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RESUMO

BARRETTO, Lilia Calheiros de Oliveira. Microencapsulamento de compostos fendlicos
extraidos de residuo do processamento de caju (Anacardium occidentale L.). Rio de Janeiro,
2015. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

O éxito dos alimentos funcionais permanece como uma tendéncia global no ambito da
industria de alimentos, que inova constantemente quanto ao desenvolvimento destas
especialidades. Este estudo visou elaborar um extrato microencapsulado rico em compostos
fendlicos extraidos de residuos provenientes do beneficiamento do pedunculo do caju que
possa ser aplicado como ingrediente alimenticio funcional. Foram aplicadas duas rotas
tecnoldgicas (hidroetandlica e hidrélise enzimatica), a fim de avaliar as melhores condicdes
de extracdo dos compostos antioxidantes. A partir de um delineamento experimental 33 do
tipo Box-Behnken, foram analisados os parametros pH, proporcdo solvente:bagaco e
porcentagem de etanol na solucdo para a extracdo hidroetandlica. Os fatores avaliados,
utilizando-se a enzima comercial Celluclast® 1.5 L para a hidrolise enzimatica, foram: tempo
de trituracdo da amostra, proporcao solvente:bagaco e concentracdo da enzima. Os parametros
de operacdo associados aos mais altos valores de atividade antioxidante, para ambos os
processos, foram escolhidos para avaliar as curvas de cinética de extracdo hidroetandlica e
enzimética. Nesta aplicou-se uma combinacdo das enzimas Celluclast® e B-glicosidase. A
rota hidroetandlica foi aplicada para obtencdo do extrato microencapsulado por atomizacéo.
Foram aplicados os agentes encapsulantes maltodextrina e goma arabica na concentracdo de
15 % (m/m). O produto microencapsulado apresentou comportamento higroscopico ajustado
pelo modelo de GAB (R2 = 0,99). O diametro das microparticulas variou entre 1,98 e 20,2
pum, com destaque para a morfologia esférica e superficie rugosa. O perfil de compostos
fenolicos presentes no extrato microencapsulado foi mantido se comparado com a matéria-
prima, sendo identificados os seguintes acidos fendlicos e flavonoides: acido galico, rutina,
quercetina e isoquercetina. Os dados de estabilidade indicaram que os compostos fenolicos
foram preservados até 45 dias, apresentando uma reducdo de 12 % a partir dos 60 dias de
estocagem. A rota hidroetandlica do processamento do bagago do caju é uma alternativa
potencial para a separacdo de compostos fenolicos com possivel acéo biologica sobre a saude
humana. A producgdo comercial deste extrato poderad contribuir para a agregacdo de valor a

cadeia agroindustrial do pseudofruto do caju.

Palavras-chave: Anacardium occidentale L., endoglucanase, p-glicosidase, extragéo

hidroetandlica, atomizacao.



ABSTRACT

BARRETTO, Lilia Calheiros de Oliveira. Microencapsulamento de compostos fendlicos
extraidos de residuo do processamento de caju (Anacardium occidentale L.). Rio de Janeiro,
2015. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

The success of functional foods remains a global trend within the food industry which
constantly innovates due to the development of these specialties. This study aimed to develop
a microencapsulated extract rich in phenolic compounds obtained from the cashew apple
processing that can be applied as a functional food ingredient. Two technological routes were
applied (hydroethanolic extraction and enzymatic hydrolysis) to evaluate the best process
conditions for phenols extraction. A 33 Box-Behnken experimental design was used to
evaluate the influence of the parameters pH, solvent:substrate ratio and ethanol concentration
for hydroethanolic extraction. The factors evaluated, using the commercial enzyme
Celluclast® 1.5 L for enzymatic hydrolysis were: grinding time, solvent:substrate ratio and
enzyme concentration. Parameters associated with the highest antioxidant activity values for
both processes were chosen to assess kinetics curves for hydroethanolic and enzymatic
extraction, where a combination of Celluclast® and B-glucosidase enzymes was applied.
Hydroethanolic route presented higher response values for extraction of phenolic compounds
and this was the technology applied to obtain the microencapsulated extract by spray drying.
The encapsulating agents maltodextrin and arabic gum were used at a 15 % concentration
(w/w). The microencapsulated product presented a hygroscopic behavior set by GAB model
(R2 = 0.99). The microparticles diameter ranged from 1.98 to 20.2 um presenting spherical
morphology and rough surface. The phenolic compounds profile was retained in the powder
when compared to the raw material. The following phenolic acids and flavonoids were
identified: gallic acid, rutin, quercetin and isoquercetin. Stability data indicated that phenolic
compounds have been preserved up to 45 days and a decrease of 12 % was registered after 60
days of storage. Hydroethanolic route for the cashew apple residue is a potential technology
for phenolic compounds separation, which possibly present biological action on human
health. Commercial production of this extract may contribute to adding value to agroindustrial

chain of cashew apple.

Keywords: Anacardium occidentale L., endoglucanase, pB-glucosidase, hydroethanolic

extraction, atomization.
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1 Introducéo

1. INTRODUCAO

A industria brasileira de beneficiamento do caju esta alicercada na comercializacdo da
castanha, produto de alto valor agregado e de grande interesse para 0 mercado externo. A
regido Nordeste € a principal produtora desta fruta e também grande consumidora dos
derivados do seu pseudofruto, a exemplo de sucos, polpas, néctares, sorvetes e doces.

No melhor cenério de aproveitamento do pedunculo, a inddstria absorve 20 % de toda
a producdo desta matéria-prima. Ainda assim, o despolpamento do caju gera elevados
volumes de residuos, com destaque para o bagacgo de caju, o qual consiste em uma biomassa
rica em fibras, acucares e vitaminas. Em menor escala, este é aproveitado regionalmente para

producdo de outros derivados como hamburgueres, biscoitos e farinhas.

Alternativas inovadoras para o aproveitamento de residuos agroindustriais vém sendo
estudadas, preconizando tecnologias e diretrizes que possam ser aplicadas pelas cadeias
produtoras de forma a integrar as linhas de producéo. Estas atitudes contribuem tanto para a
preservacdo do meio ambiente, com reducdo do descarte dos refugos produzidos, quanto para
a geracdao de renda e consequente desenvolvimento econdmico. Neste contexto, para um
melhor aproveitamento dos residuos procedentes do processamento da polpa de caju, uma
nova abordagem deve ser considerada.

Os alimentos funcionais e 0s nutracéuticos estdo entre os principais avancos do
mercado de alimentos industrializados. Continuamente surgem nas géndolas de todo o mundo
novidades que sugerem a promocao da saude e bem-estar daqueles que os consomem, sejam
nas formas prébidticas, probidticas ou simbioticas. Além do diferencial em termos de adi¢éo
de fibras, bactérias benéficas e frutooligossacarideos, a aplicacdo de compostos bioativos em
alimentos propbe a substituicdo de aditivos sintéticos e melhoria do desempenho do

organismo humano.

Assim, um desafio atual da industria de alimentos funcionais refere-se a
disponibilizagdo de compostos bioativos extraidos de matrizes de baixo valor comercial,
valorizando a cadeia de processamento destas matérias-primas. Para que 0S compostos
bioativos possam estar disponiveis para o organismo, faz-se necessario aperfeicoar 0s
processos de extracdo e purificacdo destas substancias a partir de fontes naturais. Rotas
biotecnologicas, como as enzimaticas e as fermentativas, tém sido bastante aplicadas para este

fim.
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1 Introducéo

Além da viabilizacdo de técnicas de extracdo financeiramente eficientes, outra etapa
desafiante para a industria refere-se a concentracao dos bioativos e sua respectiva oferta, seja
sob a forma de ingredientes de alto valor agregado ou de produtos sofisticados, que atendem a

nichos especificos de mercado.

OperacBes como ultrafiltracdo, liofilizacdo e extracdo com fluido supercritico sdo
aplicadas em pequena escala, pois apresentam altos custos de processo e manutencdo. Em
maiores proporcdes, destaca-se 0 microencapsulamento por atomizagdo, ndo somente por ser
economicamente viavel em comparacdo as tecnologias citadas anteriormente, como também

por disponibilizar produtos de alta estabilidade com massas e volumes reduzidos.

Os principais compostos bioativos presentes no pseudofruto do caju sdo 0s compostos
fenolicos, com destaque para os acidos fenolicos (p.ex., cido galico e &cido p-cumarico) e 0s
flavonoides (p.ex., miricetina-3-0-glicosideo, quercetina-3-o-glicosideo, quercetina-3-o-
galactosideo e kaempferol-3-0-glicosideo) (BATAGLION et al., 2015; MICHODJEHOUN-
MESTRES et al., 2009; BRITO et al., 2007).

Apesar de estudos anteriores destacarem quais 0s principais compostos presentes no
caju, as técnicas mais apropriadas para disponibilizar estes bioativos na forma de ingredientes
alimenticios ainda foram pouco exploradas. Algumas publicacbes mais recentes,
desenvolvidas pela Embrapa Agroindistria Tropical (Fortaleza/CE), destacaram 0
aproveitamento do bagaco do caju para a obtencdo de pigmentos carotenoides (ABREU et al.,
2013).

Integrar a obtencdo de produtos ricos em compostos fendlicos com o aproveitamento
de residuos agroindustriais € uma solucdo sustentavel que contribui diretamente com o0s
desafios de diferentes cadeias agricolas e industriais (ZEPKA; MERCADANTE, 2009;
AZEREDO et al., 2006). Motivado por este desafio, 0 presente projeto visa aproveitar a
biomassa residual do processamento do suco de caju para a extracdo de compostos fenolicos,
por meio de diferentes rotas, e concentra-los por microencapsulamento para obter um produto
rico em compostos fenolicos que possa ser aplicado como ingrediente funcional na industria

alimenticia.
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2 Obijetivos

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Produzir um extrato microencapsulado concentrado em compostos fendlicos extraidos
do residuo do processamento do pseudofruto do caju que apresente potencial antioxidante

para ser empregado na industria alimenticia como ingrediente funcional.

2.2 Especificos

1. Obter extratos ricos em compostos fenolicos utilizando operacdes de extracédo

enzimatica e hidroetandlica;

2. Caracterizar os extratos quanto ao teor de compostos fendlicos totais e atividade

antioxidante;
3. Concentrar os extratos;
4. Microencapsular os extratos concentrados;

5. Caracterizar os extratos microencapsulados quanto ao teor de compostos fenolicos
totais, atividade antioxidante, distribuicdo de tamanho de particula, morfologia,

higroscopia e identificacdo dos principais compostos fendlicos;

6. Avaliar a estabilidade dos extratos microencapsulados quanto ao teor de compostos

fenolicos totais e atividade antioxidante.
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3 Revisdo Bibliogréfica

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caju (Anacardium occidentale L.)

O cajueiro é uma planta tropical, originaria do Brasil, e produzida também na india,
Vietnd, Mocambique e Nigéria. O agronegocio do caju no mundo movimenta,
aproximadamente, 2,4 bilhGes de ddlares por ano. O Brasil apresenta uma &rea plantada
superior a 750 mil hectares, que responde por mais de 95 % da producdo nacional, sendo os
estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte os principais produtores (OLIVEIRA et al.,
2002; IBGE, 2013).

A peculiaridade da industria de beneficiamento de caju é que ela estd voltada
essencialmente para 0 mercado externo. A demanda de paises de alta renda per capita pela
améndoa tem sido estavel ou até ascendente nos ultimos anos. Por essa razao, além de gerar
empregos no campo e na industria, a exportacdo da améndoa da castanha constitui uma
importante fonte de receita, com destaque para o estado do Ceard, cuja cadeia produtiva
alimenta um extenso parque industrial (ANDRADE NETO, 2006).

A producdo nacional da castanha de caju gerou divisas da ordem de 130 milhdes de
dolares anuais, entre os anos de 2012 e 2015, somente com a exportacdo. Estados Unidos,
Holanda e Canada sdo os principais mercados consumidores deste produto, responsaveis por
cerca de 70 % das importac6es (SECEX/MDIC, 2015). Apesar da importancia dessa atividade
agroindustrial, observa-se que o seu potencial econdmico permanece pouco explorado
(OLIVEIRA; IPIRANGA, 2009).

O caju é constituido por duas partes: a castanha, que € o fruto propriamente dito, e 0
pedunculo floral ou pseudofruto, como apresentado na Figura 1 (LIMA et al.,, 2011). O
pedunculo é a parte comestivel in natura do caju e representa cerca de 90 % da massa total.
Os 10 % restantes correspondem ao fruto, de onde se extraem a améndoa da castanha de caju
(ACC) e o liquido da castanha de caju (LCC) (PAIVA; GARRUTI; SILVA NETO, 2011).

A améndoa, parte comestivel da castanha ap6s processo de torrefagdo ou fritura, é rica
em gorduras, proteinas, carboidratos, fosforo e ferro (BRASIL, 2009; MOURA, 2009). O
LCC é matéria-prima basica para a fabricacdo de vernizes, tintas, plasticos, lubrificantes e

inseticidas. Ja o tanino, extraido da pelicula da améndoa, é muito utilizado na industria
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3 Revisdo Bibliogréfica

quimica, a exemplo da producdo de resinas e curtimento de pele animal (BATTESTIN;
MATSUDA; MACEDO, 2004).

Castanha

Pseudofruto

Foto: Lilia Barretto.

[N
Figura 1. Cajus, com respectiva identificacdo da améndoa e do pseudofruto.

O pseudofruto do caju apresenta estrutura carnosa e suculenta e é utilizado na
elaboracdo de polpas, sucos, néctares, refrigerantes, sucos clarificados (cajuina) e doces, em
escala industrial ou artesanal (MEDEIROS et al., 2012). O pseudofruto apresenta em sua
composicao vitaminas, sais minerais, acidos organicos e carboidratos, constituindo-se como
uma importante fonte nutricional (LAVINAS et al., 2006). A composicdo centesimal do

pseudofruto do caju esta apresentada no Quadro 1.

Quadro 1. Composicédo centesimal do pseudofruto do caju in natura.

Componente (g.100g™) Resultado
Umidade 84,34
Proteinas 1,43
Lipidios 0,55
Residuo mineral fixo 0,25
Carboidratos totais 13,43
VET (kcal.100g™) 64,4

VET: Valor energético total. Fonte: Adaptado de Alves, Alves e Naves (2013).

3.2 Derivados e coprodutos do processamento do caju

O caju é uma fruta icone da economia do Nordeste, entretanto, o desenvolvimento de
derivados do pseudofruto do caju ainda é pouco explorado pela agroindustria que se dedica
principalmente ao beneficiamento por processos tecnoldgicos tradicionais. Sua importancia
social e econdmica ttm merecido intensos esfor¢cos dos governos, instituicbes de pesquisa,
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desenvolvimento e inovacdo (PD&I) e de organizagbes ndo governamentais que buscam

garantir a competitividade deste agronegdcio (ROCHA et al., 2010).

Mesmo considerando o pioneirismo brasileiro da industrializacdo do pedunculo do caju,
que tem o suco como principal produto com uma produgéo na ordem de 70 mil toneladas/ano,
esta economia absorve apenas 20 % da producédo anual, devido aos desafios apresentados para
conservacdo dos pseudofrutos, como alto grau de perecibilidade e dificuldades na colheita
(SILVA NETO, 2011).

Supondo-se que a relagdo média entre o pseudofruto e a castanha é de 90:10 (m/m), é
possivel estimar que um pomar que produza 200 quilos de castanha por hectare, por exemplo,
rendera, em paralelo, 1800 quilos do pseudofruto. Ja a viabilidade do pedunculo esta baseada
nos valores pagos atualmente pelas multinacionais (R$ 0,50 por quilo de peddnculo), o que
significa R$ 900,00 por hectare somente em pedinculo, que era anteriormente desperdicado.
Somando este valor ao rendimento obtido com 200 quilos da castanha, vendida a R$ 1,50 por
quilo, chega-se a R$ 1,2 mil, ou seja, quatro vezes mais do que o valor pago apenas pela
producdo da castanha. Este saldo financeiro contribui para o aumento da renda dos produtores

e consequente fortalecimento da cadeia produtora deste fruto (FERREIRA, 2012).

O processamento do pseudofruto do caju vem atraindo investimentos de
multinacionais por ser uma matéria-prima de baixo custo que pode contribuir para a reducéao
de despesas operacionais, aumentando a competitividade se comparada com outras frutas
tropicais. Os novos consumidores da classe média emergente de todo o planeta apresentam
uma demanda progressiva por novos produtos estimulando as companhias de alimentos a
experimentar em larga escala sabores e ingredientes cujo apelo, até recentemente, era apenas
local (STROMAUG, 2014).

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) tem desenvolvido
tecnologias, servigcos e processos agroindustriais de derivados do caju, a exemplo de vinhos,
compotas, doces em massa, geleias, mel clarificado e rapadura (PAIVA; GARRUTI; SILVA
NETO, 2011).

O bagaco de caju é o principal residuo obtido industrialmente apds a extracdo da polpa
ou suco, podendo ser reprocessado em prensa expeller (do tipo parafuso sem fim) para
reducdo do tamanho da fibra (LIMA et al., 2014). Sucos probioticos (PEREIRA; MACIEL;
RODRIGUES, 2011), bebidas fermentadas (ARAUJO et al., 2011b); reestruturados
empanados (OLIVEIRA et al., 2011); hamburgueres (LIMA; BRUNO; SOUZA NETO,
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2011) e geleias (ASSIS et al., 2007) sdo alguns exemplos de aplicagdes do bagago caju na

producdo de derivados alimenticios de maior valor agregado.

A extracdo de compostos funcionais presentes no pedunculo também tem sido
reportada em trabalhos cientificos que visam o aproveitamento do baga¢o de caju como fonte
de oligossacarideos prebidticos (RABELO; FONTES; RODRIGUES, 2009); frutose e glicose
(KUILA et al., 2011) e concentrado proteico (CAMPOS et al., 2005). Dentre outros produtos
que utilizaram esta biomassa como matéria-prima principal, destacam-se: bioetanol
(SHENOY et al., 2011); biogas (LEITAO et al., 2011); enzimas (RODRIGUES; PINTO;
GONCALVES, 2008) e xilitol (PAIVA et al., 2014).

3.3 Compostos fenolicos

Uma expressiva parte das propriedades benéficas de frutas, vegetais e graos tem sido
atribuida a compostos quimicos bioativos ndo nutrientes, comumente denominados de
fitoquimicos. As frutas, por exemplo, apresentam entre 5.000 e 25.000 fitoquimicos
individuais (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014).

A constatacdo de que dietas ricas em frutas e vegetais, como as da populacédo
mediterranea contemporanea e asiatica, reduzem o risco de doengas cronicas ndo
transmissiveis (p.ex. inflamagdes cronicas, doencgas cardiovasculares, cancer e diabetes)
impulsionou pesquisas que relatam quais sdo 0s principais compostos bioativos atuantes em
alvos fisioldgicos especificos e que, dessa forma, interferem nos processos patogénicos dessas
doencas. Dentre os compostos bioativos que apresentam efeitos protetores para a saude
humana, destacam-se os compostos fendlicos (BASTOS; ROGERO, AREAS, 2009;
CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009; BORGES et al., 2010; ACOSTA-ESTRADA,;
GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014).

Os compostos fendlicos sao metabdlitos secundarios amplamente distribuidos no reino
vegetal. Estruturalmente, sdo definidos como substancias que possuem um anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos (BRAVO, 1998). Os compostos fendlicos sédo
comumente encontrados em plantas, sejam comestiveis ou ndo, e tém sido reportados por
apresentarem efeitos bioldgicos multiplos, incluindo atividade antioxidante (KAHKONEN et
al., 1999).

A rota do &cido chiquimico (Figura 2) e responsavel pela biossintese de diversos

compostos fendlicos nas plantas, incluindo acidos fendlicos, flavonoides e taninos
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condensados (STARCEVIC et al., 2008; MAEDA; DUDAREVA, 2012). Nesta rota,

carboidratos simples derivados da glicolise e da via das pentoses-fosfato sdo convertidos em

aminoacidos aromaticos, fenilalanina e triptofano, resultando nos compostos fenolicos

(MANDAL; CHAKRABORTY:; DEY, 2010).

’% Fosfoenolpiruvato ﬁ

D-glicose Deoxi-d-heptolusonato-
7-fosfato
\% Eritrose-4-fosfato 4/F
Fenilalanina <— A c_l(;lo. A€|d_o A,C'd.o
fenilpirGvico prefénico corismico

Acido cinamico —> Acido p-cuméarico —> Acido cafeico —> Acido ferulico

Acido benzoico

\% Malonil-CoA

Acido p-

Acido salicilico ——> . " .
hidroxibenzoico

Quercetina

Miricetina <—— Dihidromiricetina

Acido 3-
dihidroquinico

Acido 5-

—> Acido chiguimico
dihidrochiquimico a

l

Acido 5-
fosfochiquimico

3-enolpiruvilchiquimato-
5-fosfato

Acido galico <—

L p-cumaroil-CoA ——> Chalconas —> Flavanona ——> Dihidrokaempferol

—

Isoflavonas Flavonas

Flavan-3-ol €<——

Kaempferol <———

Dihidroquercetina. <————

Figura 2. Rota simplificada do &cido chiquimico, destacando a producdo de compostos
fendlicos. Fonte: Adaptado de Mann (1987).

Os compostos fendlicos podem ser classificados pelo nimero e arranjo dos seus

atomos de carbono. Os fenolicos que ocorrem naturalmente nos tecidos das plantas podem ser

classificados em dois grupos: os flavonoides e os ndo flavonoides (CROZIER; JAGANATH,;

CLIFFORD, 2009).

O grupo dos flavonoides inclui mais de 8.000 compostos identificados € apresenta

como principais alimentos-fonte frutas e hortaligas, chés, cacau e soja (TAPAS; SAKARKA,;

KAKDE, 2008). Os flavonoides sdo biossintetizados a partir das rotas do acetato ou do cido

chiquimico, resultando em uma estrutura do tipo Cg-C3-Cg, a qual consiste de dois anéis

aromaticos e um anel heterociclico (benzopirano) (JAGER; SAABY, 2011).
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De acordo com os graus de insaturacdo e oxidacdo do anel benzopirano, os
flavonoides sdo divididos em diversas classes. Em frutas e vegetais, estes compostos podem
apresentar estruturas complexas, devido a ocorréncia comum dos flavonoides como derivados
glicosilados, onde um ou mais grupos hidroxila estdo combinados a agUcares (REPOLLES;
HERRERO-MARTINEZ; RAFOLS, 2006).

Dentre os flavonoides presentes em alimentos, destacam-se as antocianinas, que
podem ser encontradas em alguns cereais e tubérculos (cebola roxa, berinjela, repolho,
rabanete) e, principalmente, em frutas vermelhas como cereja, morango, ameixa, uva, amora,
framboesa e acai (ARAUJO et al., 2011a; FERNANDES et al., 2014).

Outros flavonoides relevantes pelo potencial bioativo sdo as flavanonas, presentes nas
frutas citricas (PETERSON et al., 2006; PLAZA et al., 2011); os flavanois, encontrados no
cacau e chocolate (BORGES et al., 2011; MA et al., 2011); os flavondis, encontrados em chas
e frutas (HOFFMANN-RIBANI; HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2009) e as isoflavonas,

as quais ocorrem principalmente na soja e em seus derivados (WEI, 2012; XIAO, 2012).

As catequinas integram o grupo dos flavandis e sdo largamente encontradas em chas,
especialmente no cha verde, com destaque para 0s compostos catequina, galocatequina,
epicatequina, epigalocatequina, epicatequina galato e epigalocatequina galato
(MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006; SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB,

2010). As estruturas quimicas de alguns flavonoides estdo apresentadas na Figura 3.

0 (b)

o (©)

(d)
Figura 3. Estrutura quimica de alguns flavonoides: (a) flavona; (b) flavonol; (c) flavanona e
(d) isoflavona. Fonte: Adaptado de Testai (2015).
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Os compostos fendlicos ndo flavonoides sdo subdividos em &cidos fendlicos e os
hidroxilados dos estilbenos, lignanas e cumarinas (RENTZSCH; WILKENS;
WINTERHALTER, 2009). Os acidos fenolicos sdo compostos derivados do acido
hidroxibenzoico e do &cido hidroxicinamico (GIADA, 2013). Dentre os de destaque
encontrados em fontes alimenticias naturais, estdo os acidos cafeico, ferulico, clorogénico,
elagico, sinapico e p-cumarico (YANG et al., 2001). Alguns destes compostos estdo

apresentados na Figura 4.

O O
OH X OH
HO HO
OH (a) OH (b)
COOH COOH
HO OH H3CO OCH,3
OH (©) OH (d)

OH

OH ©

Figura 4. Estruturas quimicas de alguns acidos fendlicos: (a) acido protocatecuico; (b) acido
cafeico; (c) &cido galico; (d) acido siringico e (e) &cido clorogénico. Fonte:
Adaptado de Andjelkovic et al. (2006).

Os compostos hidroxilados dos estilbenos englobam um grande grupo de bioativos
presentes nas plantas, no entanto poucos destes compostos sao encontrados na dieta humana, a
exemplo do trans-resveratrol (trans- 3,5,4'-trihidroxistilbeno) e do seu glicosideo natural, o
trans-piceido. Sua estrutura é caracterizada por dois anéis benzeno ligados por um etileno, o
qual forma uma estrutura planar de anéis separados por uma dupla ligacdo (KASIOTIS et al.,
2013). Os teores de estilbenos reportados em alimentos sdo geralmente menores que outros

compostos fenolicos, como flavonoides e taninos (XIE; BOLLING, 2014).
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As hidroxicumarinas ou hidroxibenzopironas, lactonas derivadas do é&cido o-
hidroxicinamico, sdo encontradas nos orgaos das plantas e geralmente acumulam-se em
sementes, raizes, orgaos reprodutivos e células epidérmicas. Podem existir nas células nas
formas livres ou conjugadas a aclcares através de ligacdes glicosidicas (PETRUL’OVA-
PORACKA et al., 2013; WITAICENIS et al., 2013).

Ressalta-se que os compostos fendlicos exibem propriedade antioxidante reconhecida
sobre mecanismos tais como complexacdo de ions metalicos, captura de radicais livres,
decomposicdo de perdxidos, doacdo de elétrons ou do hidrogénio, inativacdo de espécies
reativas de oxigénio, absorcdo de radiagdes ultravioleta, entre outros (ANDRADE et al.,
2015).

3.3.1 Compostos fendlicos de interesse na formulacédo de alimentos funcionais

Os alimentos funcionais vém sendo desenvolvidos por mais de 30 anos e rapidamente
se tornaram itens basicos de consumo nos mercados internacionais. O termo “alimento
funcional” foi primeiramente conceituado no Japao em 1984 (MARTIROSYAN; SINGH,
2015).

Como definigéo geral, os alimentos funcionais sdo descritos como aqueles que podem
proporcionar beneficios adicionais a satde, além do seu valor nutricional basico (DIPLOCK
et al., 1999; SIRO et al., 2008). A adicdo de componentes que apresentem propriedades de
melhoria das condic¢des fisiologicas, ou de reducdo do risco de evolucdo de certas doencas, € 0

procedimento mais usual para a producao dos alimentos funcionais (HAO; BETA, 2012).

Os compostos fendlicos podem ser aplicados na industria de alimentos como
ingredientes funcionais, uma vez que apresentam capacidade antioxidante (ACOSTA-
ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014). Esta peculiaridade vem
sendo explorada para aumentar a funcionalidade de alguns alimentos, com efeito potencial a
saide humana. Outra utilidade destes fitoquimicos refere-se a substituicdo de aditivos
sintéticos, como o butil-hidroxi-anisol (BHA) e o butil-hidroxi-tolueno (BHT), os quais séo
reportados como substancias nocivas associadas a exposi¢do prolongada e evidéncia do
aparecimento de cancer em ratos e macacos (BRANEN, 1975; BAUER; HARBAUM-
PIAYDA; SCHWARZ, 2012).

No contexto da aplicacdo de compostos fenolicos extraidos de residuos de frutas,

Lavelli et al. (2015) desenvolveram um puré de tomate fortificado com fibras antioxidantes
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provenientes da casca da uva. Cam, Igyer e Ergodan (2014) produziram sorvetes enriquecidos
com compostos fenolicos extraidos da casca da romd e Sriwattana et al. (2015) elaboraram
uma bebida de morango concentrada fortificada com extrato da semente da longana, fruta

similar & pitomba brasileira.

Bebidas enriquecidas com compostos fenodlicos, por exemplo, podem fornecer
combinacg6es pretendidas de compostos fenolicos biodisponiveis, 0 que normalmente exigiria
um consumo de varios tipos de alimentos derivados de vegetais (BORGES et al., 2010).
Dionisio et al. (2015) reportaram que uma bebida funcional desenvolvida com polpa de caju e
batata yacon apresentaram propriedades hipoglicémicas com potencial para o controle da

diabetes em ratos.

Dentre outros exemplos de alimentos funcionais enriquecidos com compostos
fendlicos, citam-se: farinha de soja enriquecida com antocianinas e outros fenoélicos do mirtilo
(ROOPCHAND et al.,, 2013); chocolates com flavonoides extraidos da framboesa
(BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2012); cha verde pronto para beber enriquecido com
epigalocatequina galato (BAZINET et al., 2010) e vinhos produzidos a partir de uvas que
passaram por enriquecimento prévio do teor de resveratrol (BARREIRO-HURLE;
COLOMBO; CANTOS-VILLAR, 2008).

A incorporacdo de compostos fendlicos em produtos alimenticios, com o objetivo de
atribuir ou ampliar sua funcionalidade em termos de capacidade antioxidante, envolve o uso
de extratos concentrados obtidos, em geral, por microencapsulamento (CAM; ICYER,
ERGODAN, 2014) e liofilizagdo (ALEMAN et al., 2015). Também sdo aplicados
ingredientes provenientes de operagdes de menor custo, como extratos aquosos
(GUNATHILAKE; RUPASINGHE; PITTS, 2013; BAIANO et al., 2015) e farinhas
(SECZYK; SWIECA; GAWLIK-DZIKI, 2015).

3.3.2 Compostos fenolicos presentes no pseudofruto do caju

O pseudofruto do caju € uma fonte importante de compostos fendlicos. Silva et al.
(2014) caracterizaram o0s teores de compostos fendlicos e de carotenoides na polpa e no
residuo de caju fresco (Quadro 2) e verificaram maiores teores de antocianinas e de
flavonoides no bagago do caju do que na polpa, sugerindo um potencial de utilizagdo deste
coproduto para producdo de suplementos nutracéuticos, aditivos alimentares ou produtos

farmacéuticos.
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Quadro 2. Compostos fendlicos e carotenoides em polpa e bagaco de caju.

Analises Polpa Bagaco
Fendlicos totais (mg AGE.100 g™ base seca) 5286,5° 6588,4°
Antocianinas (mg.100 g™ base seca) 7,6% 14,7°
Flavonoides (mg.100 g™ base seca) n.d. 44,9
B-caroteno (pg.100 g™ base seca) 454,2° 179,1°

Resultados expressos como média + desvio-padrdo (n = 3). n.d.: ndo detectado. Valores em uma mesma linha
que ndo sdo seguidos por uma mesma letra diferem significativamente entre si (p < 0,05). Fonte: Adaptado de
Silva et al. (2014).

O potencial antioxidante do caju também esta relacionado com a presenca de acidos
fendlicos, dentre eles o &cido anacardico, composto encontrado no Ginkgo biloba e associado
ao tratamento e prevencdo de doencas cardiovasculares (HAMAD; MUBOFU, 2015;
AGOSTINI-COSTA et al., 2004). Broinizi et al. (2007) identificaram oito acidos fendlicos no
pedinculo do caju, sendo quatro derivados do acido hidroxibenzoico (gélico, protocatecuico,
gentissico e salicilico) e quatro derivados do é&cido hidroxicindmico (caféico, ferulico,
cinamico e p-cumarico), como apresentado no Quadro 3. Neste estudo, o cido salicilico foi o

composto mais abundante em todas as frac6es, seguido do acido p-cumarico.

Quadro 3. Fragdes de acidos fendlicos livres (AFL), esterificados soltveis (AFS) e insolUveis
(AFI) presentes no bagaco e no extrato bruto concentrado do pedinculo de caju

(EBC).

) Bagaco (mg.g™) EBC (mg.g™)
Acidos fenolicos

AFL AFS AFI AFL AFS
Salicilico 1270 984 610 1660 741
Cinamico - 0,1 - 19,6 0,2
Gentissico - 0,1 - - 38,3
Protocatecuico - 0,2 - - 0,1
p-cumarico 20 0,1 0,01 145,2 0,1
Galico 0,04 36 0,1 31,4 33,6
Feralico 0,02 0,05 0,03 0,15 0,05
Caféico 0,1 0,04 0,04 0,05 0,05
Total 2,8 mg AGE.100g™ 10,4 mg AGE.100g™

EBC obtido por extracdo com éter etilico, etanol e 4gua. AGE — 4cido galico equivalente. Fonte: Adaptado de
Broinizi et al. (2007).

33




3 Revisdo Bibliogréfica

Ao caracterizar duas diferentes variedades de caju provenientes da regido de Yucatan,
México, Moo-Huchin et al. (2014) obtiveram resultados superiores para o caju vermelho
quando comparado ao amarelo: 54,2 % mais compostos fenodlicos totais, 57,3 % mais

antocianinas e 481,42 % mais flavonoides totais.

Brito et al. (2007) também reportaram altos teores de flavonoides glicosilados quando
quantificaram flavonoides em caju por cromatografia liquida com arranjo de diodo e
espectrometria de massa e ionizacdo por eletrospray, com destaque para os agUcares: 3-0-
galactosideo, 3-o-glicosideo, 3-o-ramnosideo, 3-o-xilopiranosideo, 3-o-arabinopiranosideo e

3-o-arabinofuranosideo, derivados da quercetina e da miricetina.

Em estudo sobre mudancas nos niveis de compostos bioativos e na capacidade
antioxidante de caju minimamente processado, Queiroz et al. (2011) avaliaram os teores de
acido ascorbico, compostos fendlicos totais e proantocianidinas do caju submetido a
diferentes temperaturas de estocagem. Os resultados reportados por esses autores estdo
apresentados no Quadro 4. Observou-se que, apos 24 horas, as frutas mantidas a 2 °C, 27 °C e
40 °C ndo apresentaram uma diferenca significativa (p < 0,05) dos compostos avaliados.
Destaca-se também que os valores iniciais obtidos para as proantocianidinas foram mantidos
estaveis a 2 °C e 27 °C, contudo houve uma reducédo de 25 % para a amostra mantida a 40 °C
em comparacdo ao controle, provavelmente devido a degradacdo destes compostos em

temperaturas elevadas.

Quadro 4. Teores de é&cido ascérbico, fendlicos totais e proantocianidinas de caju
minimamente processado e estocado em diferentes temperaturas por 24 horas.

Fendlicos totais

Condic0es de Acido ascorbico 1 Proantocianidinas
) (mg AGE.100g™) .

estocagem (mg.100g™) - i S— (mg.100g™)

Soluveis Hidrolisaveis

Controle 163,32 12,82 18,52 9,32

2°C 143,3 14,52 21,08 8,5?

27 °C 100,5° 17,02 21,28 8,42

40 °C 109,4° 10,5 16,9? 2,5°

AGE - 4cido galico equivalente. Resultados expressos como média + desvio-padrdo de dois experimentos
independentes (n = 2). Letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si de acordo com o
teste de Tukey ao nivel de probabilidade de 5 %. Fonte: Adaptado de Queiroz et al. (2011).

Bataglion et al. (2015) desenvolveram um método de cromatografia liquida de ultra

eficiéncia acoplada a espectrometria de massa utilizando eletronebulizagdo (electrospray
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ionization) e quantificaram oito compostos fendlicos na polpa de caju, sendo a miricetina o

principal composto identificado. Os resultados deste estudo estdo apresentados no Quadro 5.

Quadro 5. Concentracdo de compostos fendlicos em polpa de caju.

Compostos Concentragéo (ug.g™ PL)
Acido galico 148,5

Acido protocatecuico 2,7

Galato de etila 4,2

Acido p-cumarico 2,5

Miricetina 192,0
Quercetina 23,1

Luteolina 3,7
Kaempferol 1,7

Total 378,4

PL — polpa liofilizada. Fonte: Adaptado de Bataglion et al. (2015).

3.4 Tecnologias para aumentar a disponibilidade de compostos fendlicos

A disponibilidade de compostos fendlicos é uma caracteristica importante, ja que esta
varia amplamente entre os diversos compostos. Ndo necessariamente os mais abundantes em
nossa dieta, ou 0s que apresentam maior capacidade antioxidante in vitro, sdo 0s mais
biodisponiveis. Um composto com alta atividade antioxidante pode, ao ser ingerido, ser pouco
absorvido, intensamente metabolizado ou rapidamente eliminado, resultando em baixa
atividade bioldgica. Ainda, os metabolitos produzidos pela atividade digestiva ou hepatica
podem ser completamente inativos ou apresentar capacidade antioxidante maior que o
composto original (MANACH et al., 2004).

O consumo de compostos fenolicos livres ou conjugados depende do impacto a salde
desejado. Na dieta humana, os compostos fenodlicos conjugados podem apresentar, inclusive,
atividade preventiva contra o cancer de colon. Por outro lado, as formas livres sdo mais
rapidamente absorvidas no estdmago e no intestino delgado e distribuidas por todo o corpo
com outros beneficios a saude, como atividades de inibi¢do contra a oxidacdo do colesterol
LDL (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014).

Alguns flavonoides podem ser absorvidos pela rota gastrointestinal, desde que ndo

estejam glicosilados, e os glicosideos podem ser absorvidos no intestino delgado, desde que
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ndo estejam ligados a agUcares, tais como a ramnose, 0s quais s6 podem ser hidrolisados pela
microbiota do intestino grosso (colon) (MANACH et al., 2004).

Uma estratégia para modificar a biodisponibilidade dos compostos presentes em
alimentos e extratos vegetais é promover a hidrolise visando aumentar a concentragdo das
substancias ativas de interesse (GERMANO et al., 2006). Alguns estudos reportaram
diferencas na atividade e na biodisponibilidade de extratos vegetais hidrolisados e nédo
hidrolisados (RIVELLI, 2010). A quercetina, por exemplo, apresenta maior capacidade

antioxidante quando comparada a sua forma glicosilada (MUROTA; TERAO, 2003).

Diversas tecnologias de extracdo de compostos fendlicos a partir de fontes naturais
vém sendo aperfeicoadas com o objetivo de preservar as caracteristicas desses compostos
como, por exemplo, alta pressdo hidrostatica (JUN et al., 2009); campo elétrico de alta
voltagem (BOUSSETTA et al., 2012); extracdo sélido-liquido (BUCIC-KOJIC et al., 2007);
extracdo liquido-liquido (BABU; RASTOGI; RAGHAVARAO, 2008); extracdo enzimética
(ZHANG et al., 2013); ultrassom (D’ALESSANDRO et al., 2012); membranas poliméricas
(SARMENTO et al., 2008) e ultrafiltracdo (NAWAZ et al., 2006).

Apesar de muitos processos de extracdo de bioativos a partir de diferentes fontes
naturais serem desenvolvidos, na maioria dos casos, compostos remanescentes Ssdo
encontrados interligados a suas respectivas matrizes, especialmente agucares presentes nos
tecidos vegetais. Dessa forma, aplicam-se processos de biotransformacdo que sdo capazes de
clivar as ligagBes quimicas entre os compostos fendlicos e os agUlcares, elevando a
concentracdo de compostos fendlicos livres (NETTO, 2012). Dentre 0s processos de

biotransformacao, destacam-se a fermentacao e a hidrélise enzimatica.

3.4.1 Extracdo enzimatica

A extracdo de compostos fenodlicos assistida por enzimas €& um processo
biotecnologico que tem atraido a atencdo de muitas pesquisas cientificas nos ultimos anos.
Este processo pode aumentar a recuperacdo destes bioativos, além de preservar as suas
propriedades funcionais (GOMEZ-GARCIA; MARTINEZ-AVILA; AGUILAR, 2012). No
mecanismo da hidrolise enzimatica, as enzimas que degradam a parede celular vegetal
(celulases, hemicelulases e pectinases, por exemplo) tornam os materiais intracelulares mais
acessiveis para extracdo (LI; SMITH; HOSSAIN, 2006).
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Na parede celular vegetal, microfibrilas de celulose estdo integradas em uma matriz,
ligadas principalmente por hemicelulose e pectina. Algumas células vegetais podem conter

também lignina, um polimero de natureza nao-polissacaridica (NUTT, 2006).

As enzimas do complexo celulolitico (celulases) sdo hidrolases que catalisam a
clivagem das liga¢des glicosidicas e sdo classificadas de acordo com seu local de atuagdo no
substrato celuldsico. As endoglucanases (EC 3.2.1.4) agem de forma aleatdria, clivando
ligacbes B-1,4, dentro da molécula da celulose. As celobiohidrolases (exoglucanases; EC
3.2.1.91) removem as unidades de celobiose a partir das extremidades da cadeia da celulose.
As p-glicosidases (EC 3.2.1.21), ou celobiases, clivam a celobiose e de pequenos
polissacarideos em duas unidades de glicose (LEE et al., 2002; HAHN-HAGERDAL, et al.

2006). A acdo destas enzimas esta apresentada na Figura 5.
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Figura 5. Reacdes catalisadas pelas celulases. (1) A¢do das endoglucanases e liberacdo de
oligossacarideos; (2) acdo das exoglucanases com formacao da celobiose e (3)
acdo da B-glicosidase, ou celobiase, e obtencdo de glicose. Fonte: Adaptado de
Farinas (2011).

Em contrapartida, a hidrélise de ligninas e hemiceluloses gera aglcares e subprodutos,
principalmente difenois, derivados de fenilpropano, cetonas, furfural e &cido acético
(ODEGA,; PETRI, 2010).
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Por ser um material lignocelul6sico (18 % de celulose; 27 % de hemicelulose e 24 %
de lignina, em média), ao bagaco de caju é possivel aplicar preparacGes enzimaticas
celuloliticas e hemiceluloliticas a fim de obter as melhores condi¢cdes de hidrdlise e,
consequentemente, um aumento consideravel na extracdo dos compostos fenolicos (LIMA et
al., 2012; ROCHA et al., 2014; COSTA et al., 2015).

Preparacdes enzimaticas com atividade pectinolitica foram aplicadas para aumentar a
concentracdo de compostos fenolicos e modificar o perfil de antocianinas em vinhos tintos
(PARDO et al., 1999; BARREIRO; CHARAMELO; GONZALEZ-NEVES, 2006). A enzima
tanase, obtida da Paecilomyces variotii, foi utilizada na clivagem de liga¢des glicosidicas dos

compostos fendlicos presentes no suco de laranja (FERREIRA et al., 2013).

Para remover grupos terminais dos flavonoides presentes em cha mate, cha verde e
sucos de laranja e limdo, Gonzales-Barrio et al. (2004) avaliaram a atuacdo das enzimas
hespiridinase, naringinase, glicosidase e B-galactosidase. Ferndndez, Vega e Aspé (2015)
extrairam proantocianidinas de cascas e sementes de uvas a partir da hidrélise enzimatica
utilizando trés enzimas (pectinase, celulase e tanase), além de uma combinacdo enzimatica
entre elas, para aumentar as concentracbes de compostos fenolicos e reduzir a massa molar

das proantocianidinas extraidas.

Barbosa et al. (2010) reportaram o uso de um complexo enzimatico pectinolitico para
obtencdo de carotenoides provenientes do bagaco do caju, onde obtiveram um ganho
percentual global de 48 %, indicando uma ac¢do considerdvel da pectinase na extracdo de

pigmentos de caju.

A enzima comercial ROHAPECT®PTE (atividade celulase, glucanase e xilanase) foi
utilizada em sementes de canola para liberacdo de compostos fendlicos, tocoferdis e
fosfolipidios, os quais estdo relacionados a prevencdo e tratamento de doencas crénicas,
cardio e neurodegenerativas, envelhecimento, céncer e artrite reumatoide (LI; SMITH,;
HOSSAIN, 2006).

Segundo Hsieh e Graham (2001), as B-glicosidases (EC 3.2.1.21) sdo um grupo de
enzimas presentes em diversos sistemas celulares de plantas e de animais. Estas enzimas séo
capazes de clivar as liga¢Ges B-glicosidicas de di e/ou oligossacarideos ou outros conjugados
de glicose. Este grupo de enzimas tem sido foco de muitos estudos recentes em funcdo da sua

importancia em diversos processos biotecnoldgicos.
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Wie et al. (2007) verificaram a agao da B-glicosidase proveniente de Aspergillus niger
na modificacdo de glicosideos de saponinas de Platycodon grandiflorum, resultando no
aumento da atividade biologica destes compostos. Além disso, as B-glicosidases tém sido
empregadas com sucesso em estudos de hidrolise de glicosideos fendlicos, como por
exemplo, os presentes em Gleo de oliva (VIERHUIS et al., 2001), vinhos (LA TORRE et al.,
2004; TODARO et al., 2008) e soja (YANG et al., 2009).

3.4.2 Extracao hidroetanolica

Os compostos fendlicos podem ser extraidos por varios solventes organicos, como o
metanol e o etanol, sendo este 0 método mais comum para isolar antioxidantes naturais, seja
por técnicas de extracdo solido-liquido (JOKIC et al., 2010) ou extracdo liquido-liquido
(BABU; RASTOGI; RAGHAVARAO, 2008).

A operacdo unitaria denominada extracdo solido-liquido envolve uma separacao
baseada na dissolucdo preferencial de um ou mais componentes provenientes de uma matriz
solida que migram para um solvente liquido. Assim, o processo de extracdo ocorre como
resultado do efeito da seletividade do solvente para com o soluto, sendo necessario avaliar
qual solvente de extracdo sera aplicado, considerando suas propriedades fisico-quimicas,
custo e toxicidade (TAKEUCHI et al., 2009).

Paz et al. (2015) obtiveram extratos hidroetandlicos com alta atividade antioxidante e
antibacteriana a partir de oito frutas tropicais (acai, acerola, caja, goiaba, graviola, manga,
abacaxi e tamarindo) previamente liofilizadas adicionando-as a uma solucdo de etanol:agua
(1:1; v/v) a uma rotacdo de 100 min™ por 1 hora em incubadora do tipo shaker a 25 °C. Os
extratos foram centrifugados (4000 min™ por 30 minutos), filtrados e concentrados em

rotaevaporador a 40 °C e 40 bar.

Antocianinas e outros compostos fenolicos presentes no bagago do mirtilo (Vaccinium
ashei) foram extraidos com uma solugdo hidroalcoodlica (20 % etanol; v/v) e relagédo
substrato:solvente de 1:10 (massa:volume). Esta extracdo foi realizada a 22 °C por 24 horas,
sob agitacdo de 300 min™ e o extrato foi posteriormente microencapsulado para avaliagio de
suas possiveis propriedades promotoras de salde (FLORES et al., 2015). Anteriormente, 0
mesmo autor havia reportado trés sistemas de solventes (acetona, etanol e metanol) também

para extragdo de antocianinas do mirtilo (FLORES et al., 2014).
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Ham, Kim e Lim (2015) reportaram o0 uso de uma solugéo de etanol (50 %; v/v) para
obter um extrato rico em compostos fenolicos que atuasse como fonte natural de antioxidantes
a partir da farinha da casca da castanha-da-india e obtiveram as maiores taxas de recuperagédo
quando utilizaram essa solucdo a uma temperatura de 82 °C por 30 minutos. Os autores
destacaram também que as menores taxas de recuperacdo desses compostos foram observadas
para 0 uso de dgua pura como solvente na temperatura de 25 °C, durante 0 mesmo intervalo

de tempo.

O uso de etanol na extracdo de antioxidantes também foi apresentado por Viacava,
Roura e Aglero (2015), os quais utilizaram metodologia de superficie de resposta (MSR) para
aperfeicoar a obtencdo de fendlicos da alface, sendo as melhores condicdes de processo
alcancadas quando foi utilizada uma solucéo de etanol 70 % (v/v) a temperatura de 32 °C por

2 horas.

Andrade et al. (2015) utilizaram os solventes organicos metanol e acetona para estudo
da extracdo de compostos fendlicos do residuo da agroindustria do beneficiamento do caju e
descreveram que estes fitoquimicos foram eficientemente extraidos quando aplicada uma
solugdo de acetona:agua (55:45; m/m) por 30 minutos a 30 °C e rotacdo de 150 min™,
resultando em um extrato com alta capacidade de sequestro de radicais DPPH.

Residuos de solventes, como metanol ou acetona, podem permanecer nos produtos e
provocar toxicidade se ingeridos. Em contrapartida, o etanol é um solvente compativel com
alimentos e pode ser reduzido ou eliminado por processos de evaporagdo e secagem em spray
dryer ou liofilizador (FLORES et al., 2015). Assim, o alcool etilico permanece como mais
indicado para obtencédo de extratos ricos em compostos fendlicos derivados do bagaco de caju

e que apresentem grau alimenticio.

3.5 Microencapsulamento de extratos vegetais ricos em compostos bioativos

A tecnologia associada a modificagdo da liberagdo de principios ativos, como
farmacos e pesticidas, corantes e aromatizantes é vasta. Entre essas operagdes, 0s sistemas
matriciais poliméricos sdo amplamente aplicados na forma de microparticulas (SUAVE et al.,
2006).

O microencapsulamento, ou microencapsulacdo, aplicado na industrializacdo de
alimentos, € definido como o processo onde ingredientes alimenticios podem ser estocados

dentro de uma cépsula microscopica para protecdo ou liberacdo posterior dos seus
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componentes. Mais especificamente, a microencapsulacdo envolve pequenas particulas, um
liqguido ou um gas no interior de uma camada ou de uma matriz. Tradicionalmente, este

processo ndo produz capsulas maiores que trés milimetros (JACOBS, 2014).

Dentre as tecnicas de microencapsulacdo, destaca-se a secagem por atomizacgdo,
também conhecida como spray drying (MASTERS, 1994). O sistema de atomizacdo é bem
estabelecido, direto e relativamente de baixo custo. Uma configuracdo tradicional de um
atomizador esta apresentada na Figura 6.

Figura 6. Sistema simplificado de um atomizador, com destaque para: (1) entrada do ar
aquecido; (2) camara de secagem; (3) ciclone; (4) saida de ar frio e (5) saida do
produto seco. As setas vermelhas indicam a circulagdo do ar de secagem e as
amarelas destacam a circulagéo do produto. Fonte: Adaptado de GEA (2015).
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Neste equipamento, o liquido é atomizado em goticulas na parte superior da camara de
secagem, escoando atraves de uma corrente de ar aquecido. Ambos, goticulas e ar, seguem na
mesma direcdo ou em direcbes opostas, em escoamento convectivo concorrente ou
contracorrente, respectivamente. A fase liquida é rapidamente aquecida e as moléculas do
liquido sdo transportadas para a superficie da goticula e entdo transferidas para a fase gasosa.
As particulas em forma de p6 séo transportadas para um ciclone sendo coletadas no tanque de

produto, enquanto que o gas € dissipado para a atmosfera ou reciclado (JACOBS, 2014).

A protecdo proporcionada pela parede polimérica das microcapsulas aumenta a
estabilidade de inmeros compostos quimicos e, consequentemente, o tempo de prateleira de
muitos produtos alimenticios, o que torna o processo de microencapsulacdo de grande
interesse para a indastria de alimentos. A selecdo dos parametros de producdo das
microcépsulas, bem como a definicdo do material formador da parede, dependem da funcéo
que as microcapsulas desempenhardo, do tamanho desejado, do meio de liberacdo e do
material a ser encapsulado (LEIMANN, 2008).

Na maioria dos processos de atomizacdo na industria de alimentos sdo utilizadas
formulacdes aquosas. Neste caso, 0 agente encapsulante, também denominado de material de
parede, deve ser sollvel em &gua, facilitando a dispersdo deste na solugdo que alimentara o
sistema (LEIMANN, 2008).

Diversos agentes encapsulantes, como maltodextrina, amido modificado, goma
arébica, carboximetilcelulose (CMC), proteina isolada do soro de leite, proteina de soja e
zeina (proteina extraida do milho), vém sendo utilizados no microencapsulamento de
derivados alimenticios. Dentre esses materiais, destacam-se a goma arabica e a maltodextrina
(BOONCHU; UTAMA-ANG, 2015; FLORES et al., 2015; SAIKIA; MAHNOT;
MAHANTA, 2015).

A goma arabica (goma acécia) é um exsudado das arvores de acacia (Acacia senegal e
Acacia seyal). As regides mais importantes de crescimento das espécies desta arvore e nas
quais se produzem as melhores gomas sdo o Suddo e a Nigéria (BE MILLER; HUBER,
2010). Consiste principalmente de polissacarideos de alta massa molar e seus sais de célcio,
magnésio e potassio, os quais por hidrolise liberam arabinose, galactose, ramnose e &cido
glicurénico (FAO, 1999). Este material de parede apresenta boas propriedades emulsificantes
e reoldgicas atribuidas a fracdo proteica inerente a sua estrutura quimica (YADAV et al.,
2007; MONTENEGRO et al., 2012).
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A maltodextrina é um oligossacarideo de custo relativamente reduzido quando
comparado a goma arabica (PAI et al., 2015). Apresenta baixa higroscopicidade, sendo assim
um eficiente agente carreador (TONON; BRABET; HUBINGER, 2009). Quando usadas
como agente encapsulante, as maltodextrinas com baixo teor de dextrose equivalente (p. ex.,
MD 5) estdo relacionadas a maiores temperaturas de colapso (perda da estrutura) do que
aquelas que apresentam teores mais elevados de dextrose equivalente (p. ex., MD 20)
(ISLAM et al., 2016).

Se comparada com a maltodextrina, a goma ardbica apresenta elevado custo e
ocasionalmente tem sua importagdo comprometida pela dificuldade de fornecimento,
relacionada a problemas climaticos, econdmicos e politicos da regido africana produtora
(ANDRADE et al., 2013). Por isso, é comum a utilizacdo de misturas de goma arabica com
diferentes materiais de parede, como maltodextrina, amidos modificados ou mesmo com
proteinas, que sd@o materiais que apresentam boa capacidade de emulsificagcdo, podendo suprir

a auséncia de goma arabica na encapsulacdo de ingredientes (CARNEIRO, 2011).

Zheng et al. (2011) microencapsularam extratos fenolicos de bayberry (Myrica faya)
utilizando celulose etilica como material de cobertura. Por tecnologia de atomizacdo,
Krishnaiah, Sarbatly e Nithyanandam (2012) produziram microcapsulas a partir da Morinda
citrifolia L. com alta atividade antioxidante, especialmente para aquelas onde somente a
maltodextrina foi utilizada quando comparada com outro material de parede utilizado, sendo

este a goma carragena.

Todisco, Costa e Clemente (2015) microencapsularam e avaliaram a estabilidade dos
compostos bioativos presentes na polpa de seriguela (Spondias purpurea L.). A polpa seca foi
obtida pela atomizacdo de uma solucdo contendo 90 % da polpa integral da seriguela e 10 %
de maltodextrina (dextrose equivalente = 20), sendo o atomizador operado nas seguintes
condigdes: temperatura de entrada de 120 °C; temperatura de saida de 80 °C e fluxo de
alimentacio de 240 mL.h™. Por outro lado, quando a maltodextrina foi utilizada como Gnico
agente encapsulante para extratos de antocianinas extraidas do bagago da uva, foram
verificadas perdas de material na camara de secagem do atomizador e consequente

escurecimento do pigmento devido a caramelizacdo dos agucares (VALDUGA et al., 2008).

Bastos et al. (2012) produziram microencapsulados de suco de caju por técnica de

atomizacdo utilizando isolados da proteina de quitosana e obtiveram alta estabilidade fisico-
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quimica (teor de vitamina C e andlise de cor) deste novo material, que pode ser aplicado na

industria como ingrediente alimenticio.

Oliveira (2008) aplicou a goma de cajueiro (GC) como substituto de maltodextrinas
para produzir suco de caju atomizado e obteve resultados promissores para a proporcao
coadjuvantes de secagem:sélidos de caju de 5:1 (m/m) e substituicdo de MD por GC de 50 %.
Ja Moreira et al. (2009) propuseram utilizar a maltodextrina € a goma do cajueiro na
proporcéo de 20:80 (m/m), respectivamente, para producdo de um extrato em po6 da polpa de

acerola de baixa higroscopicidade por tecnologia de atomizacao.

Extratos microencapsulados ricos em compostos bioativos também podem ser
utilizados como aditivos alimentares naturais, sendo aplicados na elaboracdo de sorvetes
(CAM; ICYERT; ERDOGAN, 2014), iogurtes (MARTINS et al., 2014), hamburgueres
(SPINELLI et al., 2014) e 6leos vegetais (CHATTERJEE; BHATTACHARIJEE, 2013).
Também sdo reportadas aplicacdes de extratos antioxidantes microencapsulados na area de
cosméticos (BARROSO et al., 2014).

Assim, a operacdo de microencapsulamento por atomizacao é bastante apropriada para
estabilizar e estender a vida de prateleira dos compostos fenolicos (CAM; ICYER;
ERGODAN, 2014). Além disso, os compostos fendlicos encapsulados também podem ser

usados na producdo de aditivos alimentares naturais (CILEK et al., 2012).

3.5.2 Caracterizacdo de extratos microencapsulados

3.5.2.1 Distribuicéo do tamanho de particulas

Existem mdltiplas formas de representacdo do tamanho de uma particula. Como a
esfera € uma forma regular e possui expressdes matematicas simples para calculo de area e
volume em funcdo de uma Unica dimensdo caracteristica (diametro) entdo as dimensdes das
particulas irregulares sdo, em geral, relacionadas com o diametro da esfera equivalente de

mesma area superficial, volume ou massa (MASSARANI, 2002).

A difracdo a laser € uma técnica que mede as distribuicdes de tamanho das particulas
por medicdo da variacdo angular na intensidade da luz difundida @ medida que um feixe de
laser interage com as particulas dispersas da amostra. Particulas grandes dispersam a luz em
pequenos angulos em relacdo ao feixe de laser e particulas pequenas dispersam a luz em

angulos grandes. Os dados sobre a intensidade da dispersao angular sdo entdo analisados para
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calcular o tamanho das particulas responséveis por criar o padrdo de dispersdo, com base na
teoria de difusdo da luz de Mie. O tamanho das particulas é indicado como o didmetro de uma
esfera de volume equivalente (PARIA; LIMA; PEREIRA, 2015).

3.5.2.2 Morfologia

A visualizagdo das caracteristicas superficiais e tamanhos de particulas torna-se
evidente ao se examinar as micrografias obtidas a partir de equipamentos especificos, como o
microscopio eletrdnico de varredura (MEV). O principio de um MEV consiste em utilizar um
feixe de elétrons de pequeno didametro para explorar a superficie de uma amostra, ponto a
ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja varredura
estd perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente (DEDAVID; GOMES;
MACHADO, 2007).

Por um sistema de bobinas de deflexdo, o feixe pode ser guiado de modo a varrer a
superficie da amostra segundo uma malha retangular. O sinal de imagem resulta da interacéo
do feixe incidente com a superficie da amostra. O sinal recolhido pelo detector é utilizado
para modular o brilho do monitor, permitindo o registro das observacdes (DEDAVID,;
GOMES; MACHADO, 2007). Assim, o MEV forma imagens bidimensionais e de grande
efeito plastico, com uma notavel profundidade de foco, permitindo avaliar a forma e a
superficie das microparticulas geradas por diferentes processos, a exemplo da secagem por
atomizacdo (RITTER; MIOTTO, 2006).

3.5.2.3 Isotermas de sorcao

Entre todos os fendbmenos que regem a mobilidade de substancias em meios porosos e
aquosos, o transporte difusivo de uma fase movel (liquida ou gasosa) para uma fase solida é
um fendbmeno de interesse universal. Essa € a razdo pela qual a isoterma, uma curva que
descreve a distribuicdo de uma substancia entre duas fases, é uma ferramenta importante para

representar e prever a mobilidade desta substancia no meio (LIMOUSIN et al., 2007).

A isoterma de sorgéo de alimentos descreve a relagdo termodinadmica entre a atividade
de agua e o teor de umidade no equilibrio de um produto a uma temperatura e pressao
constantes. As isotermas de sorcdo, também chamadas de curvas de equilibrio higroscopico,

podem ser geradas por processos de adsor¢cdo ou dessor¢do, sendo a diferenca entre estas duas
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curvas definida como histerese (RESENDE et al., 2006; ANDRADE; LEMUS; PEREZ,
2011).

Em materiais porosos, as isotermas de equilibrio resultantes quase sempre apresentam
um formato do tipo sigmoidal, como apresentado na Figura 7, o qual pode ser dividido em
trés partes. Na primeira etapa, onde a umidade relativa é baixa, as moléculas de agua se
acumulam em uma camada na superficie dos poros (monocamada). Quando todas as
superficies dos poros estdo cobertas com uma camada das moléculas, a formacao da proxima
camada se inicia. A transicdo € marcada pelo fato da curva apresentar o comportamento de
uma reta. A espessura da camada de &gua adsorvida aumenta para uma terceira ou quarta
camada com aumento da umidade dos poros. Finalmente, a condensacdo capilar € o Gltimo
mecanismo a ocorrer. O equilibrio atingido durante um processo de secagem resulta em uma
isoterma de dessorcdo. Ja o equilibrio estabelecido durante o aumento da umidade relativa do
ar, ou seja, quando o material adquire umidade do ambiente, gera uma isoterma de adsorgé&o.
As isotermas de dessor¢do sempre se encontram acima das isotermas de adsorcdo sob uma
mesma temperatura (HANSEN, 1986).
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Figura 7. Isoterma de sorcédo tipica de um produto alimenticio. Fonte: Andrade, Lemus e
Pérez (2011).

Assim, quando um alimento ¢é exposto a certa umidade, ele perde ou ganha agua para

ajustar sua propria umidade a uma condicdo de equilibrio com o ambiente (PARK; BIN;
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BROD, 2001). Nessa situacdo, a pressdo parcial de vapor de dgua sobre o alimento iguala-se a

pressdo de vapor de agua no ar que circunda o alimento (CELESTINO, 2010).

Diversos modelos teoricos, semitedricos e empiricos que descrevem o comportamento
de sorcdo de alimentos tém sido propostos pela literatura cientifica (YANNIOTIS;
BLAHOVEC; 2009). Na maioria dos trabalhos reportados na literatura, a escolha do modelo
mais apropriado se baseia no grau de ajuste dos dados experimentais e no significado fisico do
modelo. Segundo Medeiros et al. (2006), os modelos cinéticos podem ser divididos em: (i)
modelos baseados na monocamada (modelo BET); modelos baseados em multicamadas ou
filme condensado (modelo GAB) e modelos semi-empiricos (p. ex., modelos Chirife e

Iglesias).

A equacao de Brunauer, Emmett e Teller, conhecida como equacéo de BET (Equacéo
1), é recomendada para o ajuste de isotermas de sor¢do de alimentos, todavia este modelo
apresenta um intervalo limitado de atividade de 4gua (0,3 < ay, < 0,4). Duas constantes sao
obtidas a partir da equacdo de BET, nomeadas de teor de umidade na monocamada (Xn) €
constante de ajuste (C). Apesar das limitacbes da andlise de adsor¢do deste modelo, o
conceito da monocamada de BET norteia varios aspectos de interesse relacionados a secagem
de alimentos (TIMMERMANN; CHIRIFE; IGLESIAS, 2001; FADINI et al., 2006).

Xm-C.a Xm-a
=Tt (Eq. 1)
1+C.a, 1-—a,

onde,

Xe — umidade de equilibrio;

a,, — atividade de agua;

Xm — conteudo de umidade na monocamada molecular;
C — constante de ajuste do modelo.

Por apresentar um numero razodvel de parametros (trés), a equacdo de GAB
(Guggenheim-Anderson-deBoer) é utilizada para representar os dados experimentais em um
intervalo de atividade de agua (ay) de interesse pratico em alimentos (0,1 < a,, < 0,9). Este é
um modelo relativamente simples e seus parametros possuem um significado fisico (PEDRO;
TELIS-ROMERO; TELIS, 2010). O modelo de GAB é matematicamente expresso pela
Equacio 2 (MAROULIS; TSARNI; MARINOS-KOURIS, 1988).
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B Xn.C.K.a,
- (1-K.a,).(1-K.a, +C.K.a,)

X, (Eq. 2)

onde,

Xe — umidade de equilibrio;

a, — atividade de agua;

Xm — conteido de umidade na monocamada molecular;
C e K — constantes de ajuste do modelo.

Para as diferentes condicdes de atividade de agua, torna-se possivel avaliar o
comportamento higroscopico de um produto mantido a uma mesma temperatura, obtendo-se

assim uma isoterma de sorcdo de umidade caracteristica (FADINI et al., 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

O procedimento experimental e as determinacGes analiticas foram realizadas nas
sequintes instituicdes: (i) Embrapa Agroinddstria de Alimentos (RJ); (ii) Laboratério
Bioetanol do IQ/COPPE/UFRJ; (iii) Laboratério de Processamento de Matérias-Primas
Vegetais da EQ/UFRJ; (iv) Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA/UFS) e (v)
Instituto Tecnoldgico e de Pesquisas do Estado de Sergipe (ITPS).

4.1 Material

4.1.1 Matéria-prima

Cajus frescos da espécie Anacardium occidentale L. foram adquiridos no Centro de
Abastecimento (CEASA) do Rio de Janeiro/RJ, sendo provenientes do municipio de
Petrolina/PE. As frutas foram transportadas para a Embrapa Agroindustria de Alimentos (RJ)

para obtengéo do bagaco.

4.1.2 Reagentes

Todos os reagentes quimicos utilizados apresentaram grau analitico. Os reagentes
Folin—Ciocalteu (2N), 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), dicloreto
de 2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH), éacido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico (TROLOX), &cido galico (pureza >98%) e os padrdes cromatograficos (grau
CLAE) do éacido galico, rutina, quercetina e isoquercetina foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

Os padrbes dos aclcares D(+)-galactose, D(+)-glicose, D(+)-xilose, D(+)-manose,
D(+)-arabinose (pureza > 99,0 %) e a acetonitrila (grau CLAE) foram adquiridos na Merck
Millipore (Rio de Janeiro, Brasil). O alcool etilico P.A. (95 %), o alcool isopropilico P.A., a
acetona P.A., o acido fosfoérico P.A. e o carbonato de célcio P.A. foram fornecidos pela Vetec
Quimica Fina Ltda. (Rio de Janeiro, Brasil). O cartucho Oasis® HLB foi adquirido na Waters
(Rio de Janeiro, Brasil). A agua foi purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA).

4.1.3 Insumos

O écido tricloroisocianurico 6 % foi adquirido na Solint (Sdo Paulo, Brasil). As

enzimas Celluclast® 1.5 L, uma celulase obida do fungo filamentoso Trichoderma reesei, foi
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adquirida na Novozymes (Dinamarca); e 0 extrato enzimatico rico em B-glicosidase, obtido a
partir do fungo filamentoso Aspergillus awamori, conforme descrito por Gottschalk, Oliveira
e Bon (2010), foi cedido gentilmente pelo Laboratério Bioetanol do IQ/COPPE/UFRJ. Os
agentes encapsulantes aplicados foram maltodextrina DE5 (Globe® 1805,Corn Products
Brasil) e goma arabica instantanea (Vetec Quimica Fina Ltda., Brasil). Os filtros de seringa
(0,2 um; didmetro de 13 mm), com membrana de poliamida, foram adquiridos na Chromafil®

(Macherey-Nagel, Duren, Alemanha).
4.2 Procedimento experimental

4.2.1 Obtencéo do bagaco de caju

Os cajus foram lavados em agua corrente e imersos por 15 minutos em solu¢do com
principio ativo do &cido tricloroisociandrico 6 %, equivalente a uma concentracdo de cloro
livre de 50 mg.L™, sendo ent&o lavados em agua corrente para eliminago do residuo de cloro.
Os pedunculos foram separados manualmente das castanhas e fracionados em pedagos na
etapa de corte. A trituracdo foi realizada em liquidificador semi-industrial (Tron, Sdo Paulo,
Brasil) para obten¢do da polpa de caju, a qual foi separada do bagaco por peneiramento (20

mesh).

O bagaco retido na peneira foi prensado manualmente utilizando-se uma bolsa filtrante
(modelo F-Screen, Technical Filter, Sdo Paulo, Brasil) para remoc¢do do excesso de liquido
(polpa), simulando as condicGes de processos industriais. O bagaco prensado foi condicionado
em embalagens de polipropileno e congelado em freezer a -18 °C até 0 momento das analises
de caracterizacédo e da realizacdo dos experimentos. Estas etapas estdo ilustradas no diagrama

apresentado na Figura 8.

Para a obtencdo de maiores volumes de bagaco, necessario quando da preparacao do
extrato concentrado para secagem em atomizador, realizou-se o despolpamento do peddnculo
em despolpadeira de frutas em escala piloto com capacidade de processamento de 500 kg.h™ e
tela de 1,5 mm de abertura (Bonina, 0.25df, Bahia, Brasil).

O bagago foi posteriormente homogeneizado em processador de alimentos
multifuncional com capacidade de operagdo de 7 kg por lote (Cutter mixer, modelo GUM-12,
Geiger, Parana, Brasil), também em escala piloto (Figura 9). O bagaco triturado foi
acondicionado em embalagens PEBD (polietileno de baixa densidade) seladas a vacuo em
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seladora semiautomatica (modelo 200B I, Selovac, Sdo Paulo, Brasil). Todas as amostras
foram armazenadas em camara fria a -20 °C até 0 momento da realizacdo dos processos ou

analises.

Matéria-prima
|

Selecéo

Descastanhamento

Lavagem

|
Sanificacédo

Corte

Trituracdo

Prensagem ]—[ Polpa ]
|

Bagaco

Embalagem

Estocagem

Figura 8. Diagrama simplificado do processo de obtencdo do bagaco de caju.
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(b)

(d)

Figura 9. Obtencao de bagaco de caju em escala piloto, com destaque para as operacdes: (a)
recepcdo da matéria-prima; (b) despolpamento do peddnculo; (c) trituracdo do

bagaco e (d) embalagem a vécuo.

4.2.2 Extracdo dos compostos fenélicos

Duas rotas tecnologicas especificas foram aplicadas visando obter o melhor
rendimento de extracdo de compostos fenolicos totais. As rotas utilizadas foram: (i) extracéo
solido-liquido em uma mistura binaria de etanol e agua como solvente e (ii) extracdo

enzimatica.

4.2.2.1 Extragéo hidroetanolica

Para selecionar a melhor condicdo da extracdo hidroetanolica, foi realizado um
delineamento fatorial incompleto 3*do tipo Box-Behnken com triplicata no ponto central, de
acordo com a Tabela 1. As varidveis de resposta analisadas foram o teor de compostos
fendlicos totais e a capacidade antioxidante (ABTS™).

52



4 Material e Métodos

Os fatores operacionais pH (X3), proporgéo solvente:bagaco (m/m; X5) e porcentagem
de alcool etilico na solucdo (X3) foram avaliados. Os niveis aplicados para o pH variaram
entre 3,0 e 6,0; e a proporc¢éo solvente:bagaco variou entre 1:1 e 3:1. O teor de etanol aplicado
(30 % a 70 %, com 50 % no ponto central) foi baseado em dados reportados na literatura
(POMPEU; SILVA; ROGEZ, 2009; CRUZ et al., 2013).

A influéncia do pH foi avaliada com o objetivo de confirmar a relevancia deste
parametro na extracdo dos compostos fendlicos do bagaco de caju, conforme reportado por
Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2006). Para ajuste do pH, foram utilizados &cido fosférico e

carbonato de célcio, para reduzi-lo ou aumenta-lo, respectivamente.

Tabela 1. Delineamento fatorial Box-Behnken para a extracdo hidroetandlica com as

varidveis independentes originais e codificadas.

Variaveis codificadas Variaveis originais
Ensaio Etanol
X1 X2 X3 pH S:B
(%)
1 -1 -1 0 3,0 1:1 50
2 1 -1 0 6,0 1:1 50
3 -1 1 0 3,0 3:1 50
4 1 1 0 6,0 3:1 50
5 -1 0 -1 3,0 2:1 30
6 1 0 -1 6,0 2:1 30
7 -1 0 1 3,0 2:1 70
8 1 0 1 6,0 2:1 70
9 0 -1 -1 4,5 1:1 30
10 0 1 -1 4,5 3:1 30
11 0 -1 1 4,5 1:1 70
12 0 1 1 4,5 3:1 70
13 0 0 0 4,5 2:1 50
14 0 0 0 4,5 2:1 50
15 0 0 0 4,5 2:1 50

Onde S:B ¢ a proporcéo solvente:bagaco (m/m).

Ap0s selecdo dos principais pardmetros, foram realizados novos ensaios aplicando-se

um planejamento fatorial completo 22, com triplicata no ponto central, para a extracdo

53



4 Material e Métodos

hidroetandlica considerando como fatores independentes a proporcdo solvente:bagaco (m/m;
X1) e porcentagem de etanol na solugdo (X;). Os niveis empregados para a pProporgdo
solvente:bagaco variaram entre 2:1 e 3:1. A proporcéo de etanol aplicada variou entre 30 % e
70 %, conforme ilustrado na Tabela 2. Além do teor de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante pelo método ABTS ™, obteve-se também como variavel de resposta a capacidade

antioxidante pelo método ORAC.

Tabela 2. Planejamento fatorial completo 22 para a extracdo hidroetandlica com as variaveis

independentes originais e codificadas.

Ensaio Variaveis codificadas Variaveis originais
X1 X S:B Etanol (%0)
1 -1 -1 2:1 30
2 1 -1 31 30
3 -1 1 2:1 70
4 1 1 31 70
5 0 0 2,5:1 50
6 0 0 2,5:1 50
7 0 0 2,5:1 50

Onde S:B ¢ a proporcéo solvente:bagaco (m/m).

Para ambos os planejamentos, 20 gramas do bagaco foram pesados em erlenmeyers de
250 mL e a solucdo de extracdo correspondente a cada ensaio foi adicionada a respectiva
amostra. Os erlenmeyers foram tampados e transferidos para incubadora shaker de bancada
(modelo CT-712T, CIENTEC, Brasil) com agitacéo orbital (150 min™) para o planejamento
Box-Behnken. As hidrolises referentes ao planejamento fatorial 22 foram realizadas em
incubadora shaker de bancada (modelo 50, Thermo Scientific™ Precision, EUA) com

agitacéo de 90 min™.

A temperatura escolhida para ambos os planejamentos (50 °C) refere-se se a
temperatura de maxima atividade enzimatica, que sera apresentado posteriormente. Apos 120
minutos, periodo de incubagdo idéntico ao da extracdo enzimatica, os solidos em suspensao
foram reduzidos através de filtracdo em funil de Buchner com papel de filtro quantitativo e os
extratos obtidos foram acondicionados em frascos &mbar e mantidos congelados a -18 °C até

0 momento das analises.
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4.2.2.2 Extragéo enzimatica

Para avaliacdo da melhor condicdo de extracdo enzimatica, foi realizado inicialmente
um delineamento fatorial incompleto 3%do tipo Box-Behnken com triplicata no ponto central,
como apresentado na Tabela 3, similar ao da extracdo hidroetanolica. Os fatores avaliados
foram: (i) tempo de trituracdo da amostra — Xj; (ii) proporcao solvente:bagaco (m/m) — X, e
(iii) concentracdo da enzima — X3, obtendo-se como variaveis de resposta o teor de compostos

fendlicos totais e a capacidade antioxidante (ABTS™).

A trituracdo do bagago de caju foi realizada com a finalidade de romper a sua estrutura
fibrosa, de modo a facilitar a atuacdo dos catalisadores enziméticos. O tempo de trituracdo foi
determinado mediante processamento do bagaco fresco em multiprocessador de alimentos
(modelo HC32, Black & Decker, Brasil) por intervalos de tempo de O minutos (sem
trituracdo) a 4 minutos (nivel 1 do planejamento). As propor¢oes solvente:bagaco foram as
mesmas adotadas para a extracao hidroetandlica, variando de 1:1 a 3:1.

Para os testes do delineamento, utilizou-se o preparado enzimatico comercial
Celluclast® 1.5 L. A proporcao adicionada variou entre 10 % e 20 % em base seca da amostra
(323,4 e 646,7 Ul de endoglucanase por grama de preparado enzimatico, respectivamente)
(YANG et al., 2011). A enzima foi diluida no volume correspondente da solugdo aquosa
extratora de cada ensaio antes de ser adicionada ao bagaco previamente pesado (20 gramas
para cada amostra) e acondicionado em erlenmeyers de 250 mL. Os erlenmeyers foram
tampados e transferidos para incubadora shaker de bancada (modelo CT-712T, CIENTEC,
Brasil) com agitaco orbital (150 min™). A temperatura foi mantida em 50 °C e o pH n&o foi

alterado.

O tempo de extracdo enzimética de 2 horas foi escolhido com base nos dados
reportados por Macedo et al. (2015) e Leitdo et al. (2011). Apds incubacdo, as amostras foram
aquecidas a 100 °C por 5 minutos e resfriadas em banho de gelo para inativagdo da enzima
(CAMARA; MORAES, 2012). Os s6lidos em suspensio foram separados através de filtrago
em funil de Buchner com papel de filtro quantitativo e 0s extratos obtidos foram
acondicionados em frascos ambar e mantidos congelados a -18 °C até o momento das

analises.

55



4 Material e Métodos

Tabela 3. Delineamento fatorial Box-Behnken para a hidrolise enzimatica com as variaveis

independentes originais e codificadas.

Variaveis codificadas Variaveis originais
Ensaio Trituracio Enzima
Xy X2 X3 S:B
(minutos) (% b.s.)
1 -1 -1 0 0 1:1 15
2 1 -1 0 4 1:1 15
3 -1 1 0 0 31 15
4 1 1 0 4 3:1 15
5 -1 0 -1 0 2:1 10
6 1 0 -1 4 2:1 10
7 -1 0 1 0 2:1 20
8 1 0 1 4 2:1 20
9 0 -1 -1 2 1:1 10
10 0 1 -1 2 3:1 10
11 0 -1 1 2 1:1 20
12 0 1 1 2 3:1 20
13 0 0 0 2 2:1 15
14 0 0 0 2 2:1 15
15 0 0 0 2 2:1 15

Onde S:B ¢é a proporgdo solvente:bagago (m/m) e b.s. representa a concentracdo da enzima em termos de base
seca da amostra.

Apls a andlise estatistica dos dados obtidos no planejamento experimental Box-
Behnken, optou-se por um segundo delineamento do tipo fatorial completo. O preparado
enzimético comercial foi substituido por um extrato rico em B-glicosidase, enzima atuante no
rompimento da celobiose (YANG et al., 2009; SHIN; NAM; OH, 2013). As hidroélises foram
realizadas em incubadora shaker de bancada (modelo 50, Thermo Scientific™ Precision,

EUA) com agitacio de 90 min™.

Assim como no planejamento realizado com o preparado enzimatico Celluclast® 1.5
L, a temperatura foi mantida em 50 °C e o pH da solucao néo foi alterado. Ap6s 120 minutos,
as amostras foram aquecidas a 100 °C por 5 minutos e resfriadas em banho de gelo para
inativacio enzimatica (CAMARA; MORAES, 2012). Os sélidos em suspensdo foram

separados através de filtracdo em funil de Buchner com papel de filtro quantitativo e os
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extratos obtidos foram acondicionados em frascos ambar e mantidos congelados a -18 °C até
0 momento das analises. As propor¢des solvente:bagaco (X;) variaram entre 2:1 e 3:1 (m/m) e
as concentracfes do extrato enzimatico (X;) foram mantidas entre 10 % e 20 % em base seca
da amostra (84,3 e 168,6 Ul de P-glicosidase por grama de preparado enzimatico,
respectivamente) (Tabela 4). As variaveis de resposta obtidas foram teor de fendlicos totais e
atividade antioxidante pelos métodos ABTS™* e ORAC.

Tabela 4. Planejamento fatorial completo 22 para a hidrdlise enzimatica com as variaveis

independentes originais e codificadas.

Ensaio Variaveis codificadas Variaveis originais
X1 X S:B Enzima (% b.s.)
1 -1 -1 2:1 10
2 1 -1 3:1 10
3 -1 1 2:1 20
4 1 1 31 20
5 0 0 2,51 15
6 0 0 2,51 15
7 0 0 2,5:1 15

Onde S:B ¢é a proporgao solvente:bagago (m/m) e b.s. representa a concentragdo da enzima em termos de base
seca da amostra.

4.2.3 Cinética de extracdo dos compostos fenélicos

4.2.3.1 Cinética de extracdo hidroetanodlica

Para a determinacdo da cinética da extracdo hidroetandlica, sete ensaios foram
conduzidos em incubadora shaker de bancada (modelo 50, Thermo Scientific™ Precision,
EUA) com agitacdo de 90 min™ por 0, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 minutos, empregando-se 0s
parametros operacionais previamente selecionados apds a andlise estatistica dos dados
experimentais. Apos cada intervalo de tempo, as amostras foram filtradas em funil de Buchner

e os extratos obtidos foram avaliados quanto ao teor de compostos fenolicos totais.

Os dados cinéticos foram ajustados a segunda lei de difuséo de Fick (Equacéo 3) para
se obter o coeficiente de difusdo dos compostos nas condi¢Oes operacionais do melhor ensaio
(PINHO; PRAZERES, 2008). Assumindo que as particulas do bagaco do caju apresentam

formato plano e que a variagdo da concentragdo dos compostos fenolicos ocorreu
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unidirecionalmente, por transporte difusivo, a Equagdo 3 pode ser simplificada para a

Equacéo 4.
aC
= = V(=Def.V0) (Eq. 3)
aC 0%C
=D, — (Eq. 4)
ot =~ Der g,z
onde,

C — concentracéo do soluto (mg.L™);
Des — Difusividade efetiva (m%.s™);

t —tempo (s);

z — direcdo do transporte de massa (m).

Definindo Y como unidade adimensional e resolvendo a equacéo diferencial, por meio
de algoritmos de estimacdo ndo linear, obtém-se a solucdo expressa em uma série

convergente, conforme Equagéo 5.

Y_)?—Xeq_Bi 1 [ 2i 4+ 1Y202D t]

_XO—Xeq_n2,0(2i+1)Zexp @i+ 1) Der 772 (Eq. 5)
i=

onde,

Y — adimensional (concentracdo de fenolicos totais ndo extraidos no tempo t / concentragéo

maxima de fendlicos totais disponiveis para extracdo);
X- concentracdo de fendlicos totais média;

Xeq — CoONcentracdo de fendlicos totais no equilibrio;

Xo — concentragdo de fendlicos totais no instante inicial;
i —nUmero de termos na série;

L — semi-espessura da amostra (m).

A determinacdo da eficiéncia da extracdo foi calculada em relacdo aos teores de
compostos fenodlicos totais, obtidos durante os 120 minutos de incubacdo em shaker,

paralelamente ao estudo da cinética.
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4.2.3.2 Cinética de extracdo enzimatica

A cinética de extracdo enzimatica foi avaliada misturando-se o preparado enzimatico
comercial Celluclast® 1.5 L e o extrato rico em B-glicosidase na propor¢do 1:1 (m/m).
Aplicou-se a melhor condicdo de extracdo enzimatica obtida no planejamento fatorial
completo 22, sendo 2:1 (m/m) a proporgédo solvente:bagaco e 10 % a concentracédo total da
mistura enzimatica, expressa em base seca da amostra. Neste ponto ressalta-se que, embora a
proporcdo solvente:bagaco de 2:1 (m/m) tenha sido indicada no estudo estatistico como
suficiente atingir altas respostas em termos de compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante, utilizou-se a propor¢éo de 2,5:1 (m/m) nesta etapa, para facilitar a dispersdo do

bagaco de caju no meio aquoso.

Oito ensaios foram conduzidos em incubadora shaker de bancada (modelo 50, Thermo
Scientific™ Precision, EUA) com agitagdo de 90 min™ e temperatura de 50 °C pelos
intervalos de tempo de 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas. Apo6s o0s ciclos de tempo previamente
determinados para cada ensaio, realizou-se a inativacdo enzimatica de cada amostra
aquecendo-as a 100 °C por 5 minutos e resfriando-as em banho de gelo (CAMARA;
MORAES, 2012).

Os solidos em suspensdo foram filtrados em funil de Buchner e os extratos obtidos
foram avaliados quanto ao teor de compostos fendlicos totais. Os dados cinéticos foram
ajustados a segunda Lei de Difusdo de Fick, seguindo o mesmo procedimento estabelecido na
cinética de extracdo hidroetandlica. Relacionou-se a eficiéncia da extracdo com o teor de
compostos fenolicos totais quantificados durante as 6 horas de incubacdo em shaker.

4.2.4 Processo de extracdo em série: Extracdo enzimatica seguida da extracdo

hidroetandlica

A partir dos resultados alcangados no estudo da cinética de extracdo enzimatica, foi
aplicado um novo procedimento de extracdo de compostos fendlicos do bagaco de caju, o qual
combinava a hidrélise enzimatica seguida da extragdo com etanol. Neste procedimento, o
bagaco de caju foi inicialmente submetido a extracdo enzimatica (Celluclast®:f-glicosidase
na proporcdo 1:1 m/m) por 3 horas. A propor¢do solvente:bagaco utilizada na primeira fase
foi de 1,25:1 (m/m). Posteriormente, etanol foi adicionado a mistura e a extragdo com este
solvente foi estendida por mais 1 hora de processo. Nesta segunda etapa, adicionou-se 0
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solvente necessario para atingir a propor¢do solvente:bagaco de 2,5:1 (m/m), a mesma

utilizada no estudo anterior.

A eficiéncia do processo em série (Teste A) foi avaliada comparando-a com as
extracdes enzimética e hidroetandlica isoladas (Testes B e C, respectivamente) e com um
branco (4gua:bagaco; 2,5:1 m/m), monitorando-se o teor de fendlicos totais em cada teste e

respectivas taxas de recuperacdo destes compostos (Equacéo 6).

FenolicoSgipg — Fenolicosg,qnco

Recuperagio (%) = ( ) X100  (Eq.6)

FenodlicoSgranco

Para cada processo, foram estabelecidas 4 horas totais de extracdo em incubadora
shaker de bancada (modelo 50, Thermo Scientific™ Precision, EUA) a 90 min™ de agitagdo e
temperatura de 50 °C. O periodo total de 4 horas de extracao foi escolhido a partir dos dados
cinéticos dos processos isolados: 3 horas na etapa de hidrolise enzimética e 1 hora na extracao
hidroetanolica.

4.2.5 Concentracao por evaporacao a Vacuo

O extrato hidroetandlico selecionado, com teor de sélidos soluveis da ordem de 3,0
°Brix, foi concentrado por evaporacdo a vacuo para viabilizar a secagem por atomizacdo. A
concentragdo ocorreu em um evaporador rotativo (modelo RV 10, IKA, S&o Paulo, Brasil)
com banho-maria ajustado para 70 °C, rotacdo do baldo de 70 min™, sistema de refrigeracéo
vertical e pressdo de 700 mmHg, controlada por uma bomba de vacuo acoplada ao sistema. O
processo foi conduzido de forma a se obter uma solucdo concentrada com teor de solidos
soluveis totais de 6,0 °Brix.

4.2.6 Microencapsulamento por atomizacéo

A operacdo de microencapsulamento foi conduzida em escala laboratorial utilizando-
se um mini spray dryer (modelo B290, Buchi, Flawil, Suica). Um diagrama esquematico
deste equipamento esta apresentado na Figura 10. As condicGes de operagdo foram definidas
com base em Santiago (2014) e Silva et al. (2013), com destaque para: (i) temperatura do ar
de entrada de 160 °C (£ 5 °C); (ii) temperatura do ar de saida de 90 °C (x 5 °C); (iii) pressdo
de atomizacdo de 5,0 bar; (iv) vazdo média do ar de secagem de 700 L.h™; (v) vazdo média de

alimentacio de 17 mL.min®. Ao extrato previamente concentrado, foi adicionada
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maltodextrina (DE5) e goma ardbica na propor¢do 1:1 e concentragdo de 15 % (m/m), de

acordo com Silva et al. (2013).

- | | Duto de
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Figura 10. Diagrama esquematico do sistema de atomizacdo da Buchi. Fonte: Zareifard et al.
(2012).

O rendimento do processo foi calculado por meio da Equacéo 7, como reportado por
Rocha et al. (2014). Este parametro é (til para avaliar a preservacdo dos compostos fenolicos

durante a secagem por atomizacdo (PAINI et al., 2015).
A
Rendimento(%) = B X 100 (Eq. 7)

onde,
A —massa do produto (pd) seco;
B — teor de solidos totais da solucdo alimentadora.

A eficiéncia do microencapsulamento foi calculada de acordo com a Equacgédo 8,
utilizando-se os resultados finais e iniciais dos compostos fendlicos totais (CHATTERJEE;
BHATTACHARIJEE, 2013).

Eficiencia (%) = Fendlicos totais (final) % 100 Eq. 8
fictencia (% ~ Fendlicos totais (inicial) (Eq.8)
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4.2.7 Estabilidade dos extratos microencapsulados

Os extratos microencapsulados foram acondicionados em embalagens laminadas e
seladas a vacuo, sendo estocados em estufa incubadora (modelo MA-415, Marconi, S&o
Paulo) a 25 °C por um periodo de 60 dias. Os extratos em p6 foram avaliados ao longo desse
periodo em intervalos regulares de tempo (15 dias), quanto ao teor de compostos fenolicos

totais e capacidade antioxidante.
4.3 Métodos analiticos

4.3.1 ldentificacdo dos acUcares presentes no bagaco do caju

Realizou-se a caracterizagdo da parede celular do bagago do caju em termos de
identificacdo e quantificacdo de carboidratos de acordo com o protocolo estabelecido pelo
NREL (National Renewable Energy Laboratory) e reportado por Sluiter et al. (2008).
Resumidamente, o bagago de caju previamente liofilizado foi submetido a hidrdlise com acido
sulfarico (72 %; v/v) por 60 minutos em banho a 30 + 2 °C. As amostras foram diluidas a uma
concentracdo de acido de 4 % e autoclavadas (121 °C por 1 hora). Apés resfriamento, foram
filtradas a vacuo, sendo o filtrado neutralizado com carbonato de calcio (5,0 < pH < 6,0) e
centrifugado (3.000 min™ por 10 minutos). O sobrenadante foi separado e filtrado em filtro
0,2 um em vials especificos para a cromatografia liquida.

Utilizou-se um cromatografo liquido de alta eficiéncia (ULTIMATE 3000, Thermo
Scientific Ltda., EUA) acoplado com um detector de indice de refracdo (RI-101, Shodex,
Japdo). O sistema de colunas utilizado era composto por cartucho deashing (4,6 mm x 30
mm, BioRad, EUA), pré-coluna Aminex Carbo P (4,6 mm x 30 mm, BioRad, EUA) e coluna
analitica Aminex HPX-87P (7,8 mm x 300 mm, BioRad, EUA).

As condicdes cromatogréficas utilizadas foram: (i) fase mdvel composta por agua
deionizada (Milli-Q) grau reagente tipo I, apresentando, no minimo, 18,0 megaohm.cm de
resistividade, desgaseificada e filtrada em filtro de 0,2 um com fluxo de 0,6 mL.min; (ii)
temperatura do forno de 80°C; (iii) temperatura do post-column cooler de 45°C; (iv)
temperatura do amostrador automatico de 15°C; (v) temperatura do detector de 45°C e (vi)
tempo de corrida de 22 minutos, como reportado por Sluiter et al. (2008). Os calculos de
conversdo da glicose em celulose (Equacdo 9) e das pentoses e hexoses em hemicelulose

foram realizados conforme descrito por Costa et al. (2015).

62



4 Material e Métodos

Glicose (g.L™Y) x v
i ) = (Eq. 9)
Glicose (%) Celulose (g) X 0,9 x 100

4.3.2 Atividade enzimética

As enzimas utilizadas neste estudo (Celluclast® 1.5 L e extrato enzimatico rico em -
glicosidase) foram analisadas quanto a atividade enzimatica de CMCase e -glicosidase. Para
a dosagem da CMCase (endoglucanase; EC 3.2.1.4), utilizou-se a metodologia descrita por
Ghose (1987). Resumidamente, a quantificacdo desta enzima ocorre pela dosagem dos

acucares redutores produzidos pela degradacédo de carboximetilcelulose (CMC).

A determinacdo da atividade da B-glicosidase (1,4 B-D-glicosidase; EC 3.2.1.21) foi
realizada pela quantificacdo da glicose liberada na reacdo, utilizando-se celobiose como
substrato (WANDERLEY, 2012), de acordo com a metodologia proposta por Ghose (1987).
A quantificacdo da concentracdo de glicose foi realizada em analisador bioquimico (YSI
2700, Tecnal, Brasil).

Para ambas as atividades enzimaticas, foram utilizados controles da reacao
colorimétrica para descontar as contribui¢cGes do extrato enzimatico (branco da enzima) e do
substrato (branco da reacédo), separadamente, dos valores de absorbancia obtidos (BASSO;
GALLO; BASSO, 2010). Considerou-se 01 unidade internacional (Ul) equivalente a
guantidade de enzima capaz deliberar 1 pmol de agUcar redutor (glicose) por minuto nas
condigdes do teste (GONCALVES, 2010).

4.3.3 Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

Os teores de compostos fendlicos totais foram determinados pelo método
colorimétrico baseado no procedimento descrito inicialmente por Singleton e Rossi (1965) e
modificado por George et al. (2005), utilizando-se acido galico como padréo de referéncia. Os
extratos foram inicialmente diluidos em acetona P.A. (7 %; v/v) durante 30 minutos. Parte do
extrato acetdnico foi submetida a uma extracdo em fase sélida em cartucho Oasis® HLB (fase
estacionaria copolimero de poli-[divinilbenzenoN-vinilpirrolidona]) para remocdo dos

compostos interferentes sollveis em agua (agucares redutores e acido ascorbico).
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500 pL de cada extrato (antes e apds eluicdo em cartucho) foram utilizados para
reacdo com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu previamente diluido em agua (1:10; v/v). Esta
mistura foi incubada por 2 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, 2 mL de carbonato
de sédio (75 g.L™) foram adicionados e a nova mistura foi entdo incubada por 15 minutos a
50°C e finalmente resfriada em banho de gelo.

A absorbancia (760 nm) de ambos os extratos foi medida imediatamente apds o
resfriamento das amostras em espectrofotdmetro UV/Visivel (Bioespectro, modelo SP-200,
Curitiba, Brasil). O teor de compostos fendlicos totais foi expresso em mg de &cido gélico
equivalente.100 g™ de amostra. A linearidade da curva padréo de 4cido galico foi obtida entre

50 e 500 mg.L™, que corresponde a valores de absorbancia entre 0,1 e 0,6.

4.3.3.1 Identificacdo dos compostos fenolicos

A anélise de perfil dos compostos fenolicos presentes no extrato microencapsulado de
caju no tempo zero de estocagem e no bagaco de caju in natura, previamente desidratado em
liofilizador de bancada por 24 horas (modelo L-101, Liotop, Sdo Carlos, Brasil), foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos
(DAD), segundo Godoy et al. (2013).

A preparagdo das amostras envolveu o uso de solucdo de extracdo metanol:agua
(80:20, v/v) e aquecimento por 2,5 horas a 65°C. Apds resfriamento, a cada amostra foram
adicionados 600 pL de solucdo de hidrélise NaOH 2 M, sendo agitadas vigorosamente em
vortex. Em seguida, foram adicionados 200 uL de &cido acético glacial e os extratos foram
novamente agitadas em vortex, sendo entdo filtrados com papel de filtro quantitativo e
transferidos para vial especifico (2 mL) para injecdo no cromatégrafo. Uma aliquota de 1 mL
de cada amostra foi utilizada para uma posterior hidrélise acida, sendo adicionado 1 mL de
acido cloridrico concentrado (P.A.). Essa mistura foi incubada a 85 °C por 30 minutos.
Assim, foram preparadas dois tipos de amostras para a caracterizacdo cromatogréafica (pré e
pos-hidrolise acida). O objetivo da hidrolise acida foi clivar as ligagbes glicosidicas para
liberar os compostos fendlicos que se apresentavam inicialmente glicosilados (MATTILA;
KUMPULAINEN, 2002).

Para a realizacdo das analises cromatogréaficas, utilizou-se um cromatografo liquido
Alliance 2695 da Waters®, com detector de arranjo de diodos (DAD) 2996 da Waters® de
210 a 400 nm, coluna Thermo BDS Hypersil® C;g (100 x 4,6 mm x 2,4 um); fase movel: (A)
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solucdo aquosa de &cido fosfdrico a 1,5 % e (B) acetonitrila em modo gradiente (Tabela 5);
fluxo de 1,0 mL.min™; temperatura da coluna de 30°C; volume de injec&o de 5 uL e tempo de
corrida de 30 minutos. A identificacdo dos compostos fendlicos, especificamente flavonoides
e &cidos fendlicos, foi realizada pela comparagdo dos tempos de retencdo e dos espectros de
absorcdo na regido do ultravioleta (UV; 270 nm) com 0s respectivos padrfes comerciais
(SANTIAGO, 2014).

Tabela 5. Gradiente de eluicdo empregado na determinacdo dos compostos fenolicos em

CLAE-DAD.
Tempo (min) Acido fosforico (1,5 %; v/v) Acetonitrila
1 0,01 95 % 5%
2 6 95 % 5%
3 8 88 % 12 %
4 12 88 % 12 %
5 18 80 % 20 %
6 22 70 % 30 %
7 23 40 % 60 %
8 25 40 % 60 %
9 26 95 % 5%
10 30 95 % 5%

4.3.4 Atividade antioxidante pelo método ABTS™

Para a avaliagdo da atividade antioxidante pelo método ABTS™, utilizou-se a
metodologia descrita por Re et al. (1999). O radical ABTS ™ foi diluido em etanol até se obter
uma medida de absorbancia da ordem de 0,700 (+ 0,02) a um comprimento de onda de 734
nm. A capacidade antioxidante da amostra foi calculada com relacdo a atividade do
antioxidante sintetico Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), nas
mesmas condi¢cdes do método e os resultados foram expressos em capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (uM TEAC.g™ de amostra). As leituras de absorbancia foram realizadas

em espectrofotbmetro UV/Visivel (Bioespectro, modelo SP-200, Curitiba, Brasil).
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4.3.5 Atividade antioxidante pelo método ORAC

Para a quantificacdo da atividade antioxidante pelo método in vitro ORAC, utilizou-se
a metodologia proposta por Zulueta, Esteve e Frigola (2009), onde a leitura da fluorescéncia
foi realizada a 37 °C e os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo foram de 485 nm e
525 nm, respectivamente. As solucbes de fluoresceina (78 nM) e AAPH (dicloreto de 2,2°-
azobis(2-amidinopropano; 221 mM) foram preparadas com solucdo tampdo de fosfato de
sodio (75 mM; pH 7,4). Para cada anélise, preparava-se também uma curva padrdo de Trolox
(&cido  6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico).  Utilizou-se um leitor de
microplacas Infinite (modelo 200, TECAN, Suica) no modo fluorescéncia. Os dados de leitura
em relacdo ao tempo foram registrados em planilha do software Excel. A partir do programa
Graph Pad and Prism, foram obtidas as areas abaixo das curvas relacionadas ao decaimento

da fluorescéncia das amostras.Os resultados foram expressos em uM TEAC.g™" de amostra.

4.3.6 pH

A medida do pH foi realizada utilizando segundo a metodologia descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz (Item/Método 017/1V, 2008).

4.3.7 Sélidos totais

A anélise de sélidos totais foi realizada segundo a metodologia descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz (Item/Método 015/1V, 2008), com base nos métodos padrées da AOAC (2000).
As amostras foram pesadas em capsulas de vidro previamente aquecidas a 105 °C, por 2
horas, sob pressdo reduzida, e resfriadas em dessecador até a temperatura ambiente. As
capsulas contendo as amostras foram aquecidas em estufa a 105 °C por 24 horas, esfriadas em
dessecador até a temperatura ambiente e pesadas. Esta operacdo foi repetida até obtencdo do
peso constante das amostras. O teor de solidos totais foi calculado utilizando-se a Equacéo 10.
(CA; — CAp)

Solidos totais (g.100g™1) =
mg

x 100 (Eg. 10)

onde,
CA; — massa da capsula com amostra no peso constante;
CA, — massa da capsula sem amostra;

Mo — massa da amostra inicial.
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4.3.8 Distribuicéo do tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho de particula foi medida em um analisador de difracdo a
laser (Microtrac, modelo S3500, Estados Unidos). Uma pequena amostra do extrato de caju
microencapsulado foi suspendida em isopropanol com agitacdo magnética. A distribuicdo do
tamanho de particula foi monitorada durante cada medicéo até 0 momento em que as leituras
sucessivas tornaram-se constantes (TONON; BRABET; HUBINGER, 2010). Esta técnica foi
aplicada no extrato microencapsulado de caju no tempo zero de estocagem, com o objetivo de
avaliar a estabilidade fisica das microparticulas e, principalmente, a possibilidade de
aglomeracdo (PELISSARI, 2014).

Os resultados desta analise foram ajustados aos modelos de distribuicdo de tamanho de
particulas Rosin-Rammler-Bennet (RRB; ROSIN; RAMMLER, 1933) e Gates-Gaudim-
Shumann (GGS; SCHUMANN, 1940). O modelo RRB apresenta dois parametros ajustaveis
(n e d”) e relaciona o didmetro da particula (dp) com a fracdo de particulas com diametros

menores que dp, como descrito na Equacéo 11.
y=1—e @ (Eq. 11)

onde,

Y — fracéo de particulas menor que um didmetro dp;

dp — didmetro da particula (um);

d’ — parametro que quantifica o didmetro da particula para 'Y = 0,632;

n — parametro adimensional que define a forma da curva de distribuicdo granulométrica.

Analogamente a0 modelo RRB, o ajuste GGS -caracteriza-se por possuir dois
parametros de ajuste (n e d’), conforme apresentado na Equacgéo 12.

v = (%)n (Eq. 12)

onde:

d’ — parametro que quantifica o diametro da particula para Y = 1,0.
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4.3.9 Morfologia

A morfologia das microparticulas foi observada em microscépio eletrénico de
varredura (Hitachi, modelo TM-3000, Japdo). Pequenas quantidades do extrato
microencapsulado de caju no tempo zero de estocagem foram fixadas na superficie de fitas
dupla face e aderidas em compartimento metélico especifico do equipamento. A morfologia
foi observada sistematicamente utilizando-se ampliaces de 500, 1000, 2000 e 3000 vezes
(ALMEIDA et al., 2014).

4.3.10 Isotermas de sorgao

A umidade de equilibrio do extrato microencapsulado de caju foi determinada pelo
método gravimétrico estatico, aplicando-se cinco solugbes salinas supersaturadas que
correspondiam aos teores de atividade de agua (ay) variando entre 0,093 e 0,903, conforme
apresentado na Tabela 6 (CATELAM; TRINDADE; ROMERO, 2011). Agua pura também
foi utilizada para conferir uma atividade de agua igual a 1,0.

Tabela 6. Solucdes salinas e suas respectivas atividades de agua.

Solucéo salina Atividade de agua (aw)
Cloreto de litio (LiCl) 0,093
Cloreto de magnésio (MgCl,) 0,327
Cloreto de potéassio (KCI) 0,438
Cloreto de sddio (NaCl) 0,753
Cloreto de bario (BaCl,) 0,903

Fonte: Catelam; Trindade e Romero (2011).

Amostras em triplicata foram pesadas (aproximadamente 1 g cada) em pequenos
recipientes plasticos e armazenadas em dessecadores fechados hermeticamente, de forma que
0 conteudo permanecesse isolado do ambiente externo. Cada dessecador continha uma
solucgéo salina especifica. O tempo para atingir o equilibrio, baseado no peso constante das
amostras, foi de oito dias e a temperatura do ambiente foi mantida em 25 °C (£ 1 °C). As

umidades de equilibrio em base seca foram calculadas pela Equagéo 13.

me — Mg
Xe=———" (Eq. 13)
s
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em que:

Xe — umidade de equilibrio em base seca (b.s.);

me — massa da amostra quando atingido o equilibrio (g);
ms — massa seca da amostra (g).

Os parametros foram estimados pelo ajuste dos modelos GAB e BET aos dados
experimentais utilizando-se uma regressdo ndo linear pelo algoritmo Hook-Jeeves e Quasi-
Newton com o auxilio do software Statistica (versdo 8.0, StatSoft, Inc., Tulsa, EUA). O
coeficiente de determinacdo (R?), entre as respostas observadas e os valores previstos pelo

modelo, foi utilizado como critério para avaliar o ajuste do modelo aos dados experimentais.

4.4 Analise dos dados

Todas as determinacGes foram realizadas em triplicata. As médias dos valores
encontrados foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de 5
% de probabilidade utilizando o programa estatistico Statistica (versdo 8.0, StatSoft, Inc.,
Tulsa, EUA). Os resultados da atividade antioxidante pelo método ORAC foram analisados
pelo programa GraphPad and Prism (versdo 5.0, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
O coeficiente de Pearson foi utilizado para avaliar a correlacdo entre os teores de fenolicos
totais e a atividade antioxidante dos extratos utilizando o programa Microsoft Excel (verséo
2007, Microsoft Corporation, EUA), como descrito por Infante et al. (2013) e Spagolla et al.
(2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracéo dos compostos fendlicos

5.1.1 Extracdo hidroetanolica — Planejamento Box-Behnken

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante (ABTS™)
das amostras obtidas na extracdo hidroetanolica, segundo delineamento experimental Box-

Behnken, esta apresentada na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados do planejamento Box-Behnken referentes a extracdo hidroetandlica —
Respostas de fenolicos totais, atividade antioxidante por ABTS™ e respectivos
valores estimados pelo modelo.

Fendlicos totais ABTS™
Exp. pH S:B Etanol (mg AGE.100g™) (UM TEAC.g™Y)
(%) Valores Valores Valores Valores
encontrados estimados encontrados estimados
1 30 11 50 127,3 118,2 58 1,7
2 60 11 50 132,8 130,9 7,3 6,0
3 30 31 50 343,5 350,4 14,3 13,7
4 6,0 31 50 359,0 363,1 12,1 12,0
5 30 21 30 223,3 227,2 12,3 10,9
6 6,0 21 30 239,0 239,8 8,7 9,2
7 30 21 70 2347 233,0 12,0 12,1
8 60 21 70 248,7 245,6 9,6 10,3
9 45 11 30 1215 126,5 59 6,1
10 45 31 30 368,5 358,7 114 12,1
11 45 11 70 126,4 132,4 8,1 7,2
12 45 31 70 365,7 364,5 13,3 13,2
13 45 21 50 242,3 2411 11,2 11,4
14 45 2:1 50 236,3 2411 12,5 11,4
15 45 21 50 244.8 2411 10,5 11,4

Exp. — Experimento; AGE — acido galico equivalente; S:B — propor¢do solvente:bagaco (m/m) e TEAC -
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox.
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A anélise de correlacdo de Pearson mostrou uma correlacdo linear positiva (r = 0,821;
p < 0,05) entre os compostos fendlicos e a atividade antioxidante (ABTS ™), como apresentado
na Figura 11. Observou-se um aumento linear da capacidade de reduzir o radical ABTS™ em
funcdo do aumento do teor de fenodlicos totais. Os resultados obtidos corroboram com o
estudo apresentado por Vieira et al. (2011), que avaliaram o teor de fendlicos totais e a
atividade antioxidante de polpas de frutas, dentre elas a de caju, destacando que as polpas que
apresentaram o0s maiores teores de fenolicos totais foram as que apresentaram a maior

atividade antioxidante, tanto utilizando o radical DPPH, quanto o radical ABTS™.

e e e
o N MO
1 1 1 J

(UM TEAC.g?1)

r=0,821
T T 1

100 200 300 400
Fendlicos totais (mg AGE.100g™1)

Atividade antioxidante ABTS™

o N B~ OO
1

Figura 11. Relacdo entre o teor de fendlicos totais e atividade antioxidante (ABTS™) dos

extratos hidroetanélicos obtidos a partir do planejamento Box-Behnken.

Os graficos de Pareto (Figura 12) representam os efeitos estimados dos parametros pH
(X4), proporcdo solvente:bagaco (X;) e porcentagem de etanol na solucéo (X3) sobre o teor de
fendlicos totais e atividade antioxidante pelo método ABTS™, respectivamente. O
comprimento de cada barra é proporcional ao efeito padronizado. As barras que ultrapassam a
linha vertical correspondem aos efeitos estatisticamente significativos a um nivel de 95 % de
confianca (CALADO; MONTGOMERY, 2003). A proporcao solvente:bagaco apresentou
uma alta significancia estatistica para a resposta teor de compostos fendlicos totais e foi a

Unica variavel significativa para os resultados da atividade antioxidante (ABTS™).
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Figura 12. Graficos de Pareto — Planejamento Box-Behnken referente a extracdo
hidroetandlica para as respostas de fenolicos totais (a) e atividade antioxidante por
ABTS™ (b), com relagio aos parametros pH (X1), propor¢do solvente:bagaco (X2)

e porcentagem de etanol na solucéo (X3).

A Figura 13 apresenta o grafico de superficie de resposta referente a interacdo entre a
proporcao solvente:bagaco (X3) e o pH (X1), quando a porcentagem de etanol foi mantida fixa
no ponto central (50 %; m/m) tendo como resposta o teor de fendlicos totais. Observou-se
também a interacdo entre a proporcdo solvente:bagaco (X;) e porcentagem de etanol na

solucdo (X3), quando o pH foi mantido em 4,5. Os maiores teores de fenolicos totais (> 350
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mg GAE.100g™) foram observados quando a proporcdo solvente:bagaco estava acima do
ponto central (2:1; m/m).
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Figura 13. Graficos de Superficie de Resposta — Planejamento Box-Behnken referente a

extracdo hidroetanolica para as respostas de fenolicos totais (FT), relacionando os

parametros: S:B vs. pH (a) e S:B vs. porcentagem de etanol na solucéo (b).

Os graficos de superficie de resposta para a atividade antioxidante (ABTS™) estdo
apresentados na Figura 14. Os valores de pH ndo apresentaram influéncia sobre a atividade
antioxidante, entretanto as maiores respostas foram obtidas quando utilizou-se a propor¢édo

solvente:bagaco acima de 2:1 (m/m), assim como foi observado para 0os compostos fenolicos
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totais. Maiores respostas também foram registradas quando a proporc¢do de etanol na solugdo
estava acima do ponto central (50 %; m/m).
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Figura 14. Graficos de Superficie de Resposta — Planejamento Box-Behnken referente a
extracdo hidroetandlica para as respostas de atividade antioxidante (ABTS™),

relacionando os parametros: S:B vs. pH (a) e S:B vs. porcentagem de etanol na
solucéo (b).

5.1.2 Extracdo hidroetandlica — Planejamento fatorial completo 22

Apbs analise estatistica dos resultados do planejamento Box-Behnken, um novo

planejamento foi executado considerando apenas os parametros propor¢do solvente:bagaco
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(X1) e concentracdo de etanol na solucdo (X;). Os resultados para as andlises de fendlicos
totais e atividade antioxidante, pelos métodos ABTS™ e ORAC, estdo apresentados nas

Tabelas 8 e 9, respectivamente.

Tabela 8. Resultados do planejamento fatorial 22 referentes a extracdo hidroetandlica —
Respostas de fendlicos totais e respectivos valores estimados pelo modelo.

Etanol Fendlicos totais (mg AGE.100g™)
EXxp. S:B
(%) Valores encontrados Valores estimados
1 2:1 30 312,0 375,3
2 3:1 30 400,1 463,4
3 2:1 70 637,5 700,8
4 31 70 503,7 567,0
5 2,5:1 50 609,0 526,6
6 2,5:1 50 611,8 526,6
7 2,5:1 50 612,3 526,6

Exp. — Experimento; AGE — &cido gélico equivalente e S:B — propor¢éo solvente:bagaco (m/m).

Tabela 9. Resultados do planejamento fatorial 22 referentes a extracdo hidroetandlica —
Respostas de ABTS ™ e ORAC e respectivos valores estimados pelo modelo.

ABTS™ (UM TEAC.gY) ORAC (UM TEAC.g™)
Exp. S:B E:;])OI Valores Valores Valores Valores
encontrados estimados encontrados estimados

1 21 30 2,3 2,7 3,1 3,8
2 31 30 2,7 3,0 3,9 4,6
3 21 70 4,2 4,5 6,1 6,8
4 31 70 3,3 3,6 41 4,8
5 251 50 3,9 3,4 5,2 50
6 251 50 3,9 3,4 5,7 5,0
7 251 50 3,9 3,4 59 5,0

Exp. — Experimento; S:B — proporcao solvente:bagaco (m/m) e TEAC — capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox.

Foi observada uma baixa relacdo entre os valores de fendlicos totais estimados pelo
modelo e os obtidos experimentalmente, entretanto houve concordancia para os resultados da
capacidade antioxidante pelos métodos ABTS™ e ORAC. Ressalta-se que maiores teores de

fendlicos totais foram observados para o ensaio 3 do planejamento (637,5 mg AGE.100g™),
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bem como para a triplicata do ponto central (~ 611,0 mg AGE.100g™), como apresentado na
Tabela 13. Comparando-se estes resultados com o obtido para a extracdo aquosa (122,9 mg
AGE.100g"), obtido nas mesmas condicdes do ponto central do planejamento fatorial 22,
observou-se que as extragdes hidroetandlicas contribuiram para aumentar a eficiéncia de

obtencdo dos compostos fendlicos presentes no bagaco de caju.

Vieira et al. (2011) reportaram concentracfes de fendlicos totais para extratos aquoso
e hidroalcodlico (20 % de etanol) obtidos da polpa de caju de 201,6 e 165,1 mg AGE.100g™
de polpa, respectivamente, sugerindo que uma expressiva parte dos compostos fendlicos
apresenta alta polaridade, sendo portanto mais hidrossollveis. Este comportamento, todavia,
ndo foi confirmado neste estudo, onde concentracBes superiores a 50 % de etanol resultaram

em maiores teores de fenolicos totais no extrato obtido do bagaco do caju.

Ainda, na metodologia utilizada por Vieira et al. (2011), a extracdo foi conduzida
durante 1 hora e em temperatura ambiente, 0 que sugere que a ampliacdo do tempo para 2
horas e, principalmente, 0 aumento da temperatura para 50 °C favoreceram a extracdo dos
compostos fendlicos, obtendo-se um aumento de extracdo de 5,2 vezes para 0 ensaio de maior
resposta (ensaio 3; 637,5 mg AGE.100g™) e de 4,9 vezes para o valor médio do ponto central
(611,0 mg AGE.100g™), quando comparado & extracdo aquosa (122,9 mg AGE.100g™). Desse
modo, tanto o tempo, quanto a temperatura, foram fatores relevantes na obtencédo de fendlicos

totais provenientes do bagaco do caju.

Infante et al. (2013) obtiveram extratos hidroalcodlicos (etanol:adgua; 80:20 v/v), em
temperatura ambiente, de bagaco de caju liofilizado e determinaram o teor de fendlicos totais
(1067,0 mg AGE.100g" m.s.) e atividade antioxidante pelos métodos DPPH (68,6 pM
TEAC.g* ms.) e FRAP (219,03 umol sulfato ferroso.g? m.s.), sugerindo que residuos
agroindustriais, como o bagaco de caju, sdo capazes de preservar quantidades significativas de
substancias antioxidantes. Os resultados reportados por esses autores sdo superiores aos
obtidos no presente trabalho (Tabela 12), o que pode ser explicado pelas caracteristicas
iniciais das amostras, uma vez que foram utilizadas amostras liofilizadas enquanto que, neste

estudo, empregou-se bagaco de caju in natura.

A analise de correlagdo de Pearson mostrou uma correlacdo linear positiva (r = 0,994;
p < 0,05) entre os compostos fendlicos e a atividade antioxidante (ABTS™) para o
planejamento fatorial completo 22, como apresentado na Figura 15. Houve um aumento linear

da capacidade antioxidante (ABTS™) relacionada a uma maior concentragdo de fendlicos
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totais. O mesmo comportamento foi reproduzido, quando comparado o teor de fendlicos totais
com a atividade antioxidante pelo método ORAC, com um coeficiente correlacdo de Pearson
de 0,961 (Figura 16). Infante et al. (2013) obtiveram um coeficiente de correlacdo de Pearson
de 0,97 entre fendlicos totais e DPPH e de 0,78 entre fendlicos totais e FRAP.
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Figura 15. Relacdo entre o teor de fenolicos totais e atividade antioxidante (ABTS™) dos
extratos hidroetanolicos obtidos a partir do planejamento fatorial 22
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Figura 16. Relacdo entre o teor de fenolicos totais e atividade antioxidante (ORAC) dos
extratos hidroetandlicos obtidos a partir do planejamento fatorial 22.
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De acordo com os gréaficos de Pareto (Figuras 17 e 18), nenhum dos pardmetros
avaliados, bem como as respectivas interacdes, foram estatisticamente significativos, ou seja,
ndo apresentaram efeito sobre o teor de fenolicos totais e atividade antioxidante por ABTS ™ e
ORAC. Isto indica que os intervalos selecionados para os fatores proporcao solvente:bagaco
entre 2:1 e 3:1 (m/m) e porcentagem de etanol na solucdo entre 30 % e 70 %, estéo,

provavelmente, na regido mais favoravel para as respostas avaliadas.

(2)%;

1by?2

(1%

=% (@

(2)%;

1by2

(1%

% (b)

Figura 17. Gréficos de Pareto — Planejamento fatorial 22 referente a extracdo hidroetandlica
em funcdo dos resultados de fendlicos totais (a) e atividade antioxidante por
ABTS™ (b), com relagdo aos parametros proporcdo solvente:bagaco (Xi) e

porcentagem de etanol na solugédo (X5).
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Figura 18. Gréaficos de Pareto — Planejamento fatorial 22 referente a extracdo hidroetandlica
em funcdo dos resultados de atividade antioxidante por ORAC, com relacdo aos
parametros proporcéo solvente:bagaco (X;) e porcentagem de etanol na solucéo

(X2).
5.1.3 Extracdo enzimatica

5.1.3.1 Caracterizacdo dos acUcares presentes no bagaco do caju

A concentracdo dos mondmeros identificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, apds hidrdlise acida do bagaco do caju, esta apresentada na Tabela 10, totalizando

42,98 % de carboidratos presentes nesta biomassa.

Tabela 10. Composicdo dos agucares do bagago do caju.

) Concentracao referente Concentracéo referente
Monomeros
a biomassa total (%0) aos acucares totais (%)
Glicose (%) 34,7+0,6 80,8
Xilose (%) 15+£0,1 3,5
Galactose (%) 3,2+0,2 7,5
Arabinose (%) 2,6+0,1 6,1
Manose (%) 0,9 £0,04 2,1
Total 43,0 100
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A quantificacdo de aglcares no bagaco do caju mostrou que este apresenta celulose,
hemicelulose e lignina em sua composi¢cdo. Especificamente, foram obtidos 31,57 % de
celulose, 7,43 % de hemicelulose e 15,5 % de lignina, em termos de base seca da amostra.
Costa et al. (2015) obtiveram os seguintes resultados para a composi¢do do bagaco de caju:
20,6 % de celulose; 10,2 % de hemicelulose; 35,3 % de lignina; 7,8 % de minerais; e 1,6 % de
cinzas, referentes a massa seca do bagaco. A alta porcentagem de lignina reportada por Costa
et al. (2015) pode estar relacionada com a metodologia analitica de identificacdo utilizada por
estes autores, a qual é aplicada para materiais lignocelul6sicos mais complexos, (p. ex., cana-

de-agUcar).

A composicdo em aclcares foi determinante na escolha de enzimas celuloliticas
(Celluclast® 1.5 L ¢ extrato enzimatico rico em B-glicosidase) para a hidrolise do bagaco de
caju, com o objetivo de clivar ligacdes glicosidicas, tanto para liberacdo da glicose, quanto
dos compostos fendlicos conjugados a parede celular vegetal (ACOSTA-ESTRADA et al.,
2014; KRENEK; BARNES; TALCOTT, 2014). Leitdo et al. (2011) também aplicaram
preparados enzimaticos comerciais de celulase ¢ B-glicosidase para promover a hidrolise do
bagaco de caju com o objetivo de decompor a celulose, hemicelulose e pectina presentes na
estrutura desta biomassa.

5.1.3.2 Quantificacdo da atividade enzimatica

A enzima comercial Celluclast® 1.5 L e o preparado enzimatico obtido a partir do
fungo Aspergillus awamori foram analisados quanto as atividades enzimaticas de
endoglucanase e B-glicosidase. Os resultados estdo apresentados na Tabela 11. Ressalta-se,
como esperado, uma diferenca significativa de atividade em B-glicosidase entre os dois

complexos enzimaticos estudados.

Tabela 11. Quantificacdo da atividade enzimatica das enzimas aplicadas.

Enzima Atividade enzimatica
Celluclast® 1.5 L 1077,91 UL.g™* para endoglucanase
Celluclast® 1.5 L 40,81 Ul.g™ para B-glicosidase
Extrato enzimético (A. awamori) 0,593U1.g"* para endoglucanase
Extrato enzimético (A. awamori) 281,0 UL.g™ para B-glicosidase
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5.1.3.3 pH

O pH obtido para o bagaco de caju in natura foi de 4,73, apresentando-se na faixa
6tima das enzimas utilizadas neste estudo (4,5 < pH <5,0) (GOTTSCHALK; OLIVEIRA,;

BOM, 2010; NOVOZYMES LATIN AMERICA LTDA.).

5.1.3.4 Hidrolise enzimatica — Planejamento Box-Behnken

hidrolise enzimética do bagaco do caju, utilizando-se o preparado enzimético comercial

Celluclast® 1.5 L, estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Resultados da hidrolise enziméatica com Celluclast® 1.5 L para as analises de

Os resultados determinados para fenolicos totais e atividade antioxidante (ABTS™) na

fendlicos totais e ABTS™ e respectivos valores estimados pelo modelo.

Fendlicos totais

ABTS™

EXIO.Trituragélo Enzima® (mg AGE.100g™) (MM TEAC.g™Y)
(minutos) (%, b.s.) Valores Valores Valores Valores
encontrados  estimados  encontrados  estimados
1 0 1:1 15 282,9 346,6 2,6 2,4
2 4 1:1 15 271,2 271,0 2,5 3,4
3 0 31 15 676,6 537,6 4,6 4,0
4 4 31 15 386,6 462,1 51 5,0
5 0 2:1 10 497,8 461,8 2,4 2,9
6 4 2:1 10 483,0 386,2 4,9 3,9
7 0 2:1 20 2134 324,7 2,4 2,7
8 4 2:1 20 227,7 249,2 35 3,7
9 2 1:1 10 235,8 271,6 31 2,4
10 2 31 10 365,6 462,6 2,8 4,0
11 2 1:1 20 233,8 134,6 2,1 2,1
12 2 31 20 359,2 325,6 4,2 3,8
13 2 2:1 15 515,1 511,8 2,9 3,0
14 2 2:1 15 525,5 511,8 3,1 3,0
15 2 2:1 15 494.8 511,8 3,1 3,0

IConcentracdes da enzima Celluclast® variaram entre 10 % e 20 % em termos de base seca da amostra,

equivalente a 323,4 e 646,7 Ul de endoglucanase, respectivamente. Exp. — Experimento; AGE — 4cido galico
equivalente; S:B — proporcéo solvente:bagaco (m/m) e TEAC — capacidade antioxidante equivalente ao Trolox.
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De acordo com a andlise de correlacdo de Pearson, observou-se uma fraca correlacdo
(r = 0,42; p < 0,05) entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante (ABTS™),
apos a hidrélise enzimatica com a Celluclast® (Figura 19). Este comportamento indica que,
apesar da presenca de compostos fenolicos nos extratos enziméaticos obtidos, estes ndo estéo

diretamente relacionados com sua atuacgao antioxidante.
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Figura 19. Relacdo entre o teor de fenolicos totais e atividade antioxidante (ABTS™) dos
extratos enzimaticos obtidos a partir do planejamento Box-Behnken.

Observou-se também que em determinados pontos do planejamento experimental
foram quantificados teores menores de fendlicos totais que apresentaram alta capacidade
antioxidante, como, por exemplo, para o ensaio 4 (386 mg AGE.100g™ para fenélicos totais e
5,14 uM TEAC.g" para atividade antioxidante por ABTS™). O desempenho desta hidrélise
divergiu do verificado na extracdo hidroetandlica em termos de linearidade entre fendlicos
totais e atividade antioxidante (ABTS™).

Considerando apenas o teor de compostos fendlicos totais, a maior resposta foi obtida
no ensaio de nimero 3 (676,6 mg AGE.100g™), seguida do ponto central (511,8 mg
AGE.100g™), as quais foram 3,2 e 2,4 vezes maiores, respectivamente, quando comparados

ao extrato aquoso (209,6 mg AGE.100g™), obtido nas mesmas condicdes do ponto central.

Os graficos de Pareto (Figura 20) apresentam os efeitos estimados dos parametros
tempo de trituracdo do bagaco (Xi); proporcdo solvente:bagaco (X;) e concentracdo da

enzima (X3) sobre o teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante (ABTS™) dos
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extratos enzimaticos. Os pardmetros propor¢cdo solvente:bagaco (X,) e concentracdo da
enzima (X3) influenciaram significativamente os teores de fendlicos totais, enquanto que, em
termos de capacidade antioxidante (ABTS ™), somente o pardmetro proporcéo solvente:bagaco

(Xy) foi significativo.
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Figura 20. Graficos de Pareto — Planejamento Box-Behnken referente a hidrélise enzimatica
em funcdo dos resultados de fendlicos totais (a) e atividade antioxidante por
ABTS™ (b), com relacdo aos pardmetros tempo de trituracio do bagago (X1);
proporcao solvente:bagaco (X2) e concentracdo da enzima (X3).

Os graficos de superficie de resposta referentes as interacdes entre 0s parametros
avaliados estdo apresentados nas Figuras 21 e 22. Os maiores valores de resposta para
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fendlicos totais e atividade antioxidante por ABTS™ foram obtidos quando o pardmetro

proporcéo solvente:bagaco estava acima do ponto central (2:1 a 3:1; m/m). Por sua vez, o

tempo de trituracdo da amostra ndo foi significativo para as variaveis de resposta consideradas
neste estudo.
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Figura 21. Graficos de Superficie de Resposta — Planejamento Box-Behnken referente a

hidrélise enzimatica para fendlicos totais relacionando os parametros: S:B vs.
tempo de trituracdo (a) e S:B vs. enzima (%; b.s.) (b).
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Figura 22. Graficos de Superficie de Resposta — Planejamento Box-Behnken referente a
hidrélise enzimatica para atividade antioxidante por ABTS™ relacionando os

parametros: S:B vs. tempo de trituragdo (a) e S:B vs. enzima (%; b.s.) (b).

Macedo et al. (2015) investigaram a influéncia de complexos enzimaticos celuloliticos
e pectinoliticos na hidrdlise do bagaco de caju para obtencdo de carotenoides e obtiveram um
aumento de 79 % destes compostos quando aplicaram a enzima comercial Pectinex Batch AR
(Novozymes Latin America Ltda.), a qual apresentava uma alta atividade de pectinesterase.
Entretanto, estes autores também reportaram uma recuperagdo de carotenoides totais na

ordem de 70 % quando utilizaram uma mistura entre a Pectinex Batch AR e a Celluclast® na
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propor¢do 1:1 (m/m), evidenciando uma acdo de sinergismo entre enzimas do complexo

pectinolitico e celulolitico.

Costa et al. (2015) relataram o uso simultaneo de um complexo celulolitico (NS22074,
Novozymes) e uma [B-glicosidase (NS50010, Novozymes) para hidrélise do bagaco de caju,
obtendo rendimentos de 76,2 % e 33,1 % para 0os mondmeros glicose e xilose,
respectivamente. Todavia, no estudo conduzido por Costa et al. (2015) o tempo de hidrolise
estabelecido foi de 72 horas. Leitdo et al. (2011) reportaram a aplicacdo de um complexo
enzimético (mistura de arabinase, B-glucanase, celulase, hemicelulase, pectinase e Xxilanase;
NS 50012 da Novozymes) a uma concentracdo de 2.000 ppm (b.s.) e tempo de hidrolise de 2

horas para obter maiores taxas de liberacao de agucares redutores do bagaco de caju seco.

5.1.3.5 Hidrélise enzimatica — Planejamento fatorial completo 22

A partir dos resultados observados no planejamento Box-Behnken, foi proposto um
novo planejamento estatistico (fatorial completo 22), com modificagdo do complexo
enzimatico, utilizando-se um preparado enzimatico produzido em escala de bancada e rico em
B-glicosidase, com o objetivo de favorecer a hidrolise da parede celular e, como

consequéncia, aumentar os teores de fendlicos totais e atividade antioxidante.

Os parametros razdo solvente:bagaco (X;) e concentracdo de enzima (X,) foram
avaliados. Os resultados obtidos para fendlicos totais e atividade antioxidante pelos métodos
ABTS ™ e ORAC estdo apresentados nas Tabelas 13 e 14, respectivamente. Constatou-se uma
forte relacdo entre os valores de fendlicos totais estimados pelo modelo e os obtidos
experimentalmente, assim como para os resultados da capacidade antioxidante pelos métodos
ABTS™ e ORAC.

Quando comparado aos resultados obtidos no processo de extracdo hidroetandlica,
observou-se que a adi¢do das enzimas ndo foi eficaz para a liberagdo dos compostos fendlicos
nas condi¢cbes operacionais analisadas. Ainda, comparando-se o valor médio do teor de
fenélicos totais no ponto central (294,3 mg AGE.100g™) com o extrato aquoso (123,0 mg
AGE.100g™), obteve-se um aumento de 2,4 vezes, valor idéntico ao determinado no

planejameno Box-Behnken.
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Tabela 13. Resultados do planejamento fatorial 22 referentes a hidrdlise enzimética —

Respostas de fendlicos totais e respectivos valores estimados™.

_ Enzima Fendlicos totais (mg AGE.100g™)
=xp. 5B (%:; b.s.) Valores encontrados Valores estimados
1 2.1 10 271,8 285,1
2 3.1 10 235,0 248,3
3 2:1 20 297,6 310,9
4 3:1 20 248,4 261,7
5 2,51 15 291,6 276,5
6 2,51 15 2935 276,5
7 2,5:1 15 297,7 276,5

Concentragdes do preparado enzimatico rico em B-glicosidase variaram entre 10 % e 20 % em termos de base
seca da amostra, equivalente a 84,3 e 168,6 Ul de B-glicosidase, respectivamente. Exp. — Experimento; AGE —
acido gélico equivalente; S:B — proporgéo solvente:bagaco (m/m).

Tabela 14. Resultados do planejamento fatorial 22 referentes a hidrdlise enzimatica —
Respostas de ABTS™ e ORAC e respectivos valores estimados®.

_ ABTS™ (uM TEAC.g™Y) ORAC (UM TEAC.gh)
Enzima
Exp. S:B Valores Valores Valores Valores
(%; b.s.) . .
encontrados estimados encontrados estimados
1 2:1 10 2,5 2,8 6,1 57
2 3:1 10 15 1,7 2,6 2,1
3 2:1 20 2,7 2,9 55 51
4 31 20 1,8 2,0 4.8 4.4
5 251 15 2,6 2,3 40 43
6 251 15 2,7 2,3 3,5 43
7 251 15 2,6 2,3 3,7 43

IConcentragdes do complexo enzimatico rico em B-glicosidase variaram entre 10 % e 20 % em termos de base
seca da amostra, equivalente a 84,3 e 168,6 Ul de B-glicosidase, respectivamente. Exp. — Experimento; S:B —
proporcdo solvente:bagaco (m/m) e TEAC - capacidade antioxidante equivalente ao Trolox.

Obteve-se uma correlagdo linear positiva (r = 0,965; p < 0,05) entre o teor de
compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante (ABTS™), como apresentado na Figura
23. Isto indica que houve um aumento da capacidade antioxidante (ABTS™) do extrato, ao

mesmo tempo em que a concentracdo de compostos fenolicos totais cresceu.
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Figura 23. Relagdo entre o teor de fendlicos totais e atividade antioxidante (ABTS™) dos
extratos enzimaticos obtidos a partir do planejamento fatorial 22

No entanto, quando relacionados os resultados obtidos para fendlicos totais e atividade
antioxidante pelo método ORAC (Figura 24), foi constatada uma fraca correlacdo de Pearson
(r = 0,233; p < 0,05), sugerindo um comportamento similar ao da hidrolise enzimatica com
Celluclast® onde, em determinadas condicdes, foram observados teores menores de fenolicos
com capacidade antioxidante mais alta. Como os principios dos dois métodos de determinacao
da atividade antioxidante sdo distintos, podem ocorrer diferencas nas respostas, porém estes
sdo dados que necessitam de estudos mais aprofundados, avaliando-se também o perfil de

compostos fenélicos correspondente.

Os graficos de Pareto (Figuras 25 e 26) demonstraram que nenhum dos parametros
avaliados, e respectivas interacOes, foi estatisticamente significativo, ou seja, no intervalo
estudado, ndo foram registrados efeitos significativos sobre o teor de fenodlicos totais e na
atividade antioxidante, medida por ABTS™ e ORAC. Dessa forma, a proporgo
solvente:bagaco (X3) entre 2:1 e 3:1 (m/m) e a concentacdo de enzima (X3) entre 10 % e 20 %
(b.s.) se encontram, provavelmente, na regido operacional mais favoravel para a extracéo de

compostos fendlicos totais.
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Figura 24. Relagdo entre o teor de fendlicos totais e atividade antioxidante (ORAC) dos

extratos enzimaticos obtidos a partir do planejamento fatorial 22.
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Figura 25. Gréafico de Pareto — Planejamento fatorial 22 referente a hidrolise enzimatica em
funcdo dos resultados de fenodlicos totais, com relagdo aos parametros proporcao
solvente:bagaco (X;) e concentacdo de enzima (X3).
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Figura 26. Graficos de Pareto — Planejamento fatorial 22 referente a hidrélise enzimatica em
funcéo dos resultados de atividade antioxidante por ABTS™ (a) e ORAC (b), com

relacdo aos parametros proporcao solvente:bagaco (X;) e concentacdo de enzima
(X2).

Estes resultados sugerem que a hidrélise enzimatica com o preparado enzimatico rico
em B-glicosidase contribuiu para a liberacdo de compostos fendlicos em menores quantidades,
mas que apresentaram atividade antioxidante relevante. Com o objetivo de alcangar respostas
superiores as obtidas neste planejamento experimental, o extrato enzimatico comercial
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Celluclast® 1.5 L e o preparado rico em B-glicosidase foram utilizados simultaneamente no

estudo da cinética de extracdo dos compostos fendlicos por rota enzimatica.
5.2 Cinética de extracao dos compostos fenolicos

5.2.1 Cinética de extracéo hidroetandlica

Os pardmetros aplicados no estudo da cinética de extracdo hidroetandlica foram
selecionados a partir das condi¢des experimentais da maior resposta, obtidas no planejamento
fatorial completo 22. Utilizou-se a proporcdo solvente:bagago 2:1 (m/m), no entanto optou-se
por aplicar uma concentracdo de etanol na solucdo de 50 % ao invés de 70 %, ja que nédo
houve diferenca significativa entre as respostas dos teores de compostos fenolicos totais no
planejamento fatorial 22. Além disso, uma reducao de 20 % na concentracdo de etanol implica
diretamente em economia de processo, pois menos insumo sera utilizado. A curva da cinética

de extracdo hidroetandlica esta apresentada na Figura 27.
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Figura 27. Cinética do transporte de compostos fendlicos no processo de extragdo

hidroetandlica do bagaco de caju.

A curva cinética da extracdo hidroetanolica foi ajustada a um polindmio de segunda
ordem, obtendo-se um coeficiente de regresséo (R?) igual a 0,94. De acordo com a equagao
polinomial de segundo grau (Equacdo 14), onde 540,8 € a interse¢do da curvano eixoy (x =t

=0), a qual apresenta seu ponto maximo quando a derivada é nula, resolve-se:
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y = —0,0086x* + 1,883x + 540,8 (Eq. 14)
dy
v —0,0172x + 1,833 (Eq. 15)
dy ~ _ .
Para -~ =0, entdao x = 106,6 min. (Eg. 16)

Portanto, o maior valor na concentracdo de fendlicos totais foi obtido apds 100
minutos de processo (19,86 % superior em relagéo ao tempo zero). A partir de 107 minutos,
ndo se observou uma variacao significativa das respostas monitoradas. Assim, definiu-se este
intervalo como limite superior para a extracdo hidroetandlica de compostos fendlicos do
bagaco de caju aplicando-se as condigdes operacionais previamente determinadas neste

estudo.

Comparando-se os valores absolutos dos compostos fendlicos totais, apds 80 minutos
(633,5 mg AGE.100g™) e 100 minutos (636,0 mg AGE.100g™) de extracdo, considerou-se
que o periodo de tempo de 80 minutos seria suficiente para atingir altos valores de resposta,
além de reduzir o tempo de processo, refletindo em reducdo de custos inerentes a operacéo.
Pelo método dos minimos quadrados, ajustou-se um modelo cinético a solucdo da segunda lei
de Fick (Figura 28), sendo obtido um valor de coeficiente de difusdo (Def) de 3,68 x 10™°
m2.s™. Observou-se também uma distribuicdo normal entre os valores observados e o0s

estimados pelo modelo, como apresentado na Figura 29.
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Figura 28. Cinética de extracdo hidroetandlica de fenolicos totais ajustada pelo modelo de
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Figura 29. Curva de distribuicdo normal entre os valores observados e os estimados pelo

modelo obtido para a cinética de extracao hidroetandlica.

Teoh e Mashitah (2013) reportaram um valor de coeficiente de difusio de 1,96 x 10™%°
m2.s™ e 1,76 x 10™° m2.s™* quando avaliaram a extracdo hidroetandlica (metanol:agua; 70 %
v/v) de compostos bioativos obtidos de cogumelos (Schizophyllum commune e Pycnoporus

sanguineus, respectivamente).

Em estudo sobre a cinética de extracdo de compostos fendlicos a partir da uva por
processo de ultrassom, Tao, Zhang e Sun (2014) relataram valores de coeficiente de difuséo
na ordem de 10™ m2s™. Ferreira (2013) obteve um coeficiente de difusdo de 1,50 x 10™
m2.s® quando avaliou a extracdo de fibras soltveis a partir do bagaco da uva branca
Chardonnay. Mascheroni et al. (2013) reportaram valores na ordem de 10™** m2.s™ para a
difusividade de compostos de propolis em embalagens para alimentos com propriedades

antimicrobianas.

Verificou-se, portanto, que o valor do coeficiente de difuséo foi superior ou da mesma
ordem de grandeza que os reportados na literatura para diferentes compostos bioativos,
evidenciando o potencial de aplicacdo do bagaco de caju na producgdo de ingredientes

funcionais relativos a presenca de compostos fendlicos.
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5.2.2 Cinética de extracdo enzimatica

O uso simultaneo do preparado enzimatico Celluclast® 1.5 L e do extrato rico em [3-
glicosidase favoreceu o rompimento da parede celular do bagaco do caju. Portanto, a hipotese
de que a celulase (endoglucanase) agiria como um catalisador auxiliar na hidrdlise da
celulose, facilitando a clivagem da celobiose pela B-glicosidase, foi confirmada nas condicdes
operacionais selecionadas. No entanto, o teor de fendlicos totais obtido por extracdo
enzimatica foi ainda inferior (394,6 mg AGE.100g™ para 3 horas de extracéo) ao obtido no

processo hidroetandlico (633,5 mg AGE.100g™ para 80 minutos de extragio).

O comportamento da liberacdo dos compostos fendlicos totais do bagaco de caju para
0 solvente aquoso por hidrélise enzimatica aplicando-se a enzima Celluclast® e o extrato rico
em [-glicosidase na propor¢do de 1:1 (m/m), indicou gque, ap6s um periodo aproximado de
3,5 horas de hidrolise, as taxas de difusdo reduziram. Portanto, este foi o intervalo de tempo
recomendado para 0 processo, com taxa de recuperacdo da ordem de 342 % em comparacao
com o valor inicial. Como apresentado na Figura 30, o decréscimo da quantificacdo de
fenolicos totais pode estar associado a periodos mais longos de tempo que repercutiram na

instabilidade destes compostos.
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5300 - .
s O
58 *
o
§ I(:D:J 200 -
o
ge
y=-21,5x% + 157,0x + 97,1
R2=0,9
0 T T 1
0 2 4 6

Tempo (h)

Figura 30. Cinética do transporte de compostos fenolicos no processo de extragcdo enzimatica

do bagaco de caju.

A cinetica de extracdo enzimatica se ajusta a um polinémio de segunda ordem e o

coeficiente de regressdo (R?) obtido foi 0,90. De acordo com a equagdo polinomial de
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segundo grau (Equacdo 17), onde 97,1 € a intersecdo da curva no eixo y (x =t =0), a qual

apresenta seu ponto maximo quando a derivada é nula, resolve-se:

y = —21,5x2 + 157,0x + 97,1 (Eq. 17)
dy

== —43,0x + 157,0 (Eq. 18)
dy

Para = 0, entdo x = 3,65 h. (Eq. 19)

Assim, o intervalo de tempo onde foram obtidos os maiores teores de compostos
fenolicos totais, de acordo com as condicBes operacionais definidas para a hidrolise
enzimatica, foi de 3,65 horas. Entretanto, em termos de significancia estatistica (p < 0,05), 0s
valores de resposta quantificados no intervalo de tempo de 3 horas ndo se diferenciaram,
sendo entdo estipulada esta duracdo de tratamento enzimatico para o desenvolvimento das
etapas posteriores. Ressalta-se que o valor do coeficiente de difusdo obtido (4,12 x 10%° m2.s"

1 foi similar ao calculado na cinética de extracéo hidroetanélica (3,68 x 10™° mz.s™).

Fasawang e Anprung (2014) reportaram uma maior recuperacao de agucares redutores
qguando ampliaram o tempo de hidrdlise enzimética de 0,5 para 4 horas, utilizando uma
pectinase comercial (Pectinex® Ultra SP-L), com o objetivo de aumentar o rendimento de

extracdo de compostos bioativos, inicialmente glicosilados, presentes na polpa de lichia.

Fernandez, Vega e Aspé (2015) estabeleceram um ciclo de extracdo de 3 horas para
avaliar a acdo das enzimas pectinase, celulase e tanase com a finalidade de extrair
proantocianidinas a partir de sementes e cascas de uva. Apesar do impacto econémico
negativo que uma alta concentracdo enzimatica pode causar a um processamento industrial,
eles destacaram que, ao aplicar uma dosagem de 10 %, expressa em termos de base seca da

amostra, constataram um efeito favoravel na liberacdo dos fendlicos em questéo.

O estudo conduzido, que preconizou a aplicacdo de complexos enzimaticos com a
finalidade de aumentar o rendimento da extracdo de compostos fenolicos do bagaco de caju,
gerou resultados ainda ndo conclusivos e que demandam uma continuidade, de forma a
viabilizar esta tecnologia, testada em escala de bancada, para a realidade da industria
alimenticia, considerando ndo somente moderagdes econdmicas em termos de investimentos
que propiciem o aproveitamento deste residuo como também promovam o desenvolvimento

tecnologico da industria brasileira diretamente envolvida no beneficiamento do caju.
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5.3 Processo de extracdo em série: Extracdo enzimatica seguida da extracgdo

hidroetandlica

Os teores de fenolicos totais dos extratos obtidos nos processos de extracdo em serie
(Teste A), extracdo enzimaética (Teste B), extracdo hidroetandlica (Teste C) e do branco, bem

como as respectivas taxas de recuperacéo destes compostos, estdo apresentados na Tabela 15.

O periodo de extracdo foi de 4 horas, mantido em todos os testes. Como no estudo
cinético da extracdo enzimatica, a melhor resposta foi alcancada no tempo de 4 horas, este
tempo foi estabelecido para que a etapa de hidrolise enzimética do Teste A tivesse a mesma
duragdo. Adicionalmente, a proporcao solvente:bagaco permaneceu 2,5:1, a mesma aplicada

na extracdo enzimatica isolada.

Tabela 15. Respostas de fenolicos totais para 0s ensaios em série da extracdo enzimatica e

hidroetandlica.

Fendlicos totais Recuperagéo

Teste  Descricao S:B L
(mg AGE.100g™) (%)
3 horas — Celluclast:p-glicosidase®  1,25:1
A 496,4 167 %
1 hora — Etanol (50 %) 1,25:1
B 4 horas — Celluclast:p-glicosidase®  2,5:1 212,0 14 %
C 4 horas — Etanol (50 %) 2,5:1 563,5 203 %
Branco 4 horas — Agua 2,51 186,1 -

AGE - 4cido galico equivalente. ‘Proporgdo Celluclast:p-glicosidase de 1:1 (m/m). S:B — Proporgdo
solvente:bagaco (m/m).

De acordo com as taxas de recuperacdo dos compostos fenolicos, notou-se que,
mesmo com a integracdo da hidrolise enziméatica com a extragdo hidroetandlica, respeitando-
se 0 balan¢o de massa e 0s parametros operacionais para todos os testes, a operacdo que
envolveu somente a extracdo hidroetandlica manteve-se como a mais competitiva para

produzir extratos ricos em compostos fendlicos provenientes do bagaco do caju.

Assim, para a realizacdo das etapas subsequentes, utilizou-se o extrato hidroetanolico
elaborado nas condi¢des operacionais selecionadas para o estudo da cinética de extracao, isto
é, proporc¢do solvente:bagaco de 2:1 (m/m), concentracdo de etanol na solucdo de 50 % e

tempo de extracdo de 80 minutos a 50 °C em incubadora shaker.
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5.4 Concentragdo por evaporagao a vacuo

A Tabela 16 apresenta os dados do processo de concentragdo do extrato hidroetanolico
do bagaco de caju, submetido a concentracdo por evaporacdo rotativa sob pressdo reduzida
(700 mmHg) a 70 °C e agitacdo de 70 min™. Neste procedimento, o solvente foi evaporado e
recuperado por condensagéo utilizando-se resfriamento em banho de gelo. O rendimento do
extrato concentrado obtido foi de 61,32 %. Como esperado, o teor de compostos fenolicos
totais no extrato concentrado foi 67,84 % maior que no extrato hidroetanolico, valor

proporcional a remog&o do solvente.

Tabela 16. Dados da concentragdo do extrato hidroetandlico por evaporacao rotativa.

Amostra Massa (g) Fendlicos totais (mg AGE.100g™)*
Extrato hidroetandlico 1.060,0 259,56 + 20,67

Extrato concentrado 650,0 435,65 + 19,66

Solvente recuperado 300,0 -

TResultados expressos como média + desvio padrdo (n = 3); AGE — 4cido gélico equivalente.

5.5 Microencapsulamento por atomizacao

Os agentes encapsulantes maltodextrina e goma ardbica foram adicionados ao extrato
concentrado na propor¢do 1:1 (m/m), obtendo-se uma mistura denominada de solugdo
alimentadora, onde 15 % equivaliam a massa do agente encapsulante. A quantidade de sélidos
totais foi entdo elevada de 2,78 g.100g™ para 12,43 g.100g™. Esta solucdo alimentadora

apresentou um teor de sélidos soltveis de 19,1 °Brix.

O rendimento do processo de microencapsulamento por atomizacdo foi de,
aproximadamente, 60 %. O balanco de massa das correntes de entrada e saida sugerem que
houve perda de material na camara de secagem por retencdo do material nas paredes. Ainda
assim, o rendimento obtido foi superior ao reportado por Santiago (2014), de 50 %, quando
desidratou suco de roma por atomizacdo. Neste trabalho, foi ressaltado que as formulacdes
contendo goma arabica apresentaram maior facilidade de recolhimento do pd aderido as
paredes do equipamento. Esta caracteristica reforca a escolha deste agente encapsulante na
producdo do microencapsulado proveniente da extracdo hidroetanodlica do bagaco de caju,

onde também foi possivel recolher o produto aderido ao coletor do atomizador (Figura 31).
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Figura 31. Extrato microencapsulado derivado do bagaco de caju.

Silva et al. (2014) também recomendaram o uso da goma arabica (15 %; m/m) como o
agente encapsulante mais efetivo na preservacdo de compostos bioativos presentes no camu-
camu, em comparagdo com a maltodextrina. Contudo, as limitagdes econdmicas relacionadas
com a aquisicdo da goma arabica, como alto custo e restricGes de disponibilidade, motivam
estudos que a substituem por outros materiais, a exemplo da maltodextrina (MOREIRA et al.,
2009).

De acordo com Valduga et al. (2008), as melhores condi¢Ges de retencdo de
antocianinas totais a partir do bagagco da uva “Isabel” foram obtidas quando aplicadas
proporcdes iguais de goma arabica e maltodextrina (50:50) na concentracdo de 30 % (m/m).
Como a goma arabica aumenta a temperatura de transicédo vitrea (Ty) do po, 0s autores
observaram que este agente encapsulante propiciou uma menor perda do material por

aderéncia as paredes do coletor do equipamento.

Ferrari et al. (2011) compararam o uso da maltodextrina (DE 20) com a goma arabica
para microencapsular suco de amora por atomizacdo e reportaram que ambos apresentaram

uma retencdo de antocianinas acima de 70 %.

De acordo com o balanco de massa do processo de microencapsulamento, como
apresentado na Tabela 17, destaca-se que a eficiéncia desta operacdo, em termos de fenolicos
totais em base seca de amostra, foi de 78,4 %. Paini et al. (2015) reportaram valores de
eficiéncia de microencapsulamento de compostos fendlicos extraidos do bagaco de azeitona
entre 65 e 77 %.
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Davidov-Pardo, Arozarena e Marin-Arroyo (2013) destacaram a aplicacdo de
maltodextrina no microencapsulamento de extratos de semente de uva e registraram eficiéncia
de processo variando de 68 a 91 %. Este resultado indica que é possivel modificar alguns
parametros operacionais, como vazéo e temperatura do ar e vazdo de alimentacdo, quando se

deseja aumentar a recuperagédo do produto final.

Tabela 17. Eficiéncia do microencapsulamento por atomizacdo do extrato proveniente do

bagaco do caju.

. ) Fenolicos totais
Sélidos totais

Amostra ) (mg AGE.100g™%)* Eficiéncia (%)
(9.100g7) —
Base Umida Base seca
Solucéo alimentadora 12,4 435,7+ 19,6 35,1 184
Extrato microencapsulado 99,2 2725,7 + 86,6 27,5 '

TResultados expressos como média + desvio padrdo (n = 3); AGE — 4cido gélico equivalente.

5.5.1 Identificacdo dos compostos fenolicos

Foram identificados quatro compostos fendlicos (acido galico, rutina, isoquercetina e
quercetina) no extrato microencapsulado de caju (Figura 32), sendo estes caracteristicos deste
pseudofruto e previamente reportados pela literatura (MAHAJAN; CHAUDHARI, 2012;
MICHODJEHOUN-MESTRES et al., 2009; BRITO et al., 2007).

A caracterizacdo cromatografica do bagaco de caju in natura, submetido a
desidratacédo por liofilizacdo esta apresentada na Figura 32. Comparando-se 0s cromatogramas
obtidos, observou-se que o perfil cromatografico foi mantido, mesmo ap6s a submissdo do
bagaco de caju a processos que envolveram o uso de solvente organico (etanol) a temperatura
de 50 °C por 80 minutos, além do aguecimento em evaporador rotativo a 70 °C e secagem por

atomizacéo a 160 °C.

Os cromatogramas das amostras hidrolisadas (hidrolise acida) estdo apresentados na
Figura 33. As regides ampliadas dos picos identificados nas amostras hidrolisadas est&o
demonstradas na Figura 34. O pico da rutina ndo apareceu nas amostras submetidas a
hidrolise. Além disso, o pico da quercetina apresentou-se mais evidente nas amostras

hidrolisadas.
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Figura 32. Cromatogramas do extrato microencapsulado (a) e bagaco liofilizado (b) de caju e

principais compostos fenolicos identificados por CLAE-DAD.
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Figura 33. Cromatogramas do extrato microencapsulado (a) e bagaco liofilizado (b), ambos
hidrolisados, e principais compostos fenolicos identificados por CLAE-DAD.
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Figura 34. Regibes ampliadas do cromatograma do extrato microencapsulado de caju
hidrolisado. Intervalo de corrida entre 0,0 e 4,0 minutos (a) e 22,0 e 26,0 minutos

(b), destacando os picos das substancias acido galico, isoquercetina e quercetina.

Como a rutina ¢ um flavonoide glicosidico da quercetina (BECHO; MACHADO;

GUERRA, 2009), € possivel confirmar que a solucéo de &cido cloridrico atuou na hidrdlise da
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rutina, liberando a quercetina. Dessa forma, comprova-se a presenca da rutina no extrato

microencapsulado de caju.

Constatou-se ainda, de acordo com os cromatogramas apresentados na Figura 33, que
um composto especifico, apesar de ndo ter sido identificado por comparacdo de espectros de
absorcdo com o padréo, foi destacado por aparecer no tempo de retengdo proximo aos 10,7
minutos para as duas amostras. Denominou-se esta substancia como derivada do &cido
hidroxibenzoico, visto que o0s espectros de absorcdo desses picos eram muito similares aos
espectros dos acidos galico e siringico (Figura 35), os quais sdo também procedentes desta
substéancia, de acordo com a rota do cido chiquimico (HELENO et al., 2015).
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Figura 35. Espectro de absorcdo a 270 nm do pico que apareceu aos 10,7 minutos no

cromatograma do extrato microencapsulado de caju.

Na Tabela 18, estdo apresentadas as estruturas quimicas, tempos de retencdo e
espectros de absorcdo (UV/Visivel a 270 nm) dos padrdes comerciais do acido galico e dos
flavonoides rutina, quercetina e isoquercetina, bem como os tempos de retengdo e espectros
obtidos nos cromatogramas gerados nas analises do extrato microencapsulado de caju e
comparacdo com o bagaco de caju in natura previamente liofilizado. Algumas das

propriedades bioldgicas dessas substancias também sdo abordadas a seguir.
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Tabela 18. Estruturas quimicas, espectros e tempos de retencdo dos compostos identificados

nos extratos analiticos antes e apds hidrdlise acida e comparacdo com 0s
respectivos padrdes.

Espectros de absorc¢éo da regido do UV (270 nm)
Composto : : _
Extrato Extrato hidrolisado Padréao
Ao. . 3,0 min 3,1 min
Acido gélico
0. OH o]
HO OH o0s]
OH
Derivado do &cido
) ) ) N/A
hidroxibenzoico
Rutina 19,5 min - 19,2 min
§
N/A Ve
A\ | \/‘\
OH o o] , \\
ol o=
OH OH EJHOH Z \%
OH o0 30000 o, w000 5800 5000 o B = [ I
22,3 min 19,8 min
M 24,8 min 24.8 min
- \

N/A — Néo se aplica.
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Verificou-se que o extrato microencapsulado derivado do bagaco de caju obtido no
presente trabalho apresentou capacidade antioxidante caracterizada pela presenca de acidos
fenolicos e flavonoides caracteristicos de frutas, os quais podem apresentar propriedades

funcionais quando para o organismo humano.

O é&cido gélico apresenta um alto potencial antioxidante e ampla biodisponibilidade.
Tanto o acido galico, quanto seus derivados destacam-se pelo comportamento antioxidante
originando uma gama de atividades bioldgicas, incluindo antitumoral, antimicrobiana,
antimelanogénica e anticolesterolémica (BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015). A
presenca do acido galico na polpa, casca e bagaco de caju foi previamente reportada na
literatura cientifica (BATAGLION et al., 2015; MOO-HUCHIN et al., 2015; BROINIZI et
al., 2007). Ressalta-se que o processo de secagem por atomizacdo preservou a integridade
desta substancia, o que é favoravel para a manutencdo do potencial antioxidante do extrato

microencapsulado de caju.

A quercetina, um dos flavonoides mais estudados, pertence ao grupo dos flavonois,
juntamente com o kaempferol. Acredita-se que a quercetina pode atuar na protecdo contra
algumas doencas degenerativas, pois previne a peroxidagdo lipidica (BONA, 2010; BENTZ,
2009). A rutina, ou quercetina-3-O-rutinosideo, é um flavonol que apresenta a propriedade de
sequestrar radicais livres (NIJVELDT et al., 2001). Sua ingestdo em concentracdes toleradas
por humanos e ratos esta associada a inibicdo de trombose (JASUJA et al., 2012). Embora a
quercetina-3-O-rutinosideo seja uma forma importante da quercetina encontrada nos
alimentos, a sua biodisponibilidade é de apenas 20 % quando comparada com a quercetina-4’-
glicosideo. A quercetina-3-O-rutinosideo pode ser transformada em quercetina-3-glicosideo
(isoquercetina) pela perda da molécula de ramnose. A quercetina-3-o-glicosideo e 4’-
glicosideo apresentam alta biodisponibilidade (BEHLING et al., 2004).

O meétodo cromatogréafico utilizado nesta identificacdo (CLAE-DAD) é vantajoso, pois
prevé a aquisicdo de espectros em multiplos comprimentos de onda, todavia somente é
possivel identificar um determinado composto comparando-0 ao espectro de um padrdo
externo. Em situa¢bes onde os padrdes ndo estdo disponiveis, recomenda-se aplicar outros
métodos, quando disponivel, em especial a identificacdo cromatografica por espectrometria de
massa (PACHECO et al., 2015; LANCAS, 2009).
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5.5.2 Distribuicao do tamanho de particulas

A distribuicdo do tamanho de particulas do extrato de caju microencapsulado esta
apresentada na curva da Figura 36, onde se observa uma distribuicdo unimodal do tipo normal
ou Gaussiana. Este perfil distributivo também foi reportado por Silva et al. (2012) em

secagem por atomizacdo de suco de camu-camu.

Particle Size Distribution
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Figura 36. Distribuicdo do tamanho de particulas por difracdo a laser do extrato
microencapsulado de caju no tempo zero de estocagem.

O diametro médio e a variacdo do tamanho das microparticulas estdo apresentados na

Tabela 19.

Tabela 19. Distribuicdo do tamanho das microparticulas do extrato microencapsulado de caju

no tempo zero de estocagem.

Distribuicdo de tamanho Diametro (um)*
D1o 1,98 + 0,02
Dso 7,81+£0,03
Dgo 20,20 + 0,40
Didmetro volumétrico médio 11,17 £ 0,34

'Resultados expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Dy, Dso € Dgo Correspondem, respectivamente, a 10
%, 50 % e 90 % das particulas com didmetros maximos especificados na coluna diametro.

Estes valores estdo dentro do esperado para processos de microencapsulamento de
extratos vegetais por atomizacdo, os quais podem variar entre 10 e 100 um (NUNES et al.,

2015). Estudos que aplicaram condi¢6es operacionais similares reportaram tamanho médio de
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particulas de 13 a 16 um para polpas de amora e acai, respectivamente (TONON, 2009;
FERRARI; RIBEIRO; AGUIRRE, 2012).

Os dados experimentais foram mais bem ajustados ao modelo RRB, apresentando
coeficiente de correlacdo linear R2 = 0,95. De acordo com o0 método dos minimos quadrados,
os parametros do modelo foram determinados, sendo obtidos os resultados apresentados na
Tabela 20.

Tabela 20. Parametros estimados para 0 modelo de distribuicdo de tamanho de particula
RRB.

Parametros n d

Valores 1,20 14,63

5.5.3 Morfologia

Na Figura 37 estdo apresentadas as imagens microscopicas das particulas do extrato de
caju microencapsulado (ampliadas 1000 e 2000 vezes). As particulas mostraram-se
predominantemente esféricas, com superficie rugosa e sem presenca de rachaduras, no entanto

é possivel observar que algumas apresentaram superficie completamente lisa.

2015/10/22 H D47 x20k  30um (b)

Figura 37. Andlise morfoldgica das microcapsulas derivadas do extrato do bagaco de caju

microencapsulado por atomizacdo. Aumento de 1000x (a) e 2000x (b).

O aspecto rugoso das microcapsulas é esperado em processos de secagem por
atomizacao e esta relacionado com a reducdo do tamanho das particulas que se expandem ao
serem aquecidas e retraem ao resfriar rapidamente (DAVIDOV-PARDO; AROZARENA,
MARIN-ARROYO, 2013). Morfologias similares também foram reportadas por Nunes et al.
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(2015) para microencapsulamento de extratos aquosos de erva-mate utilizando maltodextrina

como agente encapsulante.

Tonon, Brabet e Hubinger (2009) reportaram a prevaléncia do aspecto rugoso na
superficie do suco de acai em pé microencapsulado por atomizacéo aplicando-se temperatura
do ar de secagem de 170 °C. Em contrapartida, grande parte das microcapsulas secas a 202 °C
apresentaram uma superficie lisa, indicando que o aumento da temperatura favorece a
obtencdo de microcapsulas com esta caracteristica, 0 que poderia aprimorar 0s atributos de
escoamento do material. No entanto, temperaturas elevadas favorecem a degradacdo de
compostos bioativos presentes nestas matérias-primas, 0 que ndo é desejavel quando o

interesse é preserva-los por longos periodos de estocagem.

Uma comparacdo das micrografias dos agentes encapsulantes goma arédbica e

maltodextrina com dados reportados na literatura esta apresentada na Figura 38.

2015/11/09 H D6,4 x1,0k 100 um
(ar) |

2015/11/09 H D62 x1,0k 100 um (bl) l

Figura 38. Comparacdo das micrografias dos agentes encapsulantes: goma arabica (a;) e
maltodextrina (b;) com dados reportados por Santos, Favaro-Trindade e Grosso
(2005) (a,) e Otalora et al. (2015) (by).
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A goma ardbica é caracterizada por apresentar concavidades com niveis diferentes de
profundidade, além de agrupamento de microcapsulas de tamanhos variados. Neste material
de parede, as particulas também possuem superficie rugosa. Observou-se que a maltodextrina
apresentou formato e tamanho irregulares, como também reportado por Otélora et al. (2015).
Esta caracterizagdo sugere que houve uma homogeneizacdo adequada entre o extrato
concentrado de caju, proveniente da extracdo hidroetanolica, com os materiais de parede

maltodextrina e goma arabica, promovendo assim o encapsulamento dos compostos fenolicos.

Moraes (2014) produziu polpa desidratada de caju por atomizagdo e utilizou goma
arébica nas concentracfes de 15 % e 25 % (m/m) com temperaturas de entrada de 140 °C e
150 °C. De acordo com os resultados da morfologia, por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), o autor destacou que o tratamento com concentracdo de 15 % (m/m) do agente
carreador resultou em particulas grandes, amorfas e com forte atracéo entre si, enquanto que 0

aumento da concentracdo de goma arabica para 25 % (m/m) resultou em particulas com

caracteristicas semelhantes, mas que se apresentavam mais dispersas (Figura 39).

Figura 39. Micrografias da polpa de caju desidratada por atomizacgdo contendo 15 % de goma
ardbica com ar aquecido a 140 °C (B) e 150 °C (C). Ampliacéo de 1200 vezes.
Fonte: Moraes (2014).

As micrografias obtidas neste trabalho apresentaram menor aglomeracdo das
microparticulas se comparadas com aquelas reportadas por Moraes (2014). Este
comportamento pode estar relacionado com o uso da goma arabica como agente encapsulante,
confirmando relatos da literatura (MONTENEGRO et al., 2012). Ressalta-se também que
houve semelhanca entre as micrografias, relacionada ao tamanho diversificado das particulas,
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bem como a presenca de formas irregulares, incluindo a existéncia de particulas com

superficie rugosa.

5.5.4 Isotermas de sorc¢ao

O modelo de GAB foi 0 que melhor se ajustou aos dados experimentais de sor¢do do
extrato microencapsulado de caju. Os parametros do modelo estdo apresentados na Tabela 21,
bem como o coeficiente de regressdo (R?). Moura et al. (2004) também reportaram que o
modelo de GAB foi 0 que melhor descreveu os dados da isoterma de sor¢do para a polpa de

caju.

Tabela 21. Pardmetros de ajuste da isoterma de sor¢do do extrato microencapsulado de caju

no tempo zero de estocagem.

Parametros
Modelo T (°C)
C K Xm R?
GAB 25 22,06 -18,56 0,050 0,99

A isoterma de sorcao de dgua do extrato microencapsulado de caju estd apresentada na
Figura 40, podendo ser classificada como do tipo Ill de acordo com a defini¢cdo da IUPAC
(1985), caracteristica de microencapsulados ricos em carboidratos.
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Ueq

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1.2

Figura 40. Isoterma de sor¢do a 25 °C do extrato microencapsulado de caju com 15 % de
maltodextrina e goma arabica (1:1; m/m) ajustada pelo modelo de GAB.

A curva apresentou um comportamento linear no intervalo de aw entre 0,1 e 0,5, no
qual se registrou uma pequena variacdo da umidade de equilibrio. A partir da aw superior a
0,5, a curva apresenta um comportamento exponencial tipico de produtos de baixa
higroscopicidade na temperatura ambiente. A reducdo da higroscopicidade esta relacionada
com a presenca da goma arabica, conforme reportado por Oliveira, Costa e Afonso (2014) e
Oliveira et al. (2013).

5.5.5 Estabilidade do extrato microencapsulado de caju

Apoés os 60 dias de armazenamento do extrato microencapsulado, observou-se uma
reducdo de 12 % do teor de compostos fenodlicos totais e de 40 % e 34 % da atividade
antioxidante pelos métodos ABTS™ e ORAC, respectivamente (Tabela 22), sugerindo que a
utilizacdo de embalagem laminada e submetida a vacuo ndo foi satisfatoria para a preservacao
destes compostos. A temperatura de 25 °C também pode ter contribuido para o aumento da
velocidade de degradacdo destes bioativos. Entretanto, para 0s mesmos pardmetros, oS
resultados ndo diferiram significativamente até os 45 dias de estocagem. Assim, foi possivel
garantir a estabilidade do produto durante este periodo. Ainda de acordo com a Tabela 21,

destaca-se que o teor de solidos totais reduziu em 4 %, confirmando que o extrato
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microencapsulado produzido apresentou baixa higroscopicidade, pois houve pequeno

aumento da umidade do produto.

Tabela 22. Estabilidade do extrato microencapsulado de caju em termos de fenolicos totais e

atividade antioxidante.

Tempo Fenolicos totais ABTS™ ORAC Sélidos totais
(dias) (mg AGE.100g") (UM TEAC.g%) (UM TEAC.g')  (g.100g™)
0 27476 24.7° 41,12 99,2
15 2724,6° 20,32 38,9 98,9
30 2632,9° 19,6° 35,72 98,3
45 2492, 72" 17,5%° 31,72° 96,9
60 2410,4° 14,9° 27,1° 94,8

Respostas expressas em termos de base seca da amostra. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey ao nivel de probabilidade de 5 %.

Correlacionando-se as respostas obtidas para o teor de compostos fenolicos totais e as
de atividade antioxidante pelos métodos ABTS™ e ORAC (Tabela 21) observou-se que,
guando o teor de compostos fendlicos decresceu, a capacidade antioxidante do extrato
microencapsulado também reduziu linearmente, apresentando coeficiente correlacdo de
Pearson de 0,98 tanto entre fendlicos totais e atividade antioxidante por ABTS ", quanto entre
fendlicos totais e atividade antioxidante por ORAC.

A degradacdo dos compostos fendlicos totais apresentou-se como uma cinética de
primeira ordem (Figura 41), com coeficiente de regressao linear superior a 0,90 (R2 = 0,95).
Este comportamento esta de acordo com os dados apresentados por Tonon, Brabet e Hubinger
(2010) referentes ao estudo de estabilidade de antocianinas no suco de agai microencapsulado

durante os primeiros 60 dias de estocagem tanto a 25 °C quanto a 35 °C.
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Figura 41. Cinética de degradacdo dos compostos fenolicos totais durante os 60 dias de

estocagem do extrato microencapsulado de caju.

Os resultados do estudo de estabilidade conferem ao produto uma qualidade para a sua
comercializacdo com restricdo para o tempo de armazenamento de até 45 dias. Por fim,
realizou-se também um balanco de massa global considerando todas as etapas operacionais
apresentadas neste estudo (Figura 42). A partir de 1 (uma) tonelada de caju fresco, estimou-se

uma producéo de 22,3 kg de extrato microencapsulado.

Caju 1 ton

Bagaco 270 kg

Extrato hidroetanélico | 4914 kg

Extrato concentrado 301,2 kg

Microencapsulado 22,3 kg

Figura 42. Balango de massa global para producédo do extrato de caju microencapsulado.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que é possivel obter um extrato

rico em compostos fendlicos a partir do bagaco residual da extracdo do suco de caju.

Na proporcédo solvente:bagaco 2:1 (m/m); porcentagem de etanol na solucdo de 50 %
(m/m) e tempo de extracdo de 80 minutos, obteve-se um extrato com elevado teor de
compostos fenolicos com taxa de recuperacdo de cerca de 200 %.

O uso do etanol na solucdo extratora foi importante para aumentar a eficiéncia do
processo de extracdo dos compostos fenodlicos se comparado com a hidrélise enzimatica.
Adicionalmente, o processo em série (hidrolise enzimdtica seguida da extracdo
hidroetandlica) ndo favoreceu a recuperagdo dos compostos fendlicos.

O uso da goma arabica e maltodextrina no microencapsulamento do extrato do bagaco
do caju contribuiu para a preservacdo dos compostos fenolicos, com destaque para o acido

galico e para os flavonoides rutina, quercetina e isoquercetina.

O estudo de estabilidade validou os processos de extragdo hidroetandlica,
concentragdo por evaporacgao rotativa e secagem por atomizagdo para 0 aproveitamento do
residuo do processamento do caju, sendo adequados para a obtencdo de compostos fendlicos,
agregando valor a este coproduto. No entanto, para aumentar a vida de prateleira do extrato

microencapsulado, novas condigdes de armazenamento deverdo ser avaliadas.

A rota hidroetandlica foi adequada para a obtencdo de um extrato a partir do coproduto
do processamento do caju, concentrado em compostos bioativos, e com possivel acdo

biol6gica sobre a satde humana.

As condigOes operacionais desenvolvidas neste estudo sinalizam uma viabilidade
técnica para producdo de um extrato microencapsulado funcional, de modo a contribuir para a

agregacéo de valor a cadeia agroindustrial de beneficiamento do pseudofruto do caju.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos sdo promissores, entretanto, novos estudos podem ainda ser

realizados visando o aperfeicoamento do processo e a obtencdo do produto em escala

comercial. Para isto, sugere-se:

1.

Aperfeigoar a hidrdlise enzimatica por meio de um pré-tratamento apropriado do
bagago ou combinacdo de outros biocatalisadores. Em paralelo, aprofundar estudo de
caracterizacdo da estrutura do bagaco do caju, que justifique a utilizacdo de outros
preparados enzimaticos (p.ex., pectinases);

Avaliar outras técnicas de concentracdo do extrato hidroetandlico, como o uso de
membranas que pode contribuir para a redugdo do consumo de energia;

Utilizar a cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massa para
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato
microencapsulado;

Realizar avaliagdo da atividade bioldgica in vitro do extrato microencapsulado;
Aplicar o extrato microencapsulado em um produto alimenticio, por exemplo, sucos
ou bebidas isotbnicas, e analisar a interacdo entre 0s compostos fendlicos e o produto
final. Paralelamente, avaliar as caracteristicas sensoriais do produto desenvolvido;
Reproduzir o processo de microencapsulamento em escala piloto para obter dados para

ampliacdo de escala.
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