidar mudangas conformacionais em proteinas, em

decorréncia da formagao de complexos (Kaffash et al., 2024).

Para avaliar a formacdo de complexos entre a CUR e os isolados
proteicos (IP), espectros de fluorescéncia das dispersdes contendo os isolados
proteicos (IPB ou IPS) e concentragdes crescentes de CUR, em pH 74.
Observou-se uma diminuicao da intensidade da fluorescéncia emitida a medida
que a concentragdo de CUR aumentava (Figuras 1a e 1b), o que sugere a
ocorréncia de interagdes entre a CUR e os residuos de triptofano das proteinas.
Essa supressao da fluorescéncia foi mais pronunciada no IPB, com redugao de
aproximadamente 40% na intensidade de emissdo de fluorescéncia na
concentragcéo de CUR igual a 24,6 uM, enquanto no IPS a reducgao foi de apenas
5% nessa mesma concentragdo. Esses resultados sugerem que a CUR teve
mais acesso aos residuos de triptofano das proteinas do IPB, promovendo uma

supressao mais acentuada da fluorescéncia.
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Figura 1- Espectros de emissédo de fluorescéncia das proteinas dos isolados
proteicos a) de baru e b) de soro, com diferentes concentragbes de CUR,
variando de 0 a 24,6 yM, em 25°C.

A supressao da fluorescéncia das proteinas (IPB e IPS) pode resultar de
colisdes ocorrendo entre as moléculas de proteinas e a CUR (supresséo
dinamica) ou da formagao de complexos proteina-ligante (supressao estatica).
Para identificar o principal mecanismo de supressao nestes sistemas, o modelo
de Stern-Volmer foi ajustado aos dados de fluorescéncia de todas as
temperaturas estudadas (Equacdo 2, Figuras 2a e 2b) (Tchaikovskaya et al.,
2025) :

Fy Equacéo 2

7o 1+ kq10[Q] = 1+ K, [CUR]

em que: Fo e F representam as intensidades de fluorescéncia, no estado
estacionario, na auséncia e na presenca da CUR, respectivamente. Ksv é a
constante de supressao dinamica de Stern-Volmer, [CUR] é a concentracgao total
da CUR, kq € a constante de supressao biomolecular e 7, € o tempo de meia vida
do fluoréforo (residuos de triptofano excitados nas proteinas) na auséncia da

molécula supressora, aproximadamente 108's para proteinas.
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Figura 2 — Grafico de Fo/ F versus [CUR], cuja inclinagao fornece o valor de K,
para as interagdes a) IBP e CUR e b) IPS-CUR.

Os valores da constante de Stern—Volmer, Ksv, obtidos a partir das
inclinagbes dos graficos de Stern—Volmer, apresentaram comportamento
decrescente com o aumento da temperatura para ambos os sistemas avaliados
(Tabela 1 ). Para o isolado proteico de baru (IPB), os valores de Ksy diminuiram
de 9,15 x 10* L-mol™" para 1,45 x 10* L-mol™", enquanto para o isolado proteico
do soro (IPS), variaram de 3,48 x 10* L-mol™ para 6,39 x 10® L-mol™"'. Essa
reducgao progressiva indica que, em ambos os casos, 0 mecanismo de supressao
da fluorescéncia é predominantemente estatico, ou seja, ocorre a partir da
formacdo de complexos estaveis entre a CUR e as proteinas, em vez de
interacdes transitorias caracteristicas da supressdo dindmica (Orhan et al.,
2025). Estes resultados sdo semelhantes aos observados por Liu et al. (2016)
que estudaram a interagao entre IPS (1,0 mg/mL) e CUR (0 a 100 uM) dispersos
em agua destilada, e verificaram o mecanismo estatico de supressao de
fluorescéncia, resultando em mudancas nos espectros de absor¢ao UV-visivel
das proteinas apés a interagdo com a CUR, confirmando a formag¢ao dos
complexos. Outros autores encontraram valores de Ksy da mesma ordem para a
interacdo entre CUR e zeina, proteina extraida do milho, decrescendo de
2,49.10*L.mol" (20°C) até 1,96.10 4 (40°C) L.mol"" (Tiwari et al., 2021).
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1006  Tabela 1 — Parametros termodinamicos da formagéao dos complexos IPB-CUR e IPS-CUR em diferentes temperaturas (T) e pH 7,4.
1007  Dados obtidos por meio de medidas de fluorescéncia.

Te_rtrl‘ﬁ:ra Koo n Ko AH° AG® TAS®
IPB IPS IPB IPS IPB IPS IPB IPS IPB IPS IPB IPS
(°C) 10*L.mol"’ L.mol’ (kJ.mol™")
20 9,15 3,48 0,80 0,85 1,5x10* 1,29x10* -25590 -86,57 -22,78  -23,08 233,12  -63,50
25 5,88 3,41 0,63 0,83  1,47x10° 9,73x10° 18,08 22,76 237,82  -63,81
30 4,98 2,42. 1,01 0,76  6,60x102 3,76x10° 16,36 -20,75 239,54  -65,82
35 2,91 1,74 0,48 0,80  9,32x10" 2,99x10° 11,62 -20,50 244,28  -66,07

40 1,45 0,64 0,27 0,77 1,03.x10" 1,37x 10° -6,07 -18,80  -249,83  -67,78

1008
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No caso da supressdo de fluorescéncia estatica, assumindo que os
complexos IPB-CUR e IPS-CUR foram formandos, a constante de ligacao (K, ,
M-') e a estequiometria de formagdo do complexo (n), foram determinadas a
partir da Equacdo (3), que considera sitios de ligacdo independentes nas

proteinas e semelhantes para CUR (Zhao et al., 2021).

Equacéao 3

0

- F
log( 7 >=logKB + nlog |CUR|

em que: Fo e F representam as intensidades de fluorescéncia, no estado
estacionario, na auséncia e presenca da CUR,respectivamente, [CUR] é a
concentracao total da CUR, Kj é a constante de ligagao e n € o numero de sitios

de ligacao (estequiometria de formagédo do complexo).

Os valores de Kz e n foram obtidos por meio de graficos de log (Fo— F)/ F
em fungao de log [CUR] (Figuras 3a e 3b), sendo os resultados apresentados na
Tabela 1.

0.0 .
0.4 . .
@ 02{ (b) Lt
_ 0.2 " o ® -0.4 a A v
L = o o ° A E_\ A v vy
~ 0.0 = . . = 061 g v
™ A LL . v
LII- ° R vv 0 v
Lo -0.2 . v u°-084 8 e
= v =
Nt ] 'l PIK ~ -1.04 *
o 04 t ¢« o5 2 1.0 v " ¢ = 20°C
L ¢ . 200 = 1.2 * 25°C
-0.61 PSP M A 30°C
0.8 R v 35°C -1.44 v 35°C
-0.64 e 40°C 16— ¢ 40°C
-56 -54 -52 -50 -48 -46 58 56 54 52 50 -4.8
log [CUR] log [CUR]

Figura 3- Graficos de log ((Fo — F)/F) em funcédo de log [CUR], em pH 7,4,

temperaturas de 20°C a 40°C, com concentrag¢des constantes de a) IPB e b) IPS.

Para o complexo IPS-CUR, K, variou de 1,29 x 10*a 1,37 x10% L.mol",
com uma diminui¢cao de 9,4 vezes quando a temperatura aumentou de 20 °C
para 40 °C. Ja para o IPB-CUR, K variou de 1,15 x 10*a 1,03 x 10" L.mol"", com
um decréscimento de 1116,5 vezes, quando a temperatura aumenta de 20 °C
para 40 °C. Considerando que K, = [IP — CUR]/[IP] [CUR], a diminuigdo dos



1029

1030

1031

1032

1033

1034

1035

1036

1037

1038

1039

1040

1041

1042

1043

1044

1045

1046

1047

1048

1049

1050

1051

1052

1053

1054

1055

1056

1057

1058

1059

1060

1061

49

valores de K, com o0 aumento da temperatura indica que menos complexos sao
formados em temperaturas mais elevadas.

Embora a [B-lactoglobulina — principal proteina do soro — e o IPB
apresentem temperaturas de desnaturagdo (Td¢) relativamente proximas —
71,9 °C (Boye & Alli, 2000) e 67,97 °C, respectivamente — o valor ligeiramente
mais alto da B-lactoglobulina indica maior resisténcia a desnaturagao térmica
Essa maior estabilidade estrutural pode favorecer a manutencido de
conformacgdes adequadas para a interacdo com a CUR em temperaturas
elevadas, o que ajuda a explicar a menor redugédo da constante de ligagéo, Kj,
observada para o IPS em comparacao ao IPB. Além disso, por se tratar de
isolados proteicos, ambos contém uma mistura de proteinas, com diferentes
graus de estabilidade térmica, por exemplo, as proteinas do soro sdo compostas
majoritariamente por globulinas (48% B-lactoglobulina, 19% a-lactalbumina, 6%
albumina sérica bovina (BSA) e 8% imunoglobulinas) assim como o IPB (61,7%
globulinas e albuminas (14,0%) (da Cruz et al., 2011; Tang et al., 2024). Porém
o IPB apresenta menor quantidade de globulinas que o IPS, além de apresentar
glutelinas (3,3%) e prolaminas (0,5%) (da Cruz et al., 2011).

Para o IPS-CUR, a analise termodinamica mostrou valores de n variando
de 0,76 a 0,85, o que é consistente com a presencga de aproximadamente um
sitio de ligacao efetivo para a CUR por molécula de proteina. Essa pequena
variagdo pode ser atribuida a heterogeneidade estrutural intrinseca do isolado
proteico, que contém diferentes tipos de proteinas, apresentando tamanhos
distintos, conformacgdes variadas, diferentes quantidades de sitios de ligagao e
acessibilidade diferenciada para a CUR. Outro estudo sobre a interagao entre o
concentrado proteico de soro e a CUR encontrou valores de n préximos de um
(de 0,99 a 1,12) em pH 7,4 (Racz et al., 2023),

Os valores de n para o complexo IPB-CUR apresentaram comportamento
tipico de segunda ordem & medida que a temperatura variou. A 25 °C, n = 0,63,
atingiu um valor maximo em 30 °C (n = 1,01), e diminuiu em temperaturas mais
elevadas (n = 0,27 em 40 °C). Este comportamento sugere que a exposi¢ao e
disponibilidade dos sitios de ligacao foram favorecidas até 30 °C, enquanto
temperaturas mais altas limitaram a interagdo, possivelmente devido a rigidez

conformacional em temperaturas mais baixas e a desnaturacdo parcial das
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proteinas em temperaturas elevadas. Além disso, a redug¢ao do numero de sitios
de ligacao em temperaturas elevadas pode ser explicada devido as proteinas de
baru estarem mais desordenadas, vibrando rapidamente em altas temperaturas,
0 que esta associado ao aumento no coeficiente de difusdo, contribuindo para a
instabilidade dos complexos IPB—CUR (Wani et al,, 2017).

Ademais, é provavel, que as proteinas do baru formem agregados ao
redor da CUR, o que poderia mascarar ou bloquear os sitios de interagao e
contribuir para os baixos valores de n observados. Um comportamento de
agregacao foi descrito para a albumina sérica humana (HSA), cujo isbmero F, ao
interagir com CUR, apresentou agregacdo amorfa associada a reorganizagao
conformacional da proteina e exposi¢cao de regides hidrofébicas, favorecendo a
formacgao de fibrilas (Mothi et al., 2015). Esses resultados indicam que a CUR,
além de atuar como ligante, pode induzir mudancas estruturais significativas nas

proteinas, culminando na formagéo de agregados.

A variagao da energia livre de Gibbs padrdo (AG° ), a variagao da entalpia
padrao (AH®) e a contribuicdo entropica (TAS°) para a formagédo dos complexos
foram determinadas para obter mais informagdes sobre a energética da
formacgao dos complexos entre as proteinas dos isolados proteicos e a CUR. Os
valores de AG° foram calculados a partir das constantes de ligagao ( K;) por meio
da Equacéo 4 (do Vale et al., 2022).

AG° = —RT In K, (Equagao 4)

Para a determinacao do termo entalpico foi utilizada a equacao linear de
Van’t Hoff (Equacéo 5), com os dados de um experimento de fluorescéncia
realizado em diferentes temperaturas, seguido da analise do grafico de In
Kyversus 1/T. O termo entrépico foi entdo obtido por meio da Equagao 6 (Lelis
et al,, 2020)

InkK,, L <l+ i) (Equacao 5)
InK,, R \Ty, T,

AG°®° = AH° — TAS® (Equacéo 6)
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em que, AH° (kJ/mol) é a variagédo da entalpia padrao de formagéo de complexo,
AS°® (kd/mol) é a variagdo da entropia padrédo de formacédo de complexo, K,
(L/mol) é a constante de ligacédo, T é a temperatura e R (8,314 J/mol K) é a

constante universal dos gases.

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores de AG°, AH° e TAS® para as
interacdes da CUR com IPB e IPS. Os valores de AG° negativos em todas as
temperaturas indicam que o equilibrio quimico (IP + CUR 2 IP-CUR) favorece a
formagao dos complexos IP-CUR em relagdo as moléculas livres. Além disso,
com o0 aumento da temperatura os valores de AG° se tornam menos negativos,
indicando a formagao de complexos menos estaveis, tanto para o IPS (AG°20°c =
-23,08 kJ.mol' a AG°s0cc = -18,80 kJ.mol') quanto para o IPB (AG°20c = -22,78
kd.mol"a AG°s0c = -6,07 kd.mol").

Os valores de AG® para os complexos IBP-CUR s&o comparaveis aos
relatados para interagées naringina-IPB, em pH 7,4, utilizando a técnica de
ressonancia plasmoénica de superficie, que variam de AG°15°C = - 275 a
AG°28°C = -25,5kJ.mol ™' (Leonel et al,, 2025). Entretanto, Racz et al, (2023),
ao estudarem a interagdo entre IPS E e CUR, por espectroscopia de
fluorescéncia, em pH 7,4 em concentra¢des de CUR E e IPS diferentes das aqui
utilizadas, relataram valores de AG°® variando de AG°23°C = -25,40 kJ,mol! a
AG°40°C = -32,40 kJ,mol', indicando, neste caso, maior estabilidade com o

aumento da temperatura (Racz et al,, 2023).

Os valores de AH° foram negativos tanto para a IPS- CUR (AH° = -86,57
(kJ.mol") quanto para o IPB-CUR (-255,90 (kJ.mol"), sendo mais intensamente
exotérmicos para a interacdo IPB-CUR. Os valores de AH° resultam da
contribuicdo das entalpias de dessolvatagdo, mudanga conformacional,
interacao proteina-CUR e interacdo entre as moléculas de agua liberadas para
o bulk (AHpgs , AHconr, AHprot—cur,» AHu20-m20 )- AS contribuicdes entélpicas
AHpps € AHqonr S@0 positivas porque € necessario energia para quebrar as
interacdes entre as moléculas de agua que se situam na camada de solvatacao
das moléculas de CUR e proteinas, e também para desfazer as interagdes

intramoleculares no sitio de ligagao da proteina, respectivamente. Por outro lado,
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AHp,o:—cur € Negativa devido a energia liberada durante as interagdes entre as
proteinas dos isolados proteicos e a CUR. Assim, o AH® negativo pode ser
explicado por |AHpyotetna—cur + AHy20-m20! > |AHpgs + AHconr|, provavelmente
devido a energia liberada pelos complexos formados entre as proteinas e a CUR,
e também a interagdo entre as moléculas de agua que foram liberadas para o
bulk. Além disso, AH® negativo indica que as interagdes hidrofilicas, como
ligagdes de hidrogénio, interagdes de van der Waals e interagdes eletrostaticas,
formadas entre os aminoacidos das proteinas e a CUR foram os responsaveis
pela liberagdo de energia para que a interagdo IPS-CUR e IPB-CUR ocorram
(Hudson, Rezende, et al., 2019; Rezende et al., 2022).

De forma semelhante, o termo entropico (AS°) € composto pelas
contribuigdes: variagdo de entropia de dessolvatacdo (ASpgs), variagdo de
entropia conformacional do sitio de ligacado de proteina (AS.onr) € Variagao de
entropia devido as interagdes Proteina-CUR (ASp,oteina—cur )» POrtanto, o termo
ASpes € positivo devido ao aumento da entropia das moléculas de agua que séo
liberadas da camada de solvatagdo das proteinas e da CUR, levando ao
aumento da entropia do sistema. O termo AS.,yr pode ser positivo ou negativo,
dependendo se a interagdo com a CUR torna o sitio de ligagcao proteico menos
ou mais estruturado, respectivamente. Por fim, 0 ASp,oteina—cur t€nde a ser
negativo devido a diminuigdo dos graus de liberdade das moléculas de proteina
e CUR quando formam um complexo. Desta forma, como todos os valores de
(T AS°) foram negativos para as interagdes entre CUR e IPS é possivel inferir que,
em moddulo, a contribuicdo negativa de |ASproteina-cUR| SUperou as contribuigdes

positivas de ASpgs € ASconr ; OU S€ja, |ASproteina—cur | > [ASpes + ASconrl-

No caso do IPB, os valores altamente negativos de AH° e TAS® (AH® = -
255,90 kJ-mol~"; TAS® de -233,12 kJ.mol" a -249,83 kJ.mol!, entre 20°C a 40°C),
também indicaram que as ligagdes de hidrogénio e interacdes de Van der Walls
governam a formagao de complexos IPB-CUR, sendo mais exotérmica que a
interacdo IPS-CUR e ambas entalpicamente dirigidas (Orhan et al,, 2025).
Valores semelhantes de AH° foram encontrados para a interagao entre estradiol
e albumina sérica humana (ASH), utilizando um calorimetro de titulagcdo

isotérmica (ITC), AH° = —231,90 kJ.mol"'. Interagdes similares entre ASH e
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acido decanoico apresentaram AH° = 214,56 kJ.mol! (Crisalli et al., 2023;
Danesh et al., 2018).

A CUR possui dois dominios fenil hidrofébicos que sdo conectados por
um ligante flexivel, e estudos de docking molecular confirmam que a CUR pode
adotar muitas conformacgdes diferentes para maximizar o contato com a proteina
a qual esta ligada. Por exemplo, os anéis fenil da CUR podem participar de
interagdes 1T—TT van der Waals com cadeias laterais de aminoacidos aromaticos.
Além disso, dentro da estrutura geralmente hidrofébica da CUR, os grupos
funcionais fendlicos e carbonilicos, que estao localizados nas extremidades e no
centro da molécula, podem participar de ligacbes de hidrogénio com uma
macromolécula alvo. A forma enol predominante da CUR, decorrente de
tautomerismo ceto-enol, aumenta sua funcionalidade para doagao e aceitacéo
de ligagdes de hidrogénio (Gupta et al., 2011). Tais caracteristicas justificam as
interacdes moleculares observadas entre a CUR e o isolados proteicos (IPB e
IPS).

A interagdo IPS-CUR também apresentou carater exotérmico (AH® = -
86,57 (kJ.mol'') e TAS° entre -63,5 kJ.mol' e -67,78 kJ.mol', sendo
entalpicamente guiada. No entanto, estudos realizados com maiores
concentracdes de proteina e CUR, em pH 7,0, relataram valores positivos de
AH® e AS°, tipicos de interagdes hidrofobicas (Kannamangalam Vijayan et al,,
2021; Lei et al,, 2023). Estes resultados evidenciam que o tipo de interacéo
predominante € modulavel em funcdo do pH e propor¢cbes molares dos
componentes, o que pode ter implicacbes importantes para o desenho de

sistemas de encapsulagao ou entrega controlada de compostos bioativos.

3.2 Efeito protetivo das proteinas (baru e soro) na fotodegradacao da
CUR

A fotoestabilidade da CUR é o principal desafio que limita sua aplicagao,
reduzindo sua biodisponibilidade (Yan et al., 2024). Assim, o estudo da
fotodegradacdo da CUR complexada com proteinas é relevante para futuras
aplicagcoes de CUR em formulacées alimenticias e farmacéuticas.
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Para avaliar o efeito protetor das proteinas do baru e do soro sobre a CUR
exposta a luz, foi determinada a constante de fotodegradagao (Krp) € 0 tempo
de meia-vida (t12) da CUR livre e da CUR na presenca de concentragdes
crescentes da proteina, em pH 7,4, ao longo do tempo, ajustando os dados

experimentais as Equacgdes. (7) e (8), respectivamente.

CmE Kt Equacéao 7
Ag
_In2 Equacao 8
2 Ko

em que: A é a absorbancia em cada tempo de medida, Ao € a absorbancia no
tempo 0, Krp € a constante de fotodegradacéo, t é o tempo de armazenamento

e t12 € o tempo de meia vida.

Os valores da Krp foram obtidos a partir da inclinagdo do grafico de -In
(A/Ao) versus o tempo de exposic¢ao a luz. A Figura 4 mostra os graficos de -In A/
Ao versus tempo de exposigao a luz para a CUR na auséncia (Figura 4a) e na

presenca das proteinas (IPB e IPS) (Figura 4b).

3.54
y= - 0,13873 + 0.01776 x @ 2.04 IPB @
304 R2=0,976 y=0,01092 x + 0,2132
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25 ] 02 .
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Figura 4- Grafico de -In A/ Ao versus o tempo de exposigéo a luz a) para a CUR
livre e b) para a CUR interagindo com o IPB ou IPS [0,0062 mg/mL].

Na Figura 4a, observa-se que a CUR livre apresenta um aumento linear
de -In(A/Ao) ao longo do tempo, indicando uma degradacado progressiva do
composto. O coeficiente de determinagao (R? = 0,978) confirma o bom ajuste

dos dados ao modelo cinético de primeira ordem, sugerindo que o processo de
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fotodegradacao segue um comportamento linear nas condi¢gdes experimentais.
A Figura 4b mostra os perfis de fotodegradacdo da CUR na presenca dos
isolados proteicos IPB e IPS. Observa-se que ambos os isolados foram capazes
de retardar a degradagao da CUR em comparagéo com a CUR livre (Figura 4a),
evidenciado pelos menores coeficientes angulares das regressoes lineares. O
IPB apresentou uma constante de fotodegradacéao ligeiramente maior (0,01092
min~') em comparagdo ao IPS (0,0089 min™), indicando uma eficiéncia de
protecao um pouco inferior. No entanto, o comportamento cinético foi bastante
semelhante entre os dois isolados, com curvas que seguem tendéncias muito
semelhantes ao longo do tempo.

De forma geral, tanto o IPB quanto o IPS demonstraram capacidade de
proteger a CUR frente a exposigéo luminosa. Esse comportamento sugere que
o IPB, uma fonte proteica vegetal, pode desempenhar papel tecnolégico
semelhante ao IPS, uma proteina de origem animal, no desenvolvimento de
sistemas carreadores de compostos bioativos fotossensiveis.

Os valores da constante de fotodegradacao (Krp) e do tempo de meia-
vida (t,/;) da CUR, em fungao da concentragao das proteinas (IPB e IPS), estédo
apresentados na Figura 5. Observa-se que os complexos CUR-IPB e CUR-IPS
apresentaram comportamentos semelhantes tanto para a Krep quanto para o t,/,,
a medida que a concentragao proteica aumentou. De maneira geral, quando a
concentracdo de proteina aumentou de 0 para 0,05 mg/mL, a Krp diminuiu
exponencialmente para ambos os complexos, com reducao percentual de 51%
para CUR-IPB e 59,93% para CUR-IPS, indicando uma protecéo eficiente da
CUR contra a fotodegradagéao, ligeiramente mais pronunciada na presencga de
IPS. Por outro lado, os tempos de meia-vida apresentaram tendéncia oposta,
com aumento exponencial a medida que a concentracao proteica se elevou. Na
presenca de IPS, o tempo de meia-vida da CUR aumentou 116,89%, enquanto
na presenga de IPB o aumento foi de 104,4%, em relagéo a condigao controle
(sem proteina). Embora o IPS tenha promovido valores ligeiramente menores de
Krp € tempos de meia-vida levemente superiores em comparagao ao IPB, os
perfis cinéticos foram essencialmente sobrepostos. Esses resultados evidenciam
que o IPB, uma proteina de origem vegetal, apresenta desempenho comparavel
ao IPS na protecdo da CUR, reforcando seu potencial como alternativa

sustentavel para a estabilizagdo desse composto bioativo.
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Figura 5- Parametros de fotodegradacao da CUR complexada com as proteinas
do baru (m) e as proteinas do soro (e): (a) constante de fotodegradagéo (Krp) €
(b) tempo de meia-vida (t12).

Essa protecdo conferida pelos isolados pode estar relacionada a
formagdao de complexos entre a CUR e as proteinas, nos quais a CUR fica
associada a regides mais hidrofébicas da estrutura proteica (Liu et al., 2018).
Isso provavelmente reduz sua exposigéo a luz e ao oxigénio, contribuindo para
sua maior estabilidade em solugcdo. Além disso, essa interagao pode proteger
grupos reativos da CUR, como os grupos cetona insaturados, que sao sensiveis
a oxidacado, tornando o composto menos suscetivel a degradagdo quando
exposto a luz (Fu et al., 2023; Ma et al., 2024).

Esse comportamento de reducao exponencial da Krp também foi relatado
por Hudson et al. (2018) no estudo da interagdo entre CUR e albumina do soro
bovino (BSA), no qual a Krp apresentou decréscimo exponencial até atingir um
platdé na concentracao de 1,99 mg/mL de BSA (com 0,0092 mg/mL de CUR, em
pH 7,0). Além disso, quando a concentragdo de BSA aumentou de 0 para 2,99
mg/m, observou-se uma reducao de 40% na Krp para a BSA desnaturada e de
68% para a BSA nativa, indicando que tanto a BSA quanto as proteinas dos
isolados proteicos de soro (IPS) e de baru (IPB) conferem protegao efetiva a
CUR contra a fotodegradacgéo.

Entretanto, é relevante destacar que, no presente estudo, a reducido da
Krp promovida pelos complexos CUR-IPS (59,93%) e CUR-IPB (51%) foi obtida
em uma faixa de concentracao substancialmente menor, de 0 a 0,05 mg/mL, em

comparagao as concentragdes utilizadas no estudo com BSA. Esse achado



1258

1259

1260

1261

1262

1263

1264

1265

1266

1267

1268

1269

1270

1271

1272

1273

1274

1275

1276

1277

1278

1279

1280

1281

1282

1283

1284

1285

1286

1287

1288

57

evidencia que, mesmo em baixas concentracdes, os isolados proteicos de soro
e baru foram capazes de exercer um efeito expressivo na redugao da Krp, 0 que
reforga sua eficiéncia como agentes estabilizantes da CUR. Por outro lado,
diferentemente dos dados observados neste trabalho, Hudson et al. (2018)
relataram um aumento linear do tempo de meia-vida (t;/;) da CUR com o
incremento da concentracdo de BSA. Essa diferenga sugere a atuacao de
mecanismos distintos de estabilizagdo, possivelmente relacionados as
caracteristicas estruturais e composicionais dos sistemas. Enquanto a BSA
corresponde a uma proteina isolada, com estrutura tridimensional bem definida,
os isolados proteicos (IPS e IPB) sdo misturas complexas compostas por
diferentes fragcoes proteicas, capazes de estabelecer multiplas interagcbes com a

CUR, o que pode justificar os diferentes padrdes cinéticos observados.

3.2 Atividade antioxidante

A analise da capacidade antioxidante da CUR é fundamental para
compreender seu potencial como composto funcional em aplicagdes
alimenticias. Como um polifenol com reconhecida acao neutralizadora de
radicais livres, sua eficacia antioxidante pode ser influenciada por interagdo com
biomoléculas (Chen et al., 2020; Yujia et al., 2017). Nesse contexto, avaliar a
atividade antioxidante da CUR na forma livre e complexada com proteinas é
fundamental, uma vez que sistemas baseados em proteinas podem proteger a
CUR contra degradacdo, ampliando sua aplicabilidade no desenvolvimento de
alimentos funcionais, suplementos e bebidas ( Fu et al., 2023a; Mohammadian
et al., 2021; Xu et al., 2022).

Neste estudo, a capacidade antioxidante da CUR foi avaliada por meio do
valor de ICsy, que representa a concentragao necessaria para reduzir 50% da
atividade do radical livre testado. A CUR isolada apresentou um ICs, de
3,17 yg/mL, indicando uma elevada capacidade antioxidante. Esse valor é
inferior ao reportado por Venka Tesan & Rao (2000), que descreveram um IC;, de
7,37ug/mL  para a CUR sintetizada em laboratério a partir de
tetrahidrocurcumina. A diferengca pode ser atribuida a maior pureza da CUR

utilizada neste estudo e as diferencas no tipo de solvente, ja que o uso de DMSO
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no estudo citado pode ter influenciado negativamente a estabilidade e a atividade
antioxidante da CUR.

A complexagéo da CUR com os isolados proteicos do baru (IPB) e do soro
(IPS) resultou em uma redugéo pouco expressiva nos valores de ICs (3,11 €
3,15 ug/mL, respectivamente), quando comparados ao valor da CUR livre
(3,17 yg/mL). Essa pequena diferenga sugere que, nas concentragdes utilizadas
neste estudo, a adicdo dos isolados proteicos n&o influenciou na atividade
antioxidante da CUR.

Diversos estudos tém mostrado que a atividade antioxidante da CUR pode
ser significativamente aumentada quando ela interage com proteinas do soro de
leite (IPS), especialmente a B-lactoglobulina (B-Lg). Li et al. (2013) estudaram o
efeito antioxidante da CUR interagindo com a B-Lg, por meio do método de
eliminagao de radicais ABTS, em pH 7,0, e observaram que os complexos CUR-
B-Lg apresentaram capacidade antioxidante significativamente superior a da
CUR isolada. Além disso, esse efeito aumentou progressivamente com a
concentracdo de B-Lg. Embora a B-Lg isoladamente também apresente alta
atividade antioxidante, atribuida a presenca de grupos sulfidrila (-SH) em sua
estrutura, os valores obtidos para os complexos foram ainda maiores, sugerindo
uma interacdo sinérgica entre os dois componentes. Esse sinergismo nao se
deve apenas a concentracdo, mas também a estrutura e ao tipo de interacao, as
quais podem favorecer mecanismos como a transferéncia de elétrons da CUR
ao radical, potencializada pela presenga da proteina. Em conjunto, esses
estudos reforcam o papel das proteinas do soro como sistemas carreadores
eficazes para compostos fendlicos como a CUR, ampliando seu potencial de

aplicacao em formulagdes alimentares com propriedades bioativas otimizadas.

A literatura indica que proteinas podem atuar como estabilizantes e
transportadoras de compostos fendlicos, protegendo-os contra degradacao
oxidativa e potencializando sua eficacia por mecanismos como a doagao de
hidrogénios fendlicos (W. Liu et al., 2016; Solghi et al., 2020). Acredita-se que a
formacgao de complexos CUR—proteina possa facilitar mecanismos antioxidantes
como o SPLET (Sequential Proton Loss Electron Transfer), no qual a CUR doa

prétons de grupos fendlicos ou da estrutura enol, formando &nions que
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posteriormente transferem elétrons a espécies reativas, gerando radicais fenoxi
estaveis (Litwinienko & Ingold, 2004). No entanto, neste estudo, o impacto
funcional da complexagcdo sobre a atividade antioxidante foi limitado,

provavelmente devido a baixa razao CUR:proteina.

Dessa forma, conclui-se que, nas condi¢cbes testadas, os isolados
proteicos de baru e do soro ndo aumentaram de forma relevante a capacidade
antioxidante da CUR. No entanto, os resultados indicam que esses sistemas
mantém a atividade da CUR e apresentam potencial como matrizes funcionais
para aplicacdo em alimentos, desde que avaliados em diferentes contextos de

formulacao e proporcdo CUR:proteina.

Conclusao

Os resultados deste estudo demonstraram que tanto o IPB quanto o IPS
formaram complexos termodinamicamente estaveis com CUR, em pH 7,4. Os
parametros termodinamicos padrdo obtidos para o complexo IPB-CUR foram
comparaveis aos do complexo IPS—CUR, demonstrando que as proteinas de
baru possuem capacidade semelhante as proteinas do soro na formagao de
complexos estaveis com CUR. Este desempenho destaca o IPB como uma
alternativa sustentavel, de origem vegetal, para sistemas de encapsulagéo e
entrega de compostos bioativos, com potencial de aplicagcdo em alimentos
funcionais e produtos nutracéuticos destinados a consumidores que buscam

reduzir o consumo de ingredientes de origem animal.

Além disso, a interacdo da CUR com os isolados proteicos conferiu
protecao significativa contra a fotodegradacdo e manteve a atividade
antioxidante da CUR. Esses resultados apresentam relevancia pratica para o
desenvolvimento de sistemas alimentares funcionais contendo CUR, pois a
capacidade dos isolados de proteger a CUR contribui diretamente para o
aumento da estabilidade e da vida util de produtos enriquecidos com esse
composto bioativo, com possiveis aplicagbes em formulagdes sujeitas a

exposicao a luz, como bebidas, emulsdes e suplementos liquidos.
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CONCLUSOES GERAIS

Esta tese teve como objetivo investigar o potencial das proteinas
extraidas da améndoa de baru (Dipteryx alata Vogel), tanto do ponto de vista
tecnolégico quanto funcional, especialmente em sua aplicagdo como
carreadoras de compostos bioativos, com énfase na curcumina . O trabalho foi
estruturado em dois estudos complementares: um artigo de revisdo sobre
meétodos de extracdo e propriedades tecno-funcionais das proteinas de baru, e
um estudo experimental sobre a complexagdo da CUR com isolados proteicos
de baru (IPB) e do soro de leite (IPS).

O primeiro estudo evidenciou que as proteinas do baru apresentam
propriedades tecno-funcionais promissoras, incluindo elevada solubilidade em
pH alcalino (~83%), boa capacidade emulsificante (54,8%) e estabilidade de
espuma (96%), além de propriedades satisfatorias de retengéo de agua (118,3%)
e Oleo (155,5%). Foram discutidas estratégias emergentes de extragdo (como
ultrassom, campos elétricos pulsados e solventes eutéticos profundos) que
podem melhorar o rendimento e a qualidade funcional dessas proteinas.
Identificou-se, contudo, uma lacuna significativa quanto as propriedades de

gelificagédo, fundamentais para aplicagdes em alimentos vegetais estruturados.

O segundo estudo demonstrou que tanto o IPB quanto o IPS sao capazes
de formar complexos supramoleculares com curcumina, com supressao de
fluorescéncia do tipo estatica. A analise termodinamica revelou que a formacao
dos complexos foi entalpicamente favoravel, com valores de AG° a 25 °C de —
18,08 kd-mol™" (IPB—-CUR) e —22,76 kJ-mol™ (IPS—-CUR), e entalpias negativas
de —-255,90kd-mol™ para IPB-CUR e -86,57 kd-mol™" para IPS-CUR. A
formagao dos complexos resultou em maior estabilidade fotoquimica da CUR,
com reducéao da constante de fotodegradacao e aumento do tempo de meia-vida
em relacdo ao composto livre. Embora a complexacao ndo tenha promovido
aumento significativo na atividade antioxidante da curcumina, os sistemas
preservaram sua eficacia funcional. Destaca-se que o IPB apresentou
desempenho comparavel ao do IPS, reforcando sua viabilidade como carreador
vegetal alternativo, especialmente para consumidores veganos ou com

restricdes ao consumo de lacteos.



1630

1631

1632

1633

1634

1635

1636

1637

1638

1639

1640

1641

1642

67

Conclui-se que as proteinas da améndoa de baru possuem elevado
potencial para aplicagdo como ingredientes funcionais e sistemas de liberagao
de compostos bioativos, podendo contribuir para o desenvolvimento de
alimentos mais saudaveis, sustentaveis e tecnicamente inovadores. A
valorizagdo dessas proteinas representa também uma estratégia de
aproveitamento de recursos do Cerrado, alinhada as diretrizes de conservagéao
da biodiversidade e desenvolvimento regional. Estudos futuros devem explorar
o comportamento em gelificagédo, o perfil alergénico e a aplicagdo em matrizes
alimentares complexas, visando ampliar ainda mais a aplicabilidade industrial
dessas proteinas. Além, de testar a atividade antioxidante da curcumina
interagindo com IPB ou IPS em outras condi¢des (pH, concentragao de proteina,

entre outros).
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