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RESUMO



Os residuos agroindustriais, constituidos por casca e semente, geralmente concentram
quantidades relevantes de fitoquimicos bioativos, e muitas vezes apresentam capacidade
antioxidante superior & encontrada na polpa do fruto. Devido considerando este fato, esse
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante de residuos de caju (bagaco
do pedunculo) provenientes da industria processadora de polpa congelada de fruta. O
residuo, desidratado em estufa com circulagdo de ar (50°C), foi triturado e submetido a
determinacdo da composicdo quimica e das condicBes de processo eficientes para
obtencdo de extratos com elevado teor de fendlicos totais. Para definir as melhores
condicBes do processo de extragdo foi utilizado o planejamento fatorial fracionado 2**
para cada tipo de solvente (acetona e metanol), tendo como variaveis independentes,
tempo (30 a 90min), temperatura (30 a 50°C), concentragdo do solvente hidroacetdnico e
hidrometanolico (50% a 90%) e velocidade de agitacdo (100 a 300rpm); seguido do
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), considerando os resultados obtidos
com o primeiro planejamento, e como varidveis independentes o teor de fendlicos totais e
capacidade de sequestrar o radical DPPH. Os extratos obtidos nas condi¢fes otimazadas
foram submetidos aos ensaios antioxidantes de captura de radicais, em sistema modelo
(DPPH e ABTS) e ao ensaio antioxidante em sistema lipidico (sistema da co-oxidacéo do
B-caroteno/acido linoléico). A farinha do residuo apresentou em sua composicao
proteinas (9,65%), lipideos (5,43%), carboidratos totais (76,68%), alem de &cido
ascorbico (78,5 mg.100™g), carotenoides totais (67,20pg.g™), antocianinas totais
(36,05mg.100g™), flavonéis (109,03 mg.100g™), taninos condensados (313 mg.100g™) e
fendlicos totais (1975,64 mg.100g™). As variaveis independentes do planejamento
fatorial fracionario ndo influenciaram a extracdo dos compostos fendlicos por meio do
metanol, entretanto, foram significativas quando foi utilizada acetona. O DCCR indicou
que extratos com elevado teor de fendlicos totais e forte potencial antioxidante (>80%)
podem ser obtidos empregando as seguintes condicdes: acetona a 55%, tempo de 30
minutos, temperatura de 30°C e velocidade de agitacdo de 150 rpm. Extratos
hidroacetonico e hidrometanolico, obtidos de forma sequencial, empregando condicGes
de processo otimizadas, apresentaram boa eficacia frente ao radical DPPH" (ECsy de
57,38 e Tecso <0,5 minutos), e forte capacidade de sequestro do ABTS™ (7.506,49umol
TEAC.g™). Em sistema B-caroteno/acido linoléico a acdo antioxidante foi intermediaria
(62,75%), indicativo de eficiéncia no blogueio do inicio da reacdo de oxidacdo (F1<1) e
baixa eficiéncia na fase de propagacdo (F2>1). Os resultados permitem evidenciar que o
residuo do peddnculo do caju apresenta-se como fonte de compostos bioativos, com bom
potencial antioxidante que pode ser empregado no desenvolvimento de novos produtos ou
como matéria prima para extracdo de compostos antioxidantes a serem aplicados em
alimentos, com vistas a deter a oxidacdo lipidica, em substituicdo total e/ou parcial aos
antioxidantes sintéticos.

Palavras chave: residuo de caju; compostos bioativos; atividade antioxidante.



ABSTRACT



The agro-industrial residues consisting of bark and seed, usually concentrate significant
amounts of bioactive phytochemicals often have superior antioxidant capacity found in
the pulp of the fruit. Due to this fact, this study aimed evaluate the antioxidant potential
of cashew waste from the industrial processing of frozen fruit pulp. The residue was dried
in an air circulating oven (50° C) until moisture content below 10%. The flour obtained
was subjected to determination proximate composition and content of the main bioactive
phytochemicals and optimize the process to obtain extracts. To determine the ideal
processing conditions for preparing extracts with high total phenolic content and high
antioxidant capacity the 2** fractional factorial design and the central composite
rotational design (DCCR) was applied for each type of solvent (acetone and methanol).
Stirring time (30 to 90 minutes), processing temperature (30 to 50 °C), solvent
concentration (50% to 90%) and Stirring speed (100 to 300 rpm) were used as
independent variables, and the total phenolic content and percentage of DPPH radical
scavenging were used as dependent variables. The extracts obtained using the optimized
extraction process were subjected to determination of scavenging capacity DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl) and ABTSe+ (2,2 '-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid) and inhibition of oxidation of co-oxidation system [-caroteno/acido
linoleic acid. The residue showed less than 10% moisture, 0.36 water activity, 9.65%
protein content, 5.43% lipids and 76.68% carbohydrates in addition to ascorbic acid
(78.5 mg.100g™), total carotenoids (67.20 mg.g™), total anthocyanins (36.05 mg.100g™),
flavonols (109.03 mg.100g™), condensed tannins (313 mg.100g™) and phenolic (1975.64
mg.100g™). The variables did not influence the extraction of phenolic compounds by
employing methanol as solvent extractor, independent of process conditions, but were
significant when the extraction process used acetone. Extracts with high levels of
polyphenols and strong scavenging capacity DPPH (> 80%) was obtained by employing
acetone 55%, time 30 minutes, temperature of 30°C and agitation of 150 rpm.
Hydroacetonic and hydromethanolic extracts, obtained by sequential extraction process,
were combined and subjected to antioxidant assays for free radical scavenging in a model
system (DPPH and ABTS) and antioxidant assays in lipid systems (coupled oxidation of
B-carotene/linoleic acid). The extracts exhibited good efficiency against DPPH (ECs of
57.38 and Tecso <0.5 minutes), strong scavenging this radical (80.74 to 93.2%) and
positive correlation between the total phenolic content and DPPH" scavenging capacity,
and expressive ABTS™" scavenging ability (7506.49 TEAC mol / g). In system B-carotene
/ linoleic acid the extract exhibited antioxidant action intermediate (62.75%), proving to
be efficient in blocking the start of the oxidation reaction (F1 <1), but the propagation
phase was not as effective (F2> 1). Based on these results, it is evident that the waste
cashew presents as a source of bioactive compounds with good antioxidant potential that
can be used in developing new products or as raw material for extraction of antioxidant
compounds to be applied in food, in order to deter lipid oxidation in total replacement
and / or partial to synthetic antioxidants.

Keywords: waste cashew; bioactive compounds, antioxidant activity
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1. INTRODUCAO
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O Brasil € o terceiro maior produtor de frutos, sendo responsavel por 6% da producao
mundial (ANDRIGUETO et al., 2010). Sua extensdo territorial e a grande variacdo
climética propicia a ocorréncia de uma das maiores diversidades de espécies frutiferas do
mundo. A regido do Nordeste brasileiro se destaca pela diversidade de frutos tropicais,
nativos e exdticos, com boas perspectivas para exploracdo econdmica
(SACRAMENTOS; SOUZA, 2000).

Dentre as espécies frutiferas destaca-se o cajueiro (Anacardium occidentale L.) que
pertence a familia Anacardiaceae. O género Anacardium possui mais de 21 espécies,
todas de ocorréncia tipicamente tropical. Das espécies deste género, o Anacardium
occidentale L. € a Unica cultivada e de maior dispersdéo (LIMA et al., 2007). O
pseudofruto bastante apreciado pode ser consumido “in natura”, inteiro, cortado em
rodelas, acompanhado de pratos como a feijoada e a peixada, como tira gosto para
aperitivo, como suco, com leite, cozido, doces, refrigerante, etc., (AGROSUISSE, 2011).
Além da diversidade de produtos provenientes do processamento do caju e de sua
potencialidade de aproveitamento econémico, a agroindustria do caju tem ainda um
grande impacto socioecondmico, em virtude do grande nimero de empregos nas
atividades agricolas, industriais e comerciais, gerando renda e fixando a familia ao campo
(MONTENEGRO, 2003; VALIM; ROUSEFF; LIN, 2003).

No Nordeste, a fruticultura vem adotando um processo de profissionaliza¢do, com
exploracdo de areas mais extensas, pela utilizacdo da irrigacdo e pelo incremento de
novas tecnologias, visando producdo elevada e qualitativa de frutos. Em consequéncia
dos avangos e investimentos na area da fruticultura, o nimero de agroindustrias instaladas
por toda a regido tem aumentado consideravelmente, gerando um incremento na
producdo de residuos agroindustriais (LOUSADA JUNIOR et al., 2006), cerca de 40%
(BARTHOLO, 1994). Vale ressaltar ainda que a casca e as fracbes de semente de certas
frutas contém teores significativos de compostos biologicamente ativos, cuja atividade
antioxidante € muitas vezes mais elevada do que na polpa (AJILA et al., 2007).

A industria de alimentos, com o intuito de inibir a reacdo de oxidacdo que ocorre em
Oleos e gorduras e em alimentos que os contém, faz uso de antioxidantes sintéticos.
Entretanto, a inocuidade destes aditivos continua sendo questionada, uma vez que alguns
estudos tém apontado possiveis efeitos mutagénicos e carcinogénicos (BIRCH et al.,
2001). Além disso, nos ualtimos anos, 0s consumidores mais preocupados com a salde

tém buscado por produtos mais naturais, livres de aditivos. Desta forma, a industria de
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alimentos vem considerando a possibilidade de empregar antioxidante natural em uma
gama de produtos (DEVATKAL; NAVEENA, 2010). Nesta perspectiva, residuos
agroindustriais vém sendo utilizado para extracdo de compostos antioxidantes, como
relatado por Moure et al. (2001) em sua reviséo, e por estudos que constataram a acéo
antioxidante em residuos de acerola, maracuja, abacaxi e goiaba (OLIVEIRA et al., 2009;
CAETANO et al., 2009; NASCIMENTO, ARAUJO, MELO, 2010).

Dentre os fitoquimicos bioativos presentes nos residuos agroindustriais destacam-se
0s compostos fendlicos, produtos secundarios do metabolismo vegetal. Estes compostos
constituem um amplo e complexo grupo de fitoquimicos, cuja solubilidade é governada
pela polaridade do solvente extrator, grau de polimerizacdo da molécula, e interagdo com
outros constituintes presentes na matriz. Além disso, a eficiéncia do processo de extracdo
é influenciada por outras variaveis como tempo, temperatura de extracdo e concentracao
do solvente extrator, entre outras (NACZK; SHAHIDI, 2004; CHEOK, et al., 2012).
Impondo, portanto, a necessidade de definir, para cada matéria prima, o procedimento de
extracdo mais eficaz.

Todas essas consideracdes apontam para a importancia de conhecer o potencial
antioxidante do residuo agroindustrial do pedunculo do caju na perspectiva de utiliza-los
como fonte de antioxidante natural a ser empregada como aditivo em produtos
alimenticios em substituicdo parcial ou total aos sintéticos. Assim, este trabalho teve
como objetivo caracterizar este material e otimizar o processo para obtencdo de extrato

com elevado teor de fendlicos totais com vista a avaliar seu potencial antioxidante.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.1 CAJU

O cajueiro é uma planta adaptada as condigcdes adversas, sempre foi cultivado de
forma natural, convivendo com diversas outras espécies vegetais e animais. Portanto, é
uma planta com enorme potencial de desenvolvimento em sistemas agroecologicos com
base na sustentabilidade ambiental (AGROSUISSE, 2011). O nome caju é de origem
tupi, “aca-iu”, que significa fruto amarelo (LIMA, 1988).

De acordo com Lima (1988), a histdria do caju no Brasil inicia-se com publicagdes
do monge naturalista francés, André Thevet, em 1558, citando em seu livro
“Singularidades da Franga Antartica”, a que outros chamam de “América”, sobre a
primeira dominagéo francesa no Brasil. Neste livro, 0 monge fez a primeira ilustracdo da
planta e de seu fruto. O monge gaulés, Jean de Léry, que esteve no Brasil em 1557,
também registrou a ocorréncia do caju em seu livro “Viagem a terra do Brasil”. Em 1576,
Pedro Magalhdes Gandavo, escritor portugués, ao descrever 0 cajueiro, comparou a
castanha do caju com a mais saborosa das améndoas. O pesquisador Ferndo Cardim, em
1548, descreveu que as castanhas podem ser comidas assadas, cruas e deitadas em agua
como améndoas piladas, podendo-se ainda fazer doces. Em 1587, o pesquisador, Gabriel
Soares de Sousa, escreveu em seu livro “Tratado descritivo do Brasil em 1587”, sobre o
uso da castanha e o valor medicinal do suco, chamando a atengéo para o 6leo da casca da
castanha. Mauricio de Nassau protegeu 0s cajueiros, através da resolucdo que fixou a
multa de cem florins por cajueiro derrubado, visto que a fruta tinha uma importancia de
sustento para os indios e para a exportacdo de doces cristalizados para a Holanda.
Posteriormente, 0s portugueses levaram o cajueiro para as Indias, iniciando sua
disseminacdo pelo mundo, inclusive para a Africa, espalhou-se pelas costas leste e oeste
desse continente, encontrando condi¢Ges muito favoraveis para seu desenvolvimento.

Diversas partes do cajueiro sdo utilizadas. A raiz pode ser usada como purgante, ou
mesmo como suporte para facilitar o transporte de mercadorias pelos trabalhadores.
Quando cozidas, as cascas do tronco liberam uma substancia tintorial avermelhado-
escura, que foi muito utilizada pelos pescadores para tingir suas roupas, redes e linhas de
pesca, com isto adquirem maior durabilidade (LIMA, 1988). O fruto e pedunculo podem
ser consumidos em diferentes formas e originar produtos variados. A planta é de grande
importancia socioecondmica para o Pais, uma vez que a exploracdo de aproximadamente
758.085 hectares de cajueiros mobiliza no campo 300 mil pessoas e proporcionam uma

producdo relevante de castanha e peddnculo. Em 2009 esta producéo foi de 220.505 t de
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castanha e 1.592.530 t de pedunculo (IBGE, 2011; FAO, 2011). Em 2008 apresentou um
volume de exportacdo de 4.019Kg de castanha de caju, fresca ou seca, com casca. A
regido Nordeste do Brasil responde por mais de 95% da produgéo nacional, sendo os
estados do Ceard, Piaui, Rio Grande do Norte e Bahia os principais produtores (IBRAF,
2008).

O caju é constituido pela castanha, reconhecida como fruto, e pelo pseudofruto ou
pedinculo, parte polpuda e de composi¢do suculenta. O potencial de agro industrializacéo
do peddnculo, que representa cerca de 90% do peso do caju, permite que dele sejam
obtidos diversos produtos, tais como, polpa congelada, bebidas (suco clarificado, vinho),
sucos (concentrado, pronto para beber), refrigerantes, doces, conservas etc., que s&o
amplamente aceitos no mercado brasileiro (SOUZA FILHO et al.,2000;
VALIM;ROUSEFF;LIN,2003).

A colheita é realizada quando o pedunculo estd completamente desenvolvido, ou
seja, com o tamanho maximo, textura firme e com a coloracdo caracteristica do clone. A
colheita deve ser feita nas horas de temperatura mais amenas. A pratica corretas para a
colheita envolve uma leve torcédo para que o pedunculo se solte do ramo da panicula.
Caso o pedunculo ofereca resisténcia para soltar-se, revela que ainda ndo alcangou o
estadio de maturacdo ideal para colheita. O contato direto com a palma da méo também
deve ser evitado por elevar a temperatura da polpa, acelerando a deterioracdo. Ainda no
campo, pode ser feita uma pré-selecdo, para separar 0s cajus destinados ao mercado de
mesa e 0s que serdo destinados a inddstria, inclusive fazendo o descastanhamento. Estas
operacdes devem ser realizadas a sombra e no menor tempo possivel (MONTENEGRO
et al., 2003). Na industria séo aceitos pedunculos com defeitos fisicos, como deformacdes
ou pouco desenvolvimento de cor, desde que ndo apresentem sinais de doengas, ataque de
pragas ou de fermentacdo (SOUZA FILHO et al., 2000).

O processamento de produtos agricolas tem gerado uma grande quantidade de
residuos oriundos do tratamento industrial, a exemplo de semente e cascas de vegetais
(SILVA FILHO et al., 1999). A industria de processamento de frutos produz ao longo de
sua cadeia produtiva uma grande quantidade de residuos agroindustriais, o que gera perda
de divisas, além de inGmeros problemas ambientais (SENA; NUNES, 2006). Com o
aumento da capacidade de processamento, sdo gerados grandes quantidades de residuos,
gue em muitos casos sdo considerados custo operacional para as empresas ou fonte de
contaminacdo ambiental (LOUSADA JUNIOR et al., 2006). Segundo Martins e Faria
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(2002), calcula-se que, do total de frutas processadas para obtencdo de sucos e de polpas
sejam gerados entre 30 a 40% de residuos agroindustriais. Essa quantidade de residuos
pode chegar a muitas toneladas, agregar valor a esses produtos € de interesse econdémico e
ambiental, necessitando de investigacdo cientifica e tecnoldgica, que possibilite sua
utilizacdo eficiente, econdmica e segura (SCHIEBER et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que as frutas séo ricas em muitos nutrientes e compostos
antioxidantes, os quais se concentram majoritariamente nas cascas e sementes (COSTA et
al., 2000; MELO et al., 2008; ABRAHAO et al., 2010). Esses residuos possuem em sua
composicdo vitaminas, minerais, fibras e compostos antioxidantes, importantes para as
funcdes fisiologicas. No entanto, na maioria das fabricas, este material é desperdigado,
caracterizando-se frequentemente como potenciais poluidores ambientais (MATIAS et
al., 2005). Assim, reduzir o volume desses residuos pode configurar como uma
alternativa bem sucedida para a indudstria de alimentos e bebidas (AMANTE et al., 1999;
HENNINGSSON et al., 2004).

Os fitoquimicos que possuem propriedades antioxidantes, a exemplo dos compostos
fendlicos, atuam inibindo ou retardando o processo oxidativo nos alimentos, e estdo
presentes em diversos residuos agroindustriais, como os de goiaba, acerola e graviola
(SOUSA et al., 2011). Acdo antioxidante do residuo agroindustrial de acerola, goiaba,
sementes de lichia e de uva foi relatada por Caetano et al. (2009), Nascimento, Aradjo e
Melo (2010) e Babbar et al. (2011), respectivamente.

2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos se caracterizam pela presenca de um anel aromatico
contendo uma ou mais hidroxila, que Ihes confere propriedade antioxidante. Deste grupo
de compostos faz parte tanto moléculas simples como moléculas com alto grau de
polimerizacdo, que sdo encontradas nos vegetais tanto na forma livre, como ligada a
acucares (glicosideos) e proteinas (CROFT, 1998; BRAVO, 1998). Atualmente séo
conhecidos mais de 8000 compostos pertencentes a este grupo de fitoquimicos que
podem estar presentes em diversas partes das plantas, como nas sementes, frutos, folhas,
casca, caule e também na raiz (DREOST]I, 2000).

Os compostos fendlicos estdo divididos em flavonoides e ndo flavonoides e séo
formados durante o endurecimento de frutas a partir de aminoacidos aromaticos. Dentre

0s compostos deste grupo, destacam-se os flavonoides e os acidos fendlicos por estarem
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amplamente distribuidos na natureza e serem os mais comuns antioxidantes fenélicos de
fonte natural (SOARES, 2002). Estruturalmente, os flavonoides possuem trés anéis C6-
C3-C6, dos quais dois deles apresenta seis carbonos, denominados anel A e B, unidos por
trés carbonos que formam o anel y pirano, denominado anel C. As vérias classes de
flavonoides se diferenciam de acordo com o nimero e posi¢do de hidroxilas e metoxilas
ligadas ao anel C (Figura 1). Esses compostos estdo presentes em frutas, folhas, sementes
e em outras partes das plantas na forma de glicosideos ou agliconas (DEGASPARI,
2004).

Figura 1. Estrutura quimica basica dos flavonoides.
(FONTE: ANGELO; JORGE, 2007)

Os taninos integram o grupo dos compostos fenolicos e de acordo com a estrutura
podem ser classificados em condensados e hidrolisaveis. Os condensados, um tipo de
flavan-3-0is (epicatequina) s@o polimeros de flavonoides (flavan-3-ol e flavan-3,4-diol),
cujos monémeros estdo ligados entre carbono. Os taninos condensados constituem cerca
de metade da matéria seca das cascas das arvores, e podem ser considerados como a
segunda fonte de polifenois do reino vegetal (QUEIROZ; MORAES; NASCIMENTO,
2002). Os hidrolisaveis sdo ésteres dos acidos galico e hexahidroxidifénico e glicose,
aléem de outros poliois, e possuem grupos hidroxilas dos glicidios esterificados com
acidos fendlicos. Os taninos colaboram com o sabor adstringente de muitos alimentos, a
exemplo o caju, e bebidas (AGOSTINE-COSTA; LIMA; LIMA, 2003).

Os flavonois sdo comumente encontrados em vegetais, cuja concentracdo varia em
funcdo das condicBes climaticas, pratica de cultivo, armazenamento e vegetais
processados (CARIDI et al., 2007). As flavanonas sdo caracterizadas pela presenca de
instauracao nos anéis aromaticos, cadeia de trés carbonos e um atomo de oxigénio ligado
no carbono, e geralmente, estdo glicosiladas por um dissacarideo ligado ao carbono 7.
Encontradas em grandes concentracdes apenas em frutas citricas, porém pode também

estar presentes em tomate e algumas plantas aromaticas como hortela (KLEJDUS et
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al.,2007; D’ARCHIVIO et al.,2007). As antocianinas sdo pigmentos sollveis em agua,
responsaveis pelas cores vermelho, roxo ou azul, dependendo do pH do meio. Pode ser
encontrada em todos 0s tecidos das plantas, incluindo folhas, raizes, caules, frutos e flores
(IVERSEN, 1999).

Os flavonoides atuam como antioxidantes primarios, interrompendo a cadeia da
reacdo através da doacgdo de elétrons ou de hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os
em produtos termodinamicamente estaveis. Merece destaque, os flavonois, pois atuam
também como antioxidante secundario, retardando a etapa de iniciacdo da autoxidacao
através da complexacdo com metais (SHI; NIKI, 1998; MELO; GUERRA, 2002;
PIETTA, 2000).

Os é&cidos fendlicos estdo divididos em dois grupos: derivados dos acidos
hidroxibenzdicos, constituidos por sete atomos de carbono (C6-Cl) com grupo
carboxilico ligado ao anel aromatico e derivados dos acidos hidroxicinamico, constituidos
por nove atomos de carbono (C6-C3), dos quais trés formam uma cadeia lateral. Dentre
os hidroxibenzoicos destacam-se 0s acidos protocatecuico, vanilico, siringico, gentisico,
salicilico e galico. Segundo Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998), o acido
galico aumenta a capacidade de sequestrar radicais. De acordo com Rice-Evans (1995), a
atividade dos &cidos hidroxibenzoicos depende do nimero e posicdo da hidroxila na
molécula, na posicdo meta ou para. Entre os hidroxicinamicos destacam-se 0s acidos p-
cumarico, cafeico, feralico e sindptico como mais encontrados no reino vegetal (Figura
2). Com a ciclizacdo da cadeia lateral do acido p-cumarico origina-se um terceiro grupo
de fendlicos denominados cumarinas (SOARES, 2002).

COOH CH=CH-COOH
.//:“\\“ R
N ~F
OH OH
Acido p-hidroxibe nzbico Acido p-cumdrico
CH=CH-COOH COOH
~.
m}fﬁ/ " 0R
OH OH
R=H '.'\(jdu cafeicn) R= (‘I_'j.l:.ll.‘.ldo \:mij@::ol_ )
R = CH3 (Acido ferilico) R = I (acido protocaté quice)
Diidroxilades Diidroxilados

Figura 2. Estrutura quimica de alguns &cidos fenolicos
(FONTE: ANGELO; JORGE, 2007)
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A intensidade da acdo antioxidante dos fendlicos é dependente de sua estrutura
molecular e, mais especificamente, da posicdo e do grau de hidroxilacdo do anel
aromatico. As caracteristicas estruturais, também, influenciam o mecanismo de acédo
destes compostos (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992; OU et al. 2002).

Nos ultimos anos vérios estudos forma desenvolvidos para quantificagdo e
identificacdo de compostos fendlicos em caju. Bronzini et al.(2007) identificaram em
extrato sequencial (etanol seguido por &gua) obtido do bagaco de caju, um total de nove
acidos fendlicos, dos quais quatro eram derivados hidroxibenzdico (gélico,
protocatecuico, gentissico e salicilico) e cinco derivados de &acido hidroxicinamico
(caféico, ferulico, cindmico, quinico e p-cumarico). Brito et al. (2007) identificaram 13
flavonois glicosilados. Michodjehoun-Mestres et al.(2009) ao estudarem fendis
monoméricos em caju identificaram miricetina e quercitina hexosideos (2 de cada),
pentosideos (3 de cada), e rhaminosideos como componentes majoritarios. Também
foram detectadas antocianinas glicosiladas, como peonidina, petunidina e cianidina-3-o-
hexosideos. Estudando flavonois em frutas frescas e processadas no Brasil Hoffmann-

Ribani, Huber e Rodriguez-Amaya (2009) detectaram miricetina em caju.
2.3 CAROTENOIDES

Os carotenoides séo tetraterpenoides lipofilicos amplamente distribuidos na natureza
(Figura 3). Compreendem uma familia de compostos naturais, com mais de 600
compostos conhecidos. Apresentam estruturas quimicas diversas e funcbes variadas.
Aqueles constituidos apenas por carbono e hidrogénio sdo denominados de carotenos, e
aqueles com possui oxigénio em sua molécula sdo chamados de xantofilas
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; FARFAN, 2008).
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Figura 3. Estrutura quimica dos principais carotenoides
Fonte: (AMBROSIO; CAMPOS, FARO, 2006)

P-Carotenc

Uma caracteristica peculiar dos carotenoides é a presenca de um sistema de duplas
ligagOes conjugadas, denominado cromoforo, responsaveis por absorver luz e conferir as
cores amarela, alaranjada e vermelha aos alimentos, além da propriedade antioxidante.
Sete duplas ligagdes conjugadas € o requisito minimo para conferir cor ao carotenoide,
cuja intensidade esta relacionada ao nimero de duplas conjugadas. Para a propriedade
antioxidante é exigido um croméforo com nove ou mais duplas ligacdes, para atuarem
sequestrando o oxigénio singlete e/ou interagir com radicais livres (RODRIGUEZ-
AMAYA; KIMURA, 2004).

O teor de carotenoides de um alimento é influenciado por fatores intrinseco e
extrinseco. Dentre os primeiros podem ser citados a cultivar e o estadio de maturacéo,
enquanto que os segundos envolvem as condi¢bes de cultivo, solo, pos-colheita,
armazenamento, processamento, localizacdo geografica do cultivo (RODRIGUEZ-
AMAYA et al.,2008). Em residuo do pedunculo, Barreto et al.(2007) relataram o teor de

carotenoides totais teores de 43,3-54,9ug/g, e identificaram oito de carotenoides, dentre
eles all-trans-luteina, 13-cis+13’-cis-S-criptoxantina, all-trans-p- criptoxantina, 13-cis-
[B-caroteno, all- trams-a-caroteno, neurosporeno, all-trans-f-caroteno e 9-cis-f3-caroteno.

2.4 ACIDO ASCORBICO

A vitamina C é o termo genérico para todos 0s compostos que exibem a atividade
biolégica de acido ascérbico, sendo 0s principais representantes desta vitamina o L-

ascorbico e acido dehidroascorbico (BALL, 2006). Esta vitamina é uma substancia
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cristalina, hidrossoltvel e de sabor acido, insolivel na maioria dos solventes organicos e
pode ser degradado pelo calor, ar e meio alcalino. Atua como um potente e,
provavelmente, o mais importante antioxidante, hidrofilico, inclusive utilizado como
padrdo nas determinaces analiticas (LY KKESFELDT, 2002; RETSKY et al.,1993). E
eficaz na limpeza radical anion superéxido, peréxido de hidrogénio, o oxigénio hidroxila,
radical singlete e 6xido de nitrogénio reativo (HALLIWELL ; GUTTERIDGE, 2007). O
acido ascarbico, como agente antioxidante, libera dois &tomos de hidrogénio da molécula,
dando origem ao acido desidroascérbico. Enquanto que a redugdo se da quando dois
atomos de hidrogénio séo adicionados ao acido desidroascorbico, formando novamente o
acido ascdrbico (ARANHA et al., 2000).

2.5 RADICAIS LIVRES

Os primeiros estudos a respeito de radicais livres ocorreram por volta de 1924, no
entanto, apenas nos anos setenta, foi relatada a importancia destes radicais para os seres
vivos, particularmente para os seres aerobios (BAST et al. 1991). Nestes seres, os radicais
livres sdo produzidos continuamente durante 0s processos metabdlicos e atuam como
mediadores para a transferéncia de elétrons em vérias reacGes bioquimicas,
desempenhando funcdes relevantes no metabolismo. As mitocondrias, por exemplo, que
metabolizam o oxigénio, o nitrogénio e o cloro, bem como a membrana citoplasmatica
sdo as fontes enddgenas destes radicais (AUGUSTO, 2006). Além disso, sdo encontrados
em todos os sistemas biologicos, e tém como alvo celular as proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA, o0s quais estdo relacionados com o seu sitio de formacéo
(ANDERSON, 1996; YU; ANDERSON, 1997). Estes alvos ao serem atingidos, com
certa intensidade, podem provocar a desestabilizacdo do meio molecular (HALLIWELL,
1997; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; THOMAS, 2000; ABDALLA, 2000;
WILHELM FILHO et al., 2001), levando a consequéncias graves para 0 organismo.

Os radicais livres sdo moléculas organicas e inorganicas bem como os atomos que
contém um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente (HALLIWELL,
1994). Atualmente, sdo denominadas de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). A
configuracdo quimica destas moléculas as torna altamente instaveis, com meia-vida
curtissima e quimicamente muito reativas. Essa peculiaridade quimica que confere alta
reatividade aos radicais livres é a base de sua possivel toxicidade (SALDANHA, 2005),

dando origem ao aparecimento de muitas doencas. Vale destacar que os danos ao DNA
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causados pelos radicais livres desempenham um papel importante nos processos de
mutagénese e carcinogénese (POULSEN et al., 1998).

As EROs podem ser geradas por fontes enddgenas ou exdgenas. OS processos
bioldgicos que normalmente ocorrem no organismo, tais como: reducdo de flavinas e
tidis; resultado da atividade de oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e
peroxidases; presenca de metais de transicdo no interior da célula e de sistemas de
transporte de elétrons ddo origem as EROs enddgenas. Entre as fontes exdgenas
geradoras de radicais livres estdo o tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos,
anestésicos, pesticidas e radiacbes (SOARES, 2002). Os sistemas bioldgicos controlam
estes fatores oxidativos via diversos mecanismos antioxidantes que restringem a
reatividade dos radicais livres. Muitos componentes da dieta, essenciais ou ndo, podem
contribuir para estes sistemas de defesa antioxidantes (DECKER, 1997).

Assim, a producdo exagerada das EROs, de modo a superar as defesas naturais do
organismo, torna-se nocivas, podendo desencadear uma série de doencgas crénicas
degenerativas ndo transmissiveis (FLOYD, 1997, HATHERILL, 1991 apud FERREIRA,
MATSUBARA, 1997). Evidencia-se que as EROs encontram-se relacionadas ha cerca de
60 condicbes clinicas, entre elas a catarata, a aterosclerose, o cancer, doencas
cardiovasculares, alteragdes no sistema nervoso, entre outras (LANGSETH, 1995;
KALIORA;DEDOUSSIS, 2007).

Nos alimentos, a oxidacdo lipidica, desencadeada a partir da acdo de radicais livres,
é responsavel pelo desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis, tornando-os
improprios para consumo. Além das alteracbes organolépticas, afetam a qualidade
nutricional dos alimentos promovendo a degradacdo de vitaminas lipossoliveis e de
acidos graxos essenciais, colocando em risco a integridade e a seguranca dos alimentos,
através da formacdo de compostos poliméricos potencialmente toxicos (RAMALHO;
JORGE, 2006). Assim, lipoperoxidacdo € um ponto importante na industria alimenticia,
onde a oxidacdo é minimizada por meio do uso de antioxidantes durante a
industrializacdo (BAGGIO, 2006).

O uso dos antioxidantes sintéticos teve inicio nos anos 40. A estrutura fenolica
destes compostos permite a doacdo de um préton a um radical livre, regenerando, a
molécula do acilglicerol e interrompendo o0 mecanismo de oxidacdo por radicais livres.
Dessa maneira, os derivados fendlicos transformam-se em radicais livres e podem se

estabilizar sem promover ou propagar reagdes de oxidacdo (RAMALHO; JORGE, 2006).
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Porém, estudos toxicoldgicos tém demonstrado que o0s antioxidantes sintéticos
apresentam efeito nocivo ao organismo, frente a estes efeitos adversos, o uso dos
antioxidantes sintéticos é limitado em muitos paises. No Brasil, o Ministério da Salude
através da Resolugdo da diretoria colegiada- RDC N° 64, de 16 de setembro de 2008
estabelece como concentragio maxima permitida é de 0,02g. 100g™ para BHA, BHT,
TBHQ e PG (ANVISA, 2011).

Os efeitos adversos a salde atribuidos aos antioxidantes sintéticos levaram a busca
por antioxidantes provenientes de fontes naturais, que possam atuar sozinhos ou
sinergicamente com outros aditivos, como alternativa para prevenir a deterioracao
oxidativa de alimentos e limitar o uso dos antioxidantes sintéticos (DURAN; PADILLA,
1993). Dentro deste contexto, surgem o0s residuos agroindustriais por apresentarem
quantidade relevante de compostos fenolicos, apds o processamento, podem ser Vistos
como fontes interessantes de antioxidantes naturais (MOURE et al., 2001; LAPORNIK,
et al, 2005; CAETANO et al, 2009; NASCIMENTO; ARAUJO; MELO, 2010;
BABBAR et al., 2011).

A eficiéncia antioxidante dos fitoquimicos bioativos depende de sua estrutura e da
sua concentracdo no alimento. Por sua vez, a quantidade destas substancias em vegetais €
amplamente influenciada por fatores genéticos e condi¢cdes ambientais, além do grau de
maturacao e variedade da planta, entre outros.

Ademais, na quantificacdo destes compostos, o substrato utilizado no ensaio, o
solvente e a técnica de extracdo utilizada, também, sdo fatores que influenciam a
capacidade antioxidante (MOURE et al, 2001; NACZK; SHAHIDI 2004; PEREZ-
JIMENEZ et al., 2008). Devido a diversidade da estrutura quimica dos compostos
antioxidantes e de seus mecanismos de acdo, varios ensaios tém sido desenvolvidos para
avaliar a capacidade antioxidante de diferentes amostras, ndo existindo uma metodologia
universal para essa determinacdo. Alguns determinam a habilidade dos antioxidantes para
sequestrar radicais livres gerados no meio da reagdo, outros, utilizando lipideos como
substrato e avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a peroxidacéo lipidica através
da quantificacdo dos produtos da reacdo, como dienos conjugados e hidroperédxidos, bem
como dos produtos de decomposicdo da peroxidacdo lipidica (FRANKEL; MEYER,
2000; ANTOLOVICH et al., 2002; GIADA; MANCINI-FILHO, 2004) ou medigdo da

inibicdo da oxidacao do lipideo do sistema pelo antioxidante a ser testado (OLIVEIRA et
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al.,2009). Com isso justifica a necessidade de avaliar a capacidade antioxidante por varios

mecanismos de acdo diferente.
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3.OBJETIVOS
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3.1GERAL

Avaliar o potencial antioxidante de residuos do peddnculo do caju provenientes da

industria processadora de polpa congelada de fruta.

3.2ESPECIFICOS

e Caracterizar fisico-quimicamente a farinha do residuo do bagaco do pedinculo do
caju;

e Otimizar o processo de extracdo de fendlicos com vistas a obter extratos com
elevado teor de compostos fenolicos e forte capacidade antioxidante;

e Quantificar os principais fitoquimicos bioativos;

e Investigar a capacidade antioxidante de extratos do residuo do caju obtidos com o
processo de extracdo otimizado por diferentes métodos “in vitro”;

e Averiguar a existéncia de correlacao entre o teor de fenolicos totais e a capacidade

antioxidante dos residuos do pedunculo do caju.
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OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO DE POLIFENOIS A
PARTIR DO RESIDUO AGROINDUSTRIAL DE CAJU

RESUMO

A diversidade de produtos industriais obtidos a partir do pedunculo do caju tem gerado
residuo sélido (bagaco) que geralmente é descartado. Considerando que este material
ainda apresenta em sua constituicdo fitoquimicos bioativos e a inexisténcia de uma
metodologia universal para a extracdo de polifendis, este trabalho teve como objetivo
caracterizar fisico-quimicamente o bagaco do pedinculo do caju e otimizar o processo
para obtencdo de extratos com maior teor fendlicos totais e forte capacidade antioxidante.
O residuo, apbés secagem em estufa, foi submetido a determinacdo da composicao
centesimal e dos principais fitoquimicos bioativos. Para definir as melhores condigdes do
processo de extracdo foi utilizado o um planejamento fatorial fracionado 2** para cada
tipo de solvente (acetona e metanol), tendo como variaveis independentes, tempo (30 a
90min), temperatura (30 a 50°C), concentracdo do solvente hidroacetonico e
hidrometanolico (50% a 90%) e velocidade de agitacdo (100 a 300rpm); seguido do
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), considerando os resultados obtidos
com o primeiro planejamento, tiveram como variaveis dependentes fenolicos totais e
capacidade de sequestrar o radical DPPH. Os extratos foram avaliados quanto ao teor de
fendlicos totais extraido e a capacidade do extrato de sequestrar o radical DPPH. As
variaveis estudadas ndo influenciaram na extracdo dos compostos fendlicos ao empregar
metanol como solvente extrator, independente das condi¢es do processo, porém foram
significativas quando o processo de extracdo utilizou acetona. Extratos com altos teores
de polifendis e forte capacidade de sequestro do radical DPPH (>80%) foram obtidos ao
empregar acetona a 55%, tempo de 30 minutos, temperatura de 30° e agitacdo de 150
rpm. Evidencia-se, portanto, que o residuo de pedunculo de caju é uma potencial fonte
natural de compostos bioativos, com forte capacidade antioxidante, permitindo
vislumbrar a sua aplicacdo em alimentos em substituicdo total e/ou parcial aos
antioxidantes sintéticos.

Palavras chave: compostos fenolicos; residuo de caju; capacidade antioxidante.
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ABSTRACT

The diversity of industrial products obtained from cashew stalk has generated solid waste
that is usually discarded. Whereas this material still has in its constitution bioactive
phytochemicals and the lack of a universal methodology for the extraction of
polyphenols, this study aimed to characterize the physic-chemically agro industrial
residue cashew and optimize the process to obtain extracts with high phenolic content and
strong antioxidant capacity. The dried residue was subjected to the determination of the
proximate composition and content of the main bioactive phytochemicals. To determine
the ideal processing conditions for preparing extracts with high total phenolic content and
high antioxidant capacity the 2** fractional factorial design and the central composite
rotational design (DCCR) was applied for each type of solvent (acetone and methanol).
Stirring time (30 to 90 minutes), processing temperature (30 to 50 °C), solvent
concentration (50% to 90%) and Stirring speed (100 to 300 rpm) were used as
independent variables, and the total phenolic content and percentage of DPPH radical
scavenging were used as dependent variables. The variables did not influence the
extraction of phenolic compounds by employing methanol as solvent extractor,
independent of process conditions, but were significant when the extraction process used
acetone. Extracts with high levels of polyphenols and strong scavenging capacity DPPH
(> 80%) was obtained by employing acetone 55%, time 30 minutes, temperature of 30 °
C and agitation of 150 rpm. It is evident, therefore, that the residue of cashew is a
potential source of natural bioactive compounds with strong antioxidant capacity,
allowing envision its application in food in total replacement and/or partial to synthetic

antioxidants.

Keywords: phenolic compounds; residue cashew; antioxidant capacity.
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INTRODUCAO

No Brasil, a cajucultura apresenta relevancia socioeconémica, com uma area plantada
de 758.085 hectares, e uma producdo de 220.505 t de castanha e 1.592.530 t de
pedinculo (IBGE, 2011; FAO, 2011). A diversidade de produtos industriais obtidos a
partir do peddnculo do caju gera grande quantidade de residuo (bagaco) que é descartado,
podendo desencadear sérios problemas ambientais. Vale ressaltar que na producdo de
sucos e polpas, os residuos correspondem a cerca de 40% do peso da maioria das frutas,
como manga, acerola, maracuja e caju (BARTHOLO, 1994). Esses residuos, com
excecdo do caju, constituidos por casca e semente, geralmente contém quantidades
relevantes de fitoquimicos bioativos, e muitas vezes apresentam capacidade antioxidante
superior a encontrada na polpa do fruto (AJILA et al., 2007; ABREU, 2001).

Por outro lado, a inddstria de alimentos com objetivo de inibir reacbes de oxidacao
lipidica faz uso de antioxidantes sintéticos. No entanto, a inocuidade destes aditivos vem
sendo questionada, uma vez que estudos apontaram para possiveis efeitos mutagénicos e
carcinogénicos (BIRCH et al., 2001). Este fato tem impulsionado as pesquisas que
buscam por fontes de antioxidantes naturais. Neste contexto encontram-se o0s residuos
agroindustriais que vém sendo utilizados para extrair compostos com propriedade
antioxidante, como relatado por Moure et al., (2001). Vérios residuos de frutas tropicais
tem demonstrado forte potencial antioxidante, a exemplo do residuo de acerola
(CAETANO et al.,, 2009), maracuja e abacaxi (OLIVEIRA et al., 2009) e goiaba
(NASCIMENTO; ARAUJO; MELO, 2010).

Entretanto, para a extracdo de fitoquimicos antioxidantes ndo existe um
procedimento padrdo tendo em vista a variabilidade quimica destes compostos. Alem
disso, a matriz do alimento, o tempo e a temperatura do processo influenciam na eficacia
da extracdo destes fitoquimicos. Assim, a combinacdo de solventes com diferentes
polaridades e o emprego de pelo menos dois ciclo de extracdo vém sendo recomendado
para otimizar esta extracdo (LARRAURI et al., 1997; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2005; SAURA-CALIXTO; GONI, 2006). O procedimento metodolégico que
envolve solventes organico-aquosos, trés ciclos de extracdo e temperatura de 25 + 2°C
mostrou-se eficaz para extrair quantidade significativa de polifendis a partir de residuos
de acerola (CAETANO et al.,2009). Em residuo de goiaba, a maioria dos polifendis foi

solubilizada em acetona 80% e metanol 80%, enquanto que quantidade estatisticamente
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inferior foi extraida em agua (100%) e etanol (80%) (NASCIMENTO; ARAUJO;
MELO, 2010).

Considerando a especificidade de cada matéria prima e dos compostos fitoquimicos
presentes bem como das diversas variaveis que interferem na eficiéncia do processo de
extracdo, torna-se importante a aplicacdo do planejamento fatorial. Esta ferramenta vem
sendo muito usada para definir as condi¢Oes de processo tendo em vista que permite
observar, ao mesmo tempo, a influéncia de variaveis sobre uma resposta desejada,
reduzindo o tempo e o nimero de experimentos, com uma boa confiabilidade nos
resultados (RODRIGUES; LEMMA, 2009). Assim, frente a quantidade de residuo de
caju produzida pela agroindustria e a presenca de quantidades significativas de polifendis
nestes materiais, este trabalho teve como objetivo caracterizar o residuo agroindustrial de
caju, utilizando o planejamento fatorial, otimizar as condigcdes de processo para extragdo
destes fitoquimicos.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Os residuos de caju, constituido pelo bagaco do pedunculo, foram cedidos por uma
industria produtora de polpa congelada de frutas, localizada na cidade de Recife/PE. Este
material foi coletado diretamente da linha de producdo e, imediatamente, transportado
para Laboratorio de Analises Fisico-quimicas de Alimentos, do Departamento de
Ciéncias Domésticas da UFRPE, onde foram submetidos a secagem, em estufa com
circulacdo de ar (50°C), até atingir umidade igual ou inferior a 10%. Em seguida, 0s
residuos desidratados foram triturados, em moinho de faca (Tecnal 631/2), passados em
tamiz de 80 mesh para obtencdo de uma farinha de granulometria uniforme, que foi
acondicionada em sacos de polietileno de alta densidade, e mantida sob congelamento (-
20°C). Estas amostras foram utilizadas na extracdo de polifendis de acordo com as

condicdes do planejamento experimental (Tabela 1).
Métodos
Determinac6es analiticas

A farinha do residuo de caju foi submetida a determinacGes de umidade, extrato

etéreo, proteinas, residuo mineral fixo, agucares totais, agucares redutores, agucares ndo
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redutores e pH, segundo 0 método da AOAC (2005). A atividade de &gua foi determinada
em Aqualab 4TE Decagon Devices a 25°C. Carboidratos totais foram calculados por

diferenca conforme a Equacéo 1 e o resultado expresso em g.100g™.
100 g — (gramas totais de umidade+ proteina + extrato etéreo + residuo mineral fixo) (Equacédo 1)

Quantificacao dos principais fitoquimicos

Flavondis totais e antocianinas totais: Para a extracdo, a farinha (5g) foi
homogeneizada em solugéo de etanol 95% e HCI 1,5N (85:15 v/v), e deixada em repouso
por 12h, a 5°C, ao abrigo da luz. Em seguida, apds filtracdo e repouso de duas horas, o
extrato foi submetido a leitura espectrofotométrica a 374nm e a 535nm, para flavonois e
antocianinas, respectivamente. Para a quantificacdo dos flavonois e antocianinas utilizou-
se, respectivamente, o coeficiente de absortividade molar de 76,6 e de 98,2, e os
resultados foram expressos em mg em equivalente de quercetina por 100g da amostra e
em mg em equivalente de cianidina-3glicosidio por100g amostra, segundo método Lees e
Francis (1972).

Taninos Condensados: A extracdo e a quantificacdo dos taninos condensados foram
efetuadas segundo método descrito por Tiitto-Julkunen (1985). A farinha do residuo de
caju (5g) foi adicionada a acetona 70%, e deixada sob agitacdo durante trés ciclos de 20
minutos, seguindo de filtracdo. Vanilina a 4% em metanol e, em seguida, HCI
concentrado foram adicionados a uma aliquota do extrato. Apés o repouso de 20 minutos,
a absorbancia foi registrada no comprimento a 500nm, e os resultados expressos em mg

em equivalente de catequina por 100 gramas da amostra.

Acido Ascorbico: determinado por método titulométrico utilizando 2,6 diclofenol
indofenol (AOAC, 2005).

Carotenoides totais: A extracdo dos carotenoides totais foi efetuada segundo
metodologia descrita por Rodriguez-Amaya (1999). Para quantificacdo foi utilizado a
absorbancia registrada a 450nm, o coeficiente de absortividade (E**..) de 2500 e a
seguinte expressao matematica:

ug/g = Volume x_ absorbéncia x 10°
E*.m X peso amostra

Os resultados foram expressos em pg em equivalente de f-caroteno por g da amostra.
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Fenolicos Totais: Para a extracdo foi empregado processo sequencial utilizando
acetona a 55% e metanol a 50%. A farinha do residuo (5g) foi deixada sob agitagdo, por
30 min, no primeiro solvente extrator, e em seguida, centrifugado a 4000rpm O
sobrenadante foi coletado e o precipitado ressuspenso no segundo solvente, submetido a
agitacdo por 30 min, e centrifugado a 4000 rpm. Os sobrenadantes foram combinados,
concentrados sob pressdo reduzida a 40° C, e o volume final aferido para 50mL. O teor de
fendlicos totais foi quantificado segundo metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi
(1999), e o resultado expresso em mg em equivalente de acido gélico por 100g de residuo
(mg EAG. 100g™).

Capacidade antioxidante de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina
(DPPH): Determinada segundo metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995) e
os resultados expressos em % de sequestro do radical DPPH.

Aplicacdo do Planejamento Experimental no processo para obtencéo de extratos

Com o objetivo de definir as melhores condi¢cbes do processo de extracdo dos
compostos fendlicos da farinha do residuo de caju foram utilizados dois tipos de
planejamento de experimentos. O primeiro planejamento experimental foi o fatorial
fracionado 2** para cada tipo de solvente (acetona e metanol). Este planejamento teve
como funcdo avaliar a influéncia das variaveis independentes: tempo (30 a 90min),
temperatura (30 a 50°C), concentracdo do solvente hidroaceténico e hidrometandlico
(50% a 90%) e velocidade de agitacdo (100 a 300rpm) (Tabela 1). Com os resultados
desse primeiro planejamento, aplicou-se o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) com objetivo de otimizar o rendimento de compostos fendlicos totais, cujas
condicdes estdo apresentadas na Tabela 2. Os dois planejamentos tiveram como variaveis
dependentes o teor de fenélicos totais (ug EAG. mL™) (WETTASINGHE; SHAHIDI,
1999) e capacidade antioxidante de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina
(DPPH) (%) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) dos extratos.
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Tabela 1. Matriz de planejamento fatorial fracionario 2, niveis codificados e
decodificados das variaveis, para obtencdo de extratos hidrometandlico e hidroacetdnico
a partir de farinha do residuo do pedunculo do caju.

Ensaio Tempo (min.) Temperatura (°C) Agitacéo (rpm) Concentracéo do
solvente (%)

1 -1(30) -1(30) -1(100) -1(50)
2 +1(90) -1(30) -1(100) +1(90)
3 -1(30) +1(50) -1(100) +1(90)
4 +1(90) +1(50) -1(100) -1(50)
5 -1(30) -1(30) +1(300) +1(90)
6 +1(90) -1(30) +1(300) -1(50)
7 -1(30) +1(50) +1(300) -1(50)
8 +1(90) +1(50) +1(300) +1(90)
9 0(60) 0(40) 0(200) 0(70)
10 0(60) 0(40) 0(200) 0(70)
11 0(60) 0(40) 0(200) 0(70)

12 0(60) 0(40) 0(200) 0(70)
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Tabela 2. Matriz do delineamento fatorial 2° - composto central rotacional, niveis
codificados e decodificados das varidveis, para obtencdo de extratos hidroacetonico a
partir de farinha do residuo do peddnculo do caju.

Ensaio Temperatura (°C) Agitacio (rpm) Concentragéo do solvente (%)
1 -1(30) -1(150) -1(55)
2 1(45) -1(150) -1(55)
3 -1(30) 1(250) -1(55)
4 1(45) 1(250) -1(55)
5 -1(30) -1(150) 1(75)
6 1(45) -1(150) 1(75)
7 -1(30) 1(250) 1(75)
8 1(45) 1(250) 1(75)
9 -1,68(25) 0(200) 0(65)
10 1,68(50) 0(200) 0(65)
11 0(37,5) -1,68(117,5) 0(65)
12 0(37,5) 1,68(282) 0(65)
13 0(37,5) 0(200) -1,68(48,2)
14 0(37,5) 0(200) 1,68(81,2)
15 0(37,5) 0(200) 0(65)
16 0(37,5) 0(200) 0(65)
17 0(37,5) 0(200) 0(65)

TRATAMENTO ESTATISTICO

Todas as determinacOes referentes a caracterizacdo fisico-quimica da farinha do
residuo foram realizadas em triplicatas, conduzidas ao abrigo da luz, e os resultados
expressos em média e desvio padrdo. Os dados dos planejamentos experimentais, bem
como, a andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos das variaveis de processo foram

analisados utilizando o programa Statistica (Statsoft 7.0).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacéo da farinha do residuo do pedunculo do caju

A farinha do residuo do peddnculo de caju apresenta teor de agua (umidade de 6,82
g 100g™ e atividade de agua de 0,36) caracteristico de um produto desidratado e pH
levemente &cido, prdprio de frutos (Tabela 3). Em alimentos desidratados a atividade de
agua (aw) que corresponde a agua livre ou ativa no alimento encontra-se na faixa de 0 a
0,6, e o teor de umidade que representa a agua total presente no alimento deve
permanecer abaixo de 25%. AcUcares totais, redutores e ndo redutores, quantificados na
farinha do residuo do pedunculo de caju, apresentam valores semelhantes aos relatados
por Matias et al. (2005). Em geral, os frutos apresentam elevado teor de agUcares,
sobretudo frutose e glicose. Em caju (pedunculo) fresco e desidratado em estufa o teor de
acucares totais foi de 2,48 % e 9,86%, respectivamente (PINHO et al., 2011).

Tabela 3. Caracteristicas da farinha do residuo do pedunculo de caju (dados

experimentais e dados da literatura)

Teores

Constituintes - - -
experimentais literatura

Atividade de Agua 0,36+0,002

3,48 (Pinho et al., 2011)

pH 4.3+0.005 4,72 (Uchda, 2007)
T 3,82 (Matias et al., 2005)

Médias de trés determinacdes mais desvio padrdo

Os dados referentes a composi¢do quimica da farinha do residuo de caju encontram-
se na Tabela 4. O baixo teor de umidade e de atividade de dgua favorece a conservacao
do material uma vez que as reagbes quimicas, microbiolégicas e bioquimicas sdo
interrompidas ou tém sua velocidade reduzida. Uchda (2007) e Pinho et al.(2011) relatam
teor de umidade de 6,99% e 6,80%, respectivamente, para o residuo do pedunculo
desidratado, valores semelhantes ao encontrado neste estudo (Tabela 4). Evidencia-se que
este produto apresenta teores relativamente elevados de proteina, lipideos e carboidratos
totais, os valores de proteinas e lipideos foram semelhantes aos encontrados por Pinho et
al.(2011) e Tocchini (1985). Segundo Pinho et al. (2011), o processo de desidratacéo
concentra os componentes do alimento, justificando o teor mais elevado no material seco.

Este autor relata que o teor de proteina do pedtnculo de caju fresco é de 2,07 mg.100g™,



57

e que apos a desidratagdo em estufa este constituinte atinge valores entre 9,18 e 10,56
mg.100g™ (PINHO et al., 2011).

Tabela 4. Composicdo quimica da farinha do residuo do peddnculo de caju (dados
experimentais e dados da literatura)

Constituintes - - Teores -
experimentais literatura
. Al . 6,80  (Pinhoetal., 2011)
Vol :
Umidade e S(gligg%q():las olateis 6,82 +0,55 699  (Uchoa, 2007)
1,09  (Pinhoetal., 2011)
Residuo mint_alral fixo 1,42+0.08 1,66  (Montenegro, 2003)
(9 100g™) 1,78  (Uchéa, 2007)
9,18 a 10,56 (Pinho et al., 2011)
Protelnﬁls 9.65:+0,08 3,25 (Mati:':ls etal, 2005)
(9 100g™) 13,42 (Araujo, 1987)

3,17 (Montenegro, 2003)
. 3,01 (Uchba, 2007)
Lipideos 5,43+0,76 325  (Aratijo, 1987)

100g™*
(9 200g7) 5,76  (Tocchini, 1985)

Carboidratos totais 76,68+1,39 -

(9 100g™)
9,86 (Pinho et al., 2011)

Acucares totais 16,4040,17 16,86 (Matias etal, 2005)
(% glicose) T

20,26  (Alcantara et al.,2007)

Acucares redutores 122040 19 13,32 (Matias et al., 2005)
(% glicose) ' '

Acucares ndo redutores
(% sacarose) 3,99+0,36 -

Médias de trés determinacdes mais desvio padrao

Os teores dos principais fitoquimicos bioativos presentes na farinha do residuo do
pedunculo de caju encontram-se na Tabela 5. Evidencia-se que este residuo detém
quantidades relevantes de fitoquimicos. O teor de acido ascérbico foi superior ao relatado
por Uchda (2007) para p6 de caju (34,72 mg.100g™) e p6 de goiaba (21,55mg.100g™). Os
carotenoides, compostos responsaveis por conferir a cor amarela, alaranjada e vermelha
aos alimentos, encontram-se presentes no residuo desidratado em quantidade superior ao

quantificado por Melo et al. (2006) no pedanculo fresco (5,34ug. p-caroteno. g™).
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Além do acido ascérbico e dos carotenoides (Tabela 5), a farinha do residuo em
estudo apresenta, ainda, quantidades expressivas de fendlicos totais (1.975,64+24,11 mg
EAG.100g™). Esta classe de compostos apresenta valores muito superiores aos
determinados por Rufino et al. (2010), porém inferiores aos citados por Sulaiman et al.
(2011). O primeiro autor empregando na extracdo, processo sequencial (metanol 50%
seguido por acetona (70%), e o segundo procedendo a extracdo destes fitoquimicos em
acetona (70%), relatam teor de 830,00 e de 2.920,00 mg.100g™, respectivamente. O teor
de taninos condensados, polimero de alto peso molecular, foi inferior ao relatado por
Aradjo (1987). Dependendo do grau de polimerizacdo, 0s taninos exercem importante
papel nas caracteristicas sensoriais do fruto, adstringéncia e amargor, além de apresentar

correlacdo positiva com a atividade antioxidante.

Tabela 5. Principais fitoquimicos bioativos presentes na farinha do residuo do peddnculo

de caju (dados experimentais e dados da literatura)

Fitoguimicos Teores
q experimentais Dados da literatura
Acido ascorbico A
(mg 100g) 78,50£16,74 34,72 (Uchoa, 2007)
Taninos condensados i,
(mg equivalente catequina.100g™) 313,00+7,69 1.400 (Aradjo, 1987)
Flavonois
(mg de quercetina.100g™?) 109,03+1,37 }
Carotenoides totais -
(ug equivalente p-caroteno. g) 67,20+1,15
Antocianinas -
(mg equivalente cianidina-3glicosidio. 100g™) 36'0511'02
Fendlicos totglis* 1.975,64+24,11 830,00 (Rufino et al., 2010)
(mg EAG.1009°) 2.920,00  (Sulaiman etal., 2011)

Médias de trés determinacdes mais desvio padrdo; *extracdo sequencial (acetona+metanol); EAG= equivalente em
4cido gélico

Segundo Naczk e Shahidi (2006), a extracao de polifendis € influenciada pelo tipo e
polaridade do solvente, pelo tempo e temperatura de extracdo, assim como, pelas
caracteristicas fisicas da amostra. A diferenca da polaridade do solvente de extracdo pode
influenciar a solubilidade dos componentes quimicos em uma amostra (ZAO et al., 2006).
Os valores diferenciados dos polifendis deste residuo quando comparados com os dados
da literatura relativos aos teores de fitoquimicos em pedunculo de caju desidratado ou

liofilizado se deve também aos aspectos metodoldgicos relacionados a extracdo e a
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quantificacdo. Além disso, fatores intrinsecos e extrinsecos, dentre eles, a variedade
genética, estadio de maturacdo, cultivar, clima e condi¢Bes de cultivo, colheita e pds-
colheita, entre outros, contribuem para a diversidade, em termos quantitativos, dos
fitoquimicos (LEE; KADER, 2000; CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005),

Esses compostos, considerados fitoquimicos bioativos, exibem uma reconhecida
acdo antioxidante, atuando por diferentes mecanismos, dentre eles a complexacéo de ions
metalicos, captura de radicais livres, decomposicdo de peroxidos, doacao de elétrons e de
hidrogénio (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995), inativacdo de espécies
reativas de oxigénio, absorcdo de radiacdo UV, entre outros (MAISUTHISAKUL;
SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT, 2007).

Planejamento Fatorial Fracionario: Extratos hidrometandlicos e hidroacetonicos

Teor de Fenolicos Totais

Para avaliar as melhores condicGes de extracdo dos compostos fendlicos foram
utilizados dois tipos de solventes, metanol e acetona. Nos ensaios realizados com
metanol, os resultados apresentados na Tabela 6 demonstraram que independente das

condicdes de processo a variacdo no teor de fenolicos ndo foi expressiva (de 466 a 603

ug. mi™).
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Tabela 6. Fenolicos totais e capacidade de sequestro do radical DPPH" de extratos

hidrometandlicos e hidroacetdnico da farinha do residuo do peddnculo de caju.

Fatores Metanol Acetona

Ensaio tempo T(°C) Agitacdo  Concentracao Teor de DPPH (%) Teor de  DPPH(%)

(min.) (rpm) do solvente (%) fenolicos (aos 5min.)  fendlicos  (aos 5 min.)
(Hg/ml) (Hg/ml)

1 -1(30) -1(30) -1(100) -1(50) 498,93+29,43 66,91 1.344,00+ 92,86
44,49

2 +1(90)  -1(30) -1(100) +1(90) 511,20+52,58 57,66 745,70+ 70,64
46,84

3 -1(30) +1(50) -1(100) +1(90) 466,00+48,08 67,60 710,00+ 57,43
33,94

4 +1(90)  +1(50) -1(100) -1(50) 574,40+70,76 76,49 1.589,20+ 91,98
79,40

5 -1(30)  -1(30) +1(300) +1(90) 516,70+28,93 65,70 747,50 78,71
21,55

6 +1(90)  -1(30) +1(300) -1(50) 513,70+30,48 74,55 1.481,30+ 91,91
56,92

7 -1(30) +1(50)  +1(300) -1(50) 570,50+31,04 79,80 1.445,50+ 93,51
22,01

8 +1(90)  +1(50)  +1(300) +1(90) 465,70+72,06 75,32 777,70+ 75,74
20,43

9 0(60) 0(40) 0(200) 0(70) 537,40+15,81 78,68 1.372,60+ 95,39
38,92

10 0(60) 0(40) 0(200) 0(70) 567,10+22,77 81,16 1.444,30+ 94,87
30,23

11 0(60) 0(40) 0(200) 0(70) 603,00+51,04 83,23 1.153,10+ 92,86
64,18

12 0(60) 0(40) 0(200) 0(70) 596,60+11,21 81,62 1.294,90+ 70,64
34,65

De acordo com a Tabela 7, correspondente aos efeitos significativos, que analisa

estatisticamente, a influéncia da variavel no processo, levando em consideracdo a faixa

estudada evidencia-se que ndao houve influencia na extragdo dos compostos fendlicos,

exceto a concentracdo do solvente. Observa-se que as menores quantidades de fendlicos

foram extraidas com as maiores concentracdes do solvente.
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Tabela 7. Efeitos estimados para extracdo de compostos fendlicos utilizando metanol
como solvente extrator no planejamento fracionario 2**.

Efeito Erro Limite de Limite de
Estimado padréo t p confiangca  confianca
- 95% + 95%
*Média 514,6163 10,65076 48,31734 0,000020 480,721 548,5117
Curvatura 122,8175 36,89531 3,32881 0,044759 5,400 240,2348
Tempo (min) 3,1675 21,30152 0,14870 0,891225 -64,623 70,9584
T(°C) 8,9675 21,30152 0,42098 0,702110 -58,823 76,7584
Agitacao 3,9675 21,30152 0,18625 0,864128 -63,823 71,7584
(rpm)
*Conc. -49,56325 21,30152 -2,32530 0,102586 -117,323 18,2584

solvente (%)

* variaveis significativas, R“=0,6190, p<0,05

Para obter uma validacdo ou a comprovagdo dos resultados, foram escolhidas a
condicdo que propiciou a maior extracdo de fenolicos (ensaio 4) e a condi¢do do ponto
central (ensaio 12). Neste procedimento, mantiveram-se as condi¢fes de tempo,
temperatura e agitacdo dos ensaios, alternando-se os valores de concentracdes. Sendo
assim, o ensaio 4 utilizou a concentracdo do ensaio 12 (condicéo a) e o ensaio 12 a do 4
(condicdo b). Contatou-se que com o metanol, o teor de fendlicos extraido na condicdo a
(624,33 pg/ml) e b (628,24 pg/ml) foram semelhantes, confirmando que metanol ndo tem
efeito significativo no processo de extracdo. Vale ressaltar que esta constatacdo ndo é
uma regra geral, tendo em vista que para outros residuos, a exemplo da casca de manga
Tommy Atkins, (ARAUJO, 2012) o metanol se mostrou eficaz como solvente extrator.
Sendo, portanto, necessario aplicar planejamentos para cada matéria prima, com vista a
identificar qual o melhor solvente e condicGes de extracdo para obtencéo de extratos com
elevados teores de fendlicos totais.

No caso da acetona, como solvente extrator, os resultados foram mais significativos
uma vez que uma maior quantidade de fendlicos foi extraida (Tabela 6). Demonstrando
gue a acetona pode ser considerada um solvente com uma melhor capacidade de extracéo,
e que a sua concentracdo tem uma influéncia limitante no processo, pois com o aumento
da concentracdo deste solvente ocorre uma reducdo na quantidade de fendlicos extraida
(Tabela 6). Este efeito limitando é confirmado na andlise dos efeitos (Tabela 8),

indicando a influéncia negativa que a concentragdo de acetona tem no processo, ou



62

melhor, que altas concentragcdes de acetona extraem menores quantidades de fendlicos.
Sendo assim, pode-se verificar na Tabela 6 que a maxima extracdo
(1.589,20£79,40ug/ml) foi alcangada quando se utilizou tempo de 90 minutos,
temperatura de 50°C, agitacdo 100 rpm e concentracdo de solvente 50%, e uma menor
extragdo foi alcanga com 30 minutos, 50°C, 100rpm e concentragdo do solvente de 90%
(710,00+33.94 pg/ml).

Tabela 8. Efeitos estimados para extracdo de compostos fendlicos utilizando acetona
como solvente extrator no planejamento fracionario 2*.

Efeito Erro Limite de Limite de
Estimado padréo t p confiangca  confianca
- 95% + 95%
*Média 1105,113 42,2349 26,16587 0,000122 970,702 1239,523
Curvatura 396,225 146,3060 2,70819 0,073276 -69,386 861,836
Tempo (min) 86,725 84,4698 1,02670 0,380109 -182,096 355,546
T(°C) 50,975 84,4698 0,60347 0,588770 -217,846 319,796
Agitagdo 15,775 84,4698 0,18675 0,863770 -253,046 284,596
(rpm)
*Conc. -719,775 84,4698 -8,52109 0,003395 -988,596 -450,954

solvente (%)

* variaveis significativas, R“=0, 9547, p<0,05

O planejamento fatorial demonstrou que apenas a concentracdo do solvente tinha
um efeito negativo, indicando que quanto mais alta for sua concentragdo menor sera sua
capacidade de extracdo. Assim iniciou-se 0s estudos para otimizar o processo de
extracdo, definindo com base nos resultados do planejamento fracionario (Tabela 6),

novas faixas de temperatura, concentracdo do solvente e agitacéo.

Capacidade Antioxidante

A capacidade dos extratos obtidos com o planejamento fatorial fracionario de
sequestrar o radical DPPH foi mensurada (Tabela 6). Os extratos metanolicos, exceto 0s
dos ensaios 01, 02, 03 e 05, atingiram valores superiores a 70%, podendo ser considerada
uma forte acdo antioxidante, segundo a classificacdo estabelecida por Melo et al. (2008).
Estes autores classificam a acdo antioxidante em forte, intermediaria ou fraca quando o
percentual de sequestro do radical DPPH atinge valores acima de 70%, entre 60 e 70% e
abaixo de 50%, respectivamente. Para 0s extratos hidroacetnicos, exceto o do ensaio 5,

apresentaram uma forte acdo antioxidante (>70%). Observa-se, também, que o menor
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percentual de sequestro (57,43%) foi exibido pelo extrato que apresentou o menor teor de
fendlicos totais (710+33,94pug/ml) enquanto que o maior percentual (95,39%) foi atingido
pelo extrato com niveis de fendlicos totais de 1.372,60 +38,92ug/ml. Ao comparar a a¢éo
antioxidante dos extratos hidroacetdnicos com a dos hidrometandlicos fica demostrada a
superioridade dos primeiros, exceto aqueles obtidos nas condic¢des dos ensaios 3, 8 e 12.

Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR

Considerando que as varidveis estudadas no processo de extragdo com metanol ndo
influenciaram expressivamente na extracdo dos fendlicos, um novo planejamento foi
realizado apenas para acetona com o objetivo de explorar um pouco mais a influéncia da
temperatura e da agitacdo em uma nova faixa de estudo. O tempo foi fixado em 30
minutos, uma vez que o0 mesmo ndo apresentou influéncia significativa, tornando mais
econémico o processo operacional para uma futura aplicagdo industrial. Para as novas
condigdes do planejamento DCCR, os resultados das analises e a ANOVA estéo

apresentados nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.
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Tabela 9. Fendlicos totais e percentuais de sequestro do radical DPPH" de extratos

hidroacetbnicos da farinha de residuo do pedunculo de caju obtidos no delineamento

composto central rotacional.

Ensaios Temperatura Agitacdo Concentracéo Teor de fenolicos DPPH (%)
(°C) (rpm) solvente (%) (pg/ml) (Amin.)
1 -1(30) -1(150) -1(55) 1.722,35+102,99 84,94
2 1(45) -1(150) -1(55) 1.732,47+30,35 86,56
3 -1(30) 1(250) -1(55) 1.704,80+38,16 86,84
4 1(45) 1(250) -1(55) 1.668,85+72,56 87,36
5 -1(30) -1(150) 1(75) 1.304,60+16,62 74,11
6 1(45) -1(150) 1(75) 1.286,72457,10 73,31
7 -1(30) 1(250) 1(75) 1.249,10+54,11 71,78
8 1(45) 1(250) 1(75) 1.281,13+112,97 77,66
9 -1,68(25) 0(200) 0(65) 1.469,68+77,59 81,90
10 1,68(50) 0(200) 0(65) 1.626,42+29,09 82,30
11 0(37,5) -1,68(117,5) 0(65) 1.553,80+46,03 83,72
12 0(37,5) 1,68(282) 0(65) 1.590,00+30,93 87,63
13 0(37,5) 0(200) -1,68(48,2) 1.709,12+37,17 87,88
14 0(37,5) 0(200) 1,68(81,2) 1.125,65+39,94 77,04
15 0(37,5) 0(200) 0(65) 1.569,55+87,56 87,79
16 0(37,5) 0(200) 0(65) 1.624,97+41,16 86,43
17 0(37,5) 0(200) 0(65) 1.632,98+44,16 85,20

A andlise dos resultados revelam que as melhores condigdes para extracdo de
fendlicos correspondem as dos ensaios 1 (1.722,35+102,99 pg/ml) e 2 (1.732,47+30,35

pg/ml), que se diferenciaram entre si apenas pelo valor da temperatura. Na Tabela 10

evidencia-se pelo valor do teste F que os resultados séo significativos e preditivos, com
confiabilidade de 96% (R?=0,96143) e p-valor < 0,005. Sendo representado pelo modelo
(Equacdo 01) e superficies de resposta (Figura 1)

[Teor de Fendlicos] = 1.609,99 — 196,839[acetona] — 70,652[acetona]?

(Equacéo 1)



65

Tabela 10 — ANOVA para a resposta teor de fendlicos com solvente acetona

Soma Graus de Média Teste F R? p
Quadratica  liberdade  Quadratica
Regressdo 5874991 9 65277,68 19,39 0,96143  0,00001
Residual 23567,4 7 3366,77
Total 611066,5 16
Fo,05;,07= 6,72

Na Figura 1 estdo apresentadas as superficies de resposta referentes ao teor de
fendlicos em funcdo da agitacdo e temperatura (Figura 1a), da concentracdo de acetona e
temperatura (Figura 1b) e da concentracdo de acetona e agitacdo (Figura 1c). Pode-se
observar que a temperatura ndo apresentou influéncia na extragdo (Figura 1a e 1b). Na
Figura la, a extracdo atingiu sua concentragdo maxima quando a temperatura fica
proxima de 37,5°C, com agitacdo em torno de 200 rpm. Na Figura 1b, constata-se que na
temperatura Otima de 37,5°C para obter altos valores de extracdo, a concentragdo da
acetona pode ser em torno de 48%, condi¢do comprovada, também, na Figura 1c, na qual
se evidencia que os maiores teores foram obtidos com contratragdo em trono de 50%.
Sendo assim, pode-se observar que a concentracdo da acetona é um parametro de forte
influéncia no processo de extracdo, ficando limitada a uma faixa de concentracdo em
torno dos 50%, quando combinada com uma temperatura na faixa de 30 e 45°C e agitacéao
na faixa de 150 a 250 rpm. Estes parametros tornam o processo bastante viavel
economicamente, por trabalhar com baixas temperaturas e agitacdo moderadas, quando se
deseja realizar uma aplicacdo industrial. Assim, o extrato obtido empregando acetona a

55%, a temperatura de 30°C e a agitacdo e 150rpm foi utilizado para os demais ensaios.
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Figura 1. Superficies de respostas para teor de fendlicos em funcdo da (a) agitacdo X

temperatura, (b) concentracdo de acetona X temperatura e (c) concentracdo de acetona X

agitacao.
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Capacidade Antioxidante

Apos a quantificagdo dos compostos fendlicos foi realizado analises para mensurar
a capacidade antioxidante dos extratos obtidos com ensaios do DCCR (Tabela 9). Os
extratos de todos os ensaios, ao alcangarem 1 minuto de reagdo, exibiram uma forte
capacidade de sequestro (>70%). Demonstrando que os residuos do pedinculo de caju
ainda contém quantidades consideraveis de compostos fendlicos e apresenta uma forte
acdo antioxidante frente ao radical DPPH, o que permite vislumbrar a sua utilizagédo

como fonte de antioxidantes naturais.

Extracdo dos compostos Fendlicos por processo sequencial

A extracdo de polifendis estd relacionada a polaridade do composto que é
dependente de sua estrutura quimica. Em funcdo desta caracteristica peculiar do
fitoquimico recomenda-se a utilizagdo de mais de um solvente extrator, de polaridade
diversificada, com o objetivo de obter extratos com maior teor de fendlicos (ZAO et al.,
2006; MARKON et al, 2007; JAYAPRAKASHA et al, 2008). Levando em
consideracdo esta recomendacdo foi realizada a extracdo sequencial empregando
acetona, seguida pelo metanol, utilizando as condigdes de processo indicadas pelo
planejamento experimental para cada solvente. Os dados apresentados na Figura 2
revelam que o tempo nédo influenciou na quantidade de fendlicos extraida, reafirmando
que o tempo de 30 minutos é suficiente para o processo de extracdo. Evidencia-se,
também, que os polifendis sdo quase que totalmente extraidos com acetona 55%,
primeiro solvente extrator, (em médial800ug/mL), e uma quantidade muito pequena

(em media 150ug/mL) € extraida com o segundo solvente.
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Figura 2. Teor de fendlicos em extratos obtidos por processo de extragdo sequencial
(acetona 55%; 30°C, 150rpm; seguido por metanol 50%; 50°C, 100rpm) (total:
quantidade extraida com acetona 55% somada a quantidade de fendlicos extraida em

metanol 50%).

Considerando que a acao antioxidante pode esta relacionada a concentragdo de
fendlicos, trés diferentes concentragdes do extrato combinado (hidroacetbnico e
hidrometanolicos), atingindo concentracdo final de fendlicos totais de 20; 40 e 60 ug
EAG. mL™ | foram submetidos ao ensaio da capacidade de sequestro do radical DPPH.
Na Figura 3 evidencia-se que o0 aumento da concentracdo de fendlicos promoveu uma
leve reducdo da acdo antioxidante, porém o percentual de sequestro, independente, da

concentracdo de fendlicos, aos 5 minutos da reacdo foi superior a 90%.
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Figura 3. Capacidade do extrato da farinha do residuo do peddnculo do caju
(hidroacetdnico e hidrometandlico combinados) de sequestro do radical DPPH’
(percentual atingido aos 5 minutos da reacdo, empregando extratos com trés diferente
concentragdes de fendlicos totais).

A correlacdo entre a quantidade de fenolicos e a capacidade antioxidante nem
sempre € positiva. Alguns autores tém demonstrado de forma conclusiva que existe uma
forte relacdo positiva entre o teor de fenolicos totais e a atividade antioxidante de frutas
e hortalicas (SANTOS, 2008; KUSKOSKI, 2006; ROESLER, 2007), enquanto que
outros autores ndo tém observado esta correlacdo (MELO et al., 2006; ISMAIL, 2004;
WU, 2004). A estrutura quimica do composto bioativo é um dos fatores que influencia a
eficacia da acdo antioxidante. A posi¢do e o nimero de hidroxilas presentes na molécula
dos polifenois sdo relevantes para esta atividade. Acredita-se que a orto-dihidroxilagédo
contribui marcadamente para a atividade antioxidante do composto (SHAHIDI,
JANITHA; WANASUNDARA, 1992). Logo, a atividade antioxidante de um extrato

ndo pode ser explicada apenas com base em seu teor de fendlicos totais.
CONCLUSGES

O residuo agroindustrial do pedunculo de caju apresenta em sua COmpOSIcao
macronutrientes em quantidade relevantes, além de fitoquimicos com reconhecida
propriedade antioxidante. Dentre os fitoquimicos presentes neste residuo destacam-se 0s

compostos fendlicos os quais se encontram em maior proporcdo. Estes fitoquimicos
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podem ser eficientemente extraidos em acetona (55%), empregando tempo de extracdo
de 30 minutos sob agitacdo de 150rpm e temperatura de 30°C. O extrato hidroacet6nico
obtido nestas condicOes apresenta uma forte capacidade de sequestro do radical DPPH
(>80%). Percentual de sequestro superior a 90% foi conseguido com a combinagéo
extratos hidroacetdnico e hidrometandlico Evidencia-se, portanto, que o residuo do
pedinculo de caju pode ser considerado uma fonte potencial de compostos bioativos de
elevada capacidade antioxidante, com possibilidade de aplicagdo em alimentos em

substituicdo total e/ou parcial aos antioxidantes sintéticos.
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POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO RESIDUO AGRO-
INDUSTRIAL DO PEDUNCULO DE CAJU

RESUMO

Considerando que os residuos agroindustriais apresentam-se como fonte de compostos
biologicamente ativos, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante
da farinha do residuo do pedinculo do caju (bagago do peddnculo) oriundo da indUstria
processadora de polpa de fruta congelada. Extratos hidroaceténico e hidrometandlico,
obtidos por processo de extracdo sequencial, foram combinados, para avaliar quanto a
sua a capacidade de sequestrar radical livre (DPPH" e ABTS™) em sistema modelo e em
sistema lipidico (oxidacdo acoplada do p-caroteno/ acido linoléico). O extrato
combinado apresentou uma boa eficiéncia frente ao radical DPPH" (ECs de 57,38 e
Tecso <0,5 minutos), forte capacidade de sequestrar este radical (80,74 a 93,2%) e
correlacdo positiva entre o teor de fenolicos totais e a capacidade de sequestro do radical
DPPH, além de expressiva capacidade de sequestro do ABTS™ (7.506,49umol
TEAC/g). Em sistema pB-caroteno/ acido linoléico exibiu uma acdo antioxidante
intermediaria (62,75%), suficiente para blogquear o inicio da reacdo de oxidacdo (F1<1),
porém ineficaz na fase de propagacdo (F2>1). Estes resultados evidenciam que o
residuo do pedunculo de caju apresenta potencial para ser empregado como antioxidante
no desenvolvimento de novos produtos ou constituir matéria prima para extracdo de
compostos antioxidantes a serem aplicados em alimentos com vistas a deter a oxidacao

lipidica.

Palavras-Chave: Atividade antioxidante; DPPH; ABTS; bagaco do pedunculo.
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ABSTRACT

Considering that agro industrial residues present in its constitution bioactive
compounds, many of them with antioxidant action, this study aimed to evaluate the
antioxidant potential of the waste cashew arising from the processing industry of frozen
fruit pulp. Hydroacetonic and hydromethanolic extracts, obtained by sequential
extraction process, were combined and subjected to antioxidant assays for free radical
scavenging in a model system (DPPH and ABTS) and antioxidant assays in lipid
systems (coupled oxidation of B-carotene/linoleic acid). The extracts exhibited good
efficiency against DPPH (ECso of 57.38 and Tecso <0.5 minutes), strong scavenging this
radical (80.74 to 93.2%) and positive correlation between the total phenolic content and
DPPH’ scavenging capacity, and expressive ABTS™" scavenging ability (7506.49 TEAC
mol / g). In system B-carotene / linoleic acid the extract exhibited antioxidant action
intermediate (62.75%), proving to be efficient in blocking the start of the oxidation
reaction (F1 <1), but the propagation phase was not as effective (F2> 1). Based on these
results, it is evident that the residue of cashew exhibits a good antioxidant potential with
the prospect of being employed in the development of new products or provide raw
material for extraction of antioxidant compounds to be applied in food in order to stop

the lipid oxidation.

Keywords: antioxidant activity, DPPH, ABTS; peduncle bagasse
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INTRODUCAO

O caju (anacardium occidental), originario das regifes Norte e Nordeste do Brasil,
é um dos frutos bastante consumido nestas regides. E composto pela castanha, fruto
propriamente dito, e pelo pedunculo, considerado o pseudofruto. O pedinculo €
suculento, macio e pode ser encontrado nas cores amarela, laranja ou vermelha. O caju é
integralmente aproveitado. A agroinddstria de processamento e beneficiamento utiliza
principalmente a castanha, produto de elevado valor comercial, enquanto que o
pseudofruto, além de ser destinado ao consumo in natura, é utilizado na producédo
industrial de suco, doce, polpa congelada, bebidas, entre outros produtos (MAIA et al.,
2004; ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003).

O processamento do pseudofruto origina uma grande quantidade de residuo sélido
que é constituido pelo bagaco do pedunculo. Geralmente, os residuos resultantes do
processamento de vegetais contém quantidades significativas de compostos
biologicamente ativos, tornando-os fonte potencial de antioxidante natural que além de
constituir uma alternativa econémica, reduz o impacto ambiental (OLIVEIRA et al.,
2009). Entre os compostos presentes nesses residuos encontram-se 0S COMpPOStos
fendlicos, substdncias que apresentam grupos benzénicos e hidroxilas como
substituintes. A posicao e a quantidade destes substituintes resultam em uma variedade
de compostos que em funcdo de suas estruturas quimicas estdo reunidos em classes,
dentre as quais se destacam a dos flavonoides e dos &cidos fenolicos (GARCIA-
SALAS, 2010). A estrutura quimica dos compostos fendlicos Ihes confere propriedade
antioxidante uma vez que proporciona a habilidade de doar hidrogénio ou elétrons a
radicais livres, transformando-se, em funcdo da ressonancia do anel aromatico, em
radicais intermediarios estaveis (McCLEMENTS; DECKER, 2010). Podem, ainda,
ligar-se a ions metalicos evitando que estes ions participem da etapa de iniciacdo da
reacao de oxidacao (CHOE; MIN, 2009).

Com vistas a reduzir a velocidade das reacdes de oxidacdo de 6leos e gorduras,
evitando o desenvolvimento de sabores e odores indesejaveis nos alimentos,
assegurando sua qualidade e seguranca nutricional, a industria de alimentos faz uso de
antioxidantes sintéticos. Entretanto, estudos toxicolégicos tém demonstrado que estes
antioxidantes podem promover efeitos nocivos a saide (BOTTERWEEK et al.,2000).

Desta forma, a busca por antioxidante natural que possam substituir parcial ou
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totalmente os sintéticos tem despertado interesse da comunidade cientifica. Neste
contexto, surgem os residuos agroindustriais como fontes substanciais de compostos
bioativos que precisam ser investigadas quanto a sua composicdo e capacidade
antioxidante. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante
da farinha do residuo do caju (bagaco do pedinculo) oriundo da indUstria processadora

de polpa de fruta congelada.

MATERIAL E METODOS

Material

Os residuos de caju (bagaco do pedunculo) foram cedidos por uma industria
produtora de polpa congelada de frutas, localizada na cidade de Recife/PE. Este material
foi coletado diretamente da linha de producdo e, imediatamente, transportado para
Laboratorio de Analises Fisico-quimicas de Alimentos, do Departamento de Ciéncias
Domésticas da UFRPE, onde foram submetidos a secagem, em estufa com circulagéo de
ar (50°C), até atingir umidade inferior a 10%. Em seguida, os residuos desidratados
foram triturados, em moinho de faca (Tecnal 631/2), passados em tamis de 80 mesh
para obtencdo de uma farinha de granulometria uniforme, que foi acondicionada em

sacos de polietileno de alta densidade, e mantida sob congelamento (-20°C).
Métodos

Extratos foram obtidos empregando processo de extracdo sequencial, iniciando
com acetona a 55% , em seguida metanol a 50%. A farinha do residuo (5g) foi mantida
sob agitacdo (150 rpm), no primeiro solvente extrator, por 30 min, a 30°C, e em seguida,
centrifugado a 4000rpm. O sobrenadante foi coletado e o precipitado ressuspenso no
segundo solvente e submetido a agitacdo (100 rpm) por mais 30 min, a 50°C, para em
seguida ser centrifugado a 4000 rpm. Os sobrenadantes foram concentrados sob pressédo
reduzida a 40° C, e o volume final aferido para 50 mL. O teor de fendlicos totais foi
quantificado espectrofotometricamente segundo metodologia descrita por Wettasinghe e
Shahidi (1999), e o resultado expresso em pg em equivalente de acido galico por mL do
extrato (mg EAG. mL™).
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Determinacao do Potencial Antioxidante
Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH")

Os extratos hidroacetnicos e hidrometandlicos foram combinados e submetidos a
determinagdo da capacidade de sequestro do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH"), conforme Brand-Williams et al.(1995), modificado por Sanchez-Moreno,
Larrauri e Saura- Calixto (1998). Diferentes concentrac6es do extrato foram adicionadas
a solucdo de DPPH em metanol (0,1M), atingindo a concentracéo final de 0,4; 0,8 e 1,2
g de farinha do residuo. L™, foram lidos a 515 nm, em espectofotdmetro (Shimadzu
UV-1650 PC) até a reacdo atingir o platd. A concentracdo do DPPH" remanescente no
meio da reacdo foi calculada a partir da curva padrdo do radical DPPH", e o percentual
de DPPH" remanescente (DPPHgrem%) de cada concentracdo do extrato foi calculado
utilizando a equacgéo 1:

% DPPH grem= DPPH (/ DPPH 129 X 100 1)

Onde: DPPH; é a concentracdo do radical DPPH no tempo em que a reagdo atingiu o

platd; DPPH 1= é concentracao inicial do radical DPPH (tempo 0 da reagéo)

A concentracdo do extrato capaz de diminuir em 50% a concentragéo inicial do
DPPH’ (ECs) foi calculada a partir do grafico da concentracdo da amostra (g da farinha.
g DPPH™) versus DPPH gem%. A eficiéncia antirradical (EA) foi calculada
considerando o valor de ECs e 0 tempo em que foi atingido 0 ECso (Tecso), conforme a

equacao 2:
EA= 1/ECs0.Tecso (2)

De acordo com o valor do Tecsp e do EA, o comportamento cinético do extrato foi
classificado em rapido (Tecso<5 minutos), intermediario (Tecso = 5 a 30 minutos) ou
lento (Tec > 30 minutos), a eficiéncia antirradical em baixa (EA<1), média (EA>1 e
<5), em alta (EA>5 e¢ < 10) ou super alta (EA>10) (SANCHEZ-MORENO;

LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998).
Capacidade de sequestrar o radical ABTS™

A capacidade de sequestrar o radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbezotiazolina-6-acido

sulfénico ABTS™) foi determinado segundo método descrito por RE et al. (1999). O



82

radical ABTS™ foi gerado a partir da reagdo da solucio aquosa de ABTS (7mM) com
2,45 mM de persulfato de potassio. Esta solugdo foi mantida ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente por 16 h. Em seguida, a solucdo do radical foi diluida em etanol
até obter uma medida de absorbéncia de 0,7+0,05, em comprimento de onda de 734nm.
Os extratos hidracetonico e hidrometandlico combinados foram adicionados & solucéo
do ABTS™, atingindo a concentracéo final de 10; 50 e 100 mg de farinha do residuo. L™
e a absorbéncia registrada, apds 6 minutos, em espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-
1650PC). A capacidade antioxidante da amostra foi calculada em relacéo a atividade do
antioxidante Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido  carboxilico), nas
mesmas condicGes, e o0s resultados foram expressos em atividade antioxidante

equivalente ao Trolox (WMol TEAC.g™ de residuo).
Co-oxidacdo p-caroteno/ Acido Linoléico

A atividade antioxidante dos extratos hidroacetdnico e hidrometandlico
combinados foi determinada utilizando o método de Marco (1968) e modificado por
Hammerschmidt e Pratt (1978), como descrito a seguir: A solu¢édo cloroférmica a 1,6
mg/ml de B-caroteno foi colocada em baldo de fundo redondo, contendo 80mg de acido
linoleico e 800 mg do emulsificante Tween 20. Apo6s a remocdo do cloroformio, em
evaporador rotatorio a 40°C, 200 mL de agua destilada foram adicionados sob agitacao
vigorosa. Aliquotas (5 mL) desta emulsdo foram transferidas para uma série de tubos de
ensaio contendo 0,5 mL do extrato, atingindo a concentragao final de 100ug de
fendlicos totais.mL™. Em seguida os tubos foram colocados em banho-maria a 50°C,
durante 105 minutos, e a absorbancia mensurada a 470nm, nos intervalos de tempo de 0,
2, 10, 15, 20, 30, 45, 65, 75, 90 e 105 minutos. A atividade antioxidante foi expressa
como percentual de inibicdo da oxidacdo, calculada em relacdo a 100% da oxidacdo do

controle (sem antioxidante), conforme expressdo abaixo:

%inibicdo = Taxa de degradacdo do controle — Taxa de degradacdo da amostra X100
Taxa de degradacdo do controle

Estudo cinético da atividade antioxidante no sistema da co-oxidagdo p-caroteno/
Acido Linoléico

A eficiéncia da atividade antioxidante do extrato determinada a partir da relacdo da
tangente das curvas cinéticas do extrato e do controle (sem adicdo de antioxidante), em

duas partes da curva, entre 15 e 45 minutos e entre 75 e 105 minutos, segundo
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metodologia descrita por Silva, Nascimento e Moreira (2007). Na primeira parte da
curva, o valor obtido (F1) indica a eficiéncia do antioxidante em bloquear a reagdo em
cadeia através da interacdo com os radicais peroxidos, enquanto que na segunda parte da
curva o valor obtido (F2) indica a eficiéncia do antioxidante em participar de outras
reacOes durante o processo oxidativo, como por exemplo, a decomposicdo dos
hidroperdxidos, produzindo espécies radicalares que aceleram a oxidagdo no sistema.

TRATAMENTO ESTATISTICO

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicatas, conduzidas ao abrigo da

luz, e os resultados expressos em média e desvio padréo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade antioxidante de um alimento é resultante da mistura de varios
compostos bioativos os quais atuam por diferentes mecanismos de acdo, havendo,
inclusive, a possibilidade de sinergismos entre eles. Logo, é recomendado combinar
mais de um metodo para determinar sua capacidade antioxidante in vitro (FRANKEL;
MEYER, 2000; LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007; PEREZ-JIMENEZ
et al., 2008). O extrato da farinha do bagago do peddnculo do caju nao foi purificado,
nem seus compostos bioativos isolados, portanto, estava constituido por varios
fitogquimicos que foram solubilizados pelos solventes extratores, dentre eles diversos
fendlicos de estrutura quimica variada. Sendo assim, o extrato hidroacetdnico
combinado com o hidrometandlico, com teor meédio de fendlicos totais de
987,82+12,05ug EAG/ mL, teve sua acdo antioxidante avaliada frente a capacidade de
capturar radicais livres (DPPH; ABTS) e em sistemas lipidicos (oxidac¢do acoplada do

[-caroteno/acido linoléico).

Capacidade de sequestrar radical

A capacidade do antioxidante de capturar o radical DPPH baseia-se na
transferéncia de hidrogénio e/ou de elétrons de um composto antioxidante para o radical
DPPH’ com consequente perda da coloracdo purpura da solucdo do radical DPPH. O
grau desta descoloracdo, monitorado espectrofotometricamente, evidencia a habilidade
do(s) composto(s) de sequestrar o radical (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; CRAFT

et al.,, 2012). A capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) é um ensaio
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baseado na capacidade do antioxidante de capturar o radical ABTS por reacdo de
transferéncia de elétron e/ou de hidrogénio (CRAFT et al., 2012). Segundo estes
autores, assim como acontece no ensaio do DPPH, a interagdo com o meio, o0 tamanho,
a polaridade e a acidez do grupo hidroxil do fendlico vai determinar se 0 mecanismo
predominante sera o de transferéncia de hidrogénio ou de elétron.

A farinha do residuo do pedunculo de caju apresentou valor ECs relativamente
baixo (Tabela 1). Considerando que a maior eficiéncia em sequestrar o radical DPPH« é
inversamente proporcional ao valor de ECs, evidencia-se a superioridade deste material
quando se compara com os valores de ECsp do pedtnculo liofilizado de caju (906 g/g de
DPPH) e de outros frutos, como mangaba (890 g/g de DPPH), acai (598 g/g de DPPH) e
jaboticaba (138 g/g de DPPH) (RUFINO et al.,2010), podendo ser considerado entre os
residuos apresentados como o mais eficaz. Segundo Sanchez-Moreno; Larrauri; Saura-
Calixto (1998), o antioxidante e considerado de acéo rapida quando atinge o ECsp em
tempo inferior a 5 minutos. A andlise do comportamento cinético revela que os
fitogquimicos bioativos presentes na farinha do residuo do peddnculo de caju atuam
rapidamente na captura do radical DPPHe (Tgcso = < 0,5 minutos). Esta caracteristica é
importante tendo em vista que se espera que o antioxidante atue rapidamente,
impedindo-o de reagir com substancias ou estruturas celulares oxidaveis (IMEH;
KHOKBAR, 2002).

Outros residuos agroindustriais apresentaram comportamento cinético semelhante
ao da farinha do residuo de caju, a exemplo do residuo de goiaba com Tgcso de 0,71
minutos (NASCIMENTO; ARAUJO; MELO, 2010) e ao residuo de acerola com Tecso
de 0,8 minutos (CAETANO et al., 2009). A farinha da casca de caja-umbu, extratos
hidroacetonico e hidrometandlico, com Tecso de 2,45 e 2,87minutos, respectivamente

(SILVA et al., 2012), também foram considerada de acdo rapida

Tabela 1. Potencial antioxidante da farinha do residuo do pedinculo de caju frente ao radical
DPPHe (Valores do ECsy Tecso € classificagdo cinética) e ao radical ABTS«+ (TEAC).

DPPH TEAC
ECso Tecso Classificacao
(g/gDPPH) (min.) cinética (kmol /g)
57,38+0,18 <0,5 Réapido 7.506,49+640,36

Os valores referem-se a media de trés determinacgdes +desvio padrdo. ECx-concentracdo
do extrato eficiente para diminuir em 50% a concentragdo inicial do DPPH=;

Tecso= tempo necessario para atingir o valor de ECsy; TEAC= atividade antioxidante

em equivalente Trolox (6 minutos).
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A capacidade do extrato da farinha do residuo do peddnculo de caju de sequestrar
o radical ABTS™ (Tabela 1), também, foi superior a do pednculo liofilizado do caju
(79,4 pumol TEAC/g), bem como a da jaboticaba (317 pmol TEAC/g), da acerola (953
pmol TEAC/g) e do camu-camu (1.237 pmol TEAC/g) relatadas por Rufino et
al.(2010). O caju investigado por estes autores teve origem no Ceard e 0 extrato
empregado no ensaio antioxidante foi obtido por sistema de extracdo sequencial,
utilizando metanol a 50%, seguido por acetona 70%, permanecendo a amostra sob
agitacdo por 60 minutos em cada um dos solventes. Portanto, o procedimento
metodoldgico empregado, além da procedéncia da matéria prima, pode justificar o
maior teor de fendlicos extraido e, consequentemente, a maior capacidade do extrato da
farinha do bagaco de caju deste estudo de sequestrar tanto o radical DPPHe como o
ABTSe+.

Capacidade de sequestrar o radical ABTS++ do extrato da farinha do bagaco do
pedunculo do caju, também, foi superior a de outros residuos agroindustriais. Babbar et
al. (2011) relatam que o valor de TEAC da semente de uva e de lichia foi de 42,23
pmol/g e de 48,89 umol/g, respectivamente. A pelicula de amendoim apresentou
capacidade de sequestro de 990,79 umol TEAC/g e o talo de beterraba 121,48 pumol
TEAC/g (BERGAMASHI, 2010). Sementes de goiaba com 875,79 umol TEAC/g
(NASCIMENTO, ARAUJO; MELO, 2010) e o residuo da acerola com 1.445,1 umol
TEAC/g (CAETANO et al., 2009) foram outros residuos com capacidade de sequestro
inferior a da farinha do bagaco do pedunculo do caju.

A capacidade de sequestro do radical DPPH+ também foi expressa em percentual
de sequestro (Figura 1) para diferentes concentracdes de farinha, utilizando as mesmas
condicBes empregadas na determinacdo do ECsy Observa-se que em todas as
concentracdes a capacidade de sequetro foi superior a 80%, considerada forte, segundo
a classificacao estabelecida por Melo et al.(2008). Para estes autores, a capacidade de
sequestro pode ser considerada forte quando o percentual de sequestro atingir valores
acima de 70 %, moderada entre 70 e 50% e fraca abaixo de 50%. O percentual de
sequestro da farinha do bagaco do caju foi semelhante ao dos residuos agroindustriais
da uva, de diversas variedades (Moscato 94,91% e Verdejo 93,45%), e ao da goiaba
(88,07%), porém superior ao do tomate (66,81%) relatados por Melo et al. (2011).

Outros residuos também apresentaram capacidade de sequestro semelhante ao da
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farinha do bagaco do caju, a pelicula de amendoim (96,55%), casca de maracuja
(89,67%) e talo de beterraba (89,20%) (BERGAMASHI, 2010).

92,67 % 93,2 %

100 1 80,74 %
90 -
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50 A
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Capacidade de sequestro do Radical
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Figura 1. Capacidade de sequestro do radical DPPH (% ) da farinha do residuo do pedinculo

do caju no 1° minuto da reagéo

Além da presenca nos extratos de outros fitoquimicos, a estrutura quimica do
componente ativo tem influéncia sobre a eficacia do antioxidante natural, uma vez que a
posicdo e o numero de hidroxilas presentes na molécula dos polifendis é um fator
relevante para esta atividade. Assim, evidencia-se que o residuo agroindustrial do caju
(bagaco), ainda, contém compostos bioativos que exibem acdo antioxidante,

relativamente alta, frente aos radicais DPPHe e ABTSe+.

Capacidade antioxidante em sistema lipidico

O método da co-oxidacdo B-caroteno/acido linoléico é baseado na habilidade do
antioxidante em inibir a descoloragao do P-caroteno induzida pelos produtos da
degradacdo oxidativa do acido linoléico. Este método € amplamente utilizado nos
laboratérios de todo o mundo, uma vez que nao sdo necessarias altas temperaturas,
assim a capacidade antioxidante dos extratos de vegetais termo-sensiveis pode ser
determinada e avaliada qualitativamente (HASSIMOTTO; GENOVESE; LAJOLO,
2005).
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Figura 2. Cinética da acdo antioxidante da combinacdo dos extratos acetonico e metanolico (1:
1) da farinha do residuo de caju, em sistema de co-oxida¢do (- caroteno/acido linoléico
(concentragdo final de 100ug de fenolicos totais/ mL).

No grafico apresentado na Figura 2 observa-se decaimento da densidade otica do
extrato da farinha do bagago do caju, atingindo ao final do tempo de rea¢do (105 min)
62,75% de inibicdo da oxidacdo (Tabela 2 ). Segundo a classificacdo estabelecida por
Melo et al. (2008) o extrato do bagaco do peddnculo do caju configura-se com acao
antioxidante intermediaria. Brozine et al. (2007) relataram que 0s extratos aquoso e
alcoolico do bagaco de caju, em diferentes concentracfes, apresentaram percentuais de
inibicdo de 17 a 33% e 32 a 50%, respectivamente, inferiores, portanto, ao deste estudo.
Para diversas frutas tropicais liofilizadas, Rufino et al. (2010) reportam percentual de
inibicdo de oxidacdo também inferior ao da farinha do bagaco do caju. Neste estudo o
pedunculo do caju e a mangaba exibiram 44,6% e 34,7%, respectivamente, enquanto
que o percentual de inibicdo da oxidacdo exibido pelo caja, jaboticaba e umbu (84,9%;
90,6% e 79,3%, respectivamente) foi superior ao da farinha do bagaco do caju
(62,75%). O Extrato hidroacetbnico do residuo de goiaba (sementes), também
apresentou percentual de inibicdo (81,91%) superior ao do extrato da farinha do bagaco
do caju, porém a acdo antioxidante do extrato hidrometandlico desse residuo foi mais
baixa (38,92%) (NASCIMENTO; ARAUJO; MELO, 2010).
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Tabela 2. Agdo antioxidante em meio lipidico - sistema B-caroteno/acido linoléico — do
extrato da farinha do residuo do peddnculo do caju: percentual de inibi¢do da oxidacéao e
fatores cinéticos.

_ . Fatores cinéticos
Inibicéo da oxidagéo

(%) F1 F2

62,75+4,18 0,38 4,2

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo (n=3); F1= relacdo entre as tangentes das curvas cinéticas
entre 15 e 45 min; F2 = relagdo entre as tangentes das curvas cinéticas entre 75 e 105 min.

Para melhor entender o mecanismo de acdo dos compostos bioativos presentes no
extrato do residuo agroindustrial de caju e mensurar a sua eficiéncia em meio lipidico,
foram calculados a partir da relacdo da tangente das curvas cinéticas do extrato e do
controle (sem adicdo de antioxidante), em duas partes da curva, entre 15 e 45 minutos e
entre 75 e 105 minutos, os valores de F1 e de F2. Segundo Yanishilieva e Marinova
(1995), 0 F1 < 1 revela a eficiéncia dos compostos em retardar ou inibir 0 processo
oxidativo na etapa de iniciacdo da reacdo, e 0 F2 < 1 demonstra que o antioxidante atua
eficientemente em uma etapa mais adiantada do processo, como a decomposicdo de
hidroperdxidos e estabilizacdo de compostos formados ao longo do processo de
oxidacao. Quanto menor o valor de F1, mais eficientes sdo 0s compostos da amostra em
retardar ou inibir o processo oxidativo. O valor de F2 tende a ser maior que o do F1,
porém para o desempenho do antioxidante ser satisfatorio este valor ndo deve ser
superior a 1.

A andlise dos dados da Tabela 2 permitiu evidenciar que o extrato do residuo de
caju apresentou efetividade em bloquear a reacdo em cadeia na etapa de iniciacdo da
oxidacdo uma vez que o F1 apresentou valor inferior a 1. Embora tenham apresentado
eficiéncia no inicio da reacdo de oxidacdo, o desempenho ndo se manteve, o valor de F2
foi superior a 1, revelando que os compostos antioxidantes presentes participam de
outras reacOes, formando espécies radicalares que aceleram o processo oxidativo do
sistema, exibindo, portanto, uma atividade pro-oxidante na etapa de propagacdo da
cadeia oxidativa.

O extrato do residuo agroindustrial do caju deste estudo apresentou
comportamento semelhante ao do extrato alcodlico do bagaco do caju analisado por

Bronzini et al.(2007) e ao extrato acetdnico do residuo da goiaba descrito por
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Nascimento, Aradjo e Melo (2010). Esses dois extratos apresentaram valor de F1 < 1
(0,4 e 0,17, respectivamente) demonstrando sua eficiéncia na etapa inicial da oxidacéo,
porém o F2 foi superior a 1 (3,0 e 1,9, respectivamente) revelando que a eficiéncia ndo

se manteve na etapa de propagacéo da reacdo de oxidagéo.

CONCLUSAO

O bagacgo do peddnculo do caju resultante do processamento para obtencdo de
polpa congelada contém detém compostos bioativos com propriedade antioxidante. Este
material mostrou-se eficiente na captura dos radicais DPPH e ABTS. No entanto, em
meio lipidico, a intensidade da agdo foi considerada intermedidria, demonstrando boa
eficiéncia em bloquear o inicio da reacdo de oxidacdo (F1<1), porém este desempenho
ndo se manteve na fase de propagacdo (F2>1). Frente a estes resultados, o residuo de
pedunculo do caju pode ser apontado como fonte promissora de antioxidantes naturais,
como perspectiva de ser empregado no desenvolvimento de novos produtos ou
constituir matéria prima para extracdo de compostos antioxidantes a serem aplicados em
alimentos com vistas a deter a oxidacdo lipidica. No entanto, se faz necessario
desenvolver novos estudos para testar sua acdo antioxidante em outros sistemas,

inclusive em matrizes complexa como os alimentos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSUNCAO, R. B.; MERCADANTE, A. Z. Carotenoids and ascorbic acids from
cashew apple (Anacardium ocidentale L.): variety and geographic effects. Food
Chemistry, v. 81, n. 4, p. 495-502, 2003.

BABBAR, N.; Oberoi,H.S.; Uppal,D.S.; Patil,R.T. Total phenolic content and
antioxidant capacity of extracts obtained from six important fruit residues. Food
Research International, v. 44, p. 391-396, 2011.

BERGAMASCHI, K.B. Capacidade antioxidante e composicdo quimica de residuos
vegetais visando seu aproveitamento. 2010. 97f. Dissertacdo (Mestrado) -

Universidade de Sdo Paulo. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia.

BOTTERWECK, A.AM.; VERHAGEN, H.; GOLDBOHM,R.A.; KLEINJANS, J.

Intake of butylated hydroxyanisole and butylated bydroxytoluene and stomach cancer



90

risk: Results from analyses in the Netherlands cohort study. Food and Chemical
Toxicology v. 38: p.599-605, 2000.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M.E.; BERSET, C. Use of free radical method
to evaluate antioxidant activity. Lebensmittel Wissenschaft und Techonologie,
London, v.28, n.1, p.25-30, 1995.

BRONZINI, P.R.B.; ANDRADE-WARTHA, E.R.S.; SILVA, A.M.O.; NOVOA,
AJV.; TORRES, R.P.; AZEREDO, H.M.C.; ALVES, R.E.; MANCINI-FILHO,J.
Avaliacdo da atividade antioxidante dos compostos fenélicos naturalmente presentes em
subprodutos do pseudofruto de caju (Anacardium occidentale L.). Ciéncia e tecnologia
de Alimentos, v.27, p.902-908, 2007.

CAETANO, A.C.S.; MELO, E.A.; LIMA, V.L.A.G.; MACIEL, M.I.S.M; ARAUJO,
C.R. Extracdo de antioxidantes de residuos agroindustriais de Acerola. Brazilian
Journal of Food and Technology, Campinas, V.12, n.2,p.155-160,2009.

CHOE, E.; MIN, D.B. Mechanisms of antioxidants in the oxidation of food.
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, v.8, p.345-358, 2009.

CRAFT, B.D; KERRIHARD, A.L.; AMAROWICZ, R.; PEGG, R.B. Phenol — based
antioxidants and the in vitro methods used for their assessment. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety, v.11, n.2, p.148-173, 2012.

DUARTE-ALMEIDA, J.M.; SANTOS, R.J.; GENOVESE, M.; LAJOLO, F.M.
Avaliacdo da atividade antioxidante utilizando sistema [B-caroteno/acido linoleico e
método de sequestro de radicais DPPH". Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.26, p.
446-452, 2006.

FRANKEL, E. N.; MEYER, A.S. The problems of using one-dimensional methods to
evaluate multifunctional food and biological antioxidant. Journal of the Science of
Food and Agriculture, v. 80, n.13, p. 1.925-1.941, 2000.

GARCIA-SALAS, P.; MORALES-SOTO, A.; SEGURA-CARRETERO, A,
FERNANDEZ-GUTIERREZ, A. Phenolic compounds- extraction systems for fruit and
vegetable samples. Molecules, v.15, p.8813-8826, 2010.



91

HAMMERSCHMIDT, P.A.; PRATT, D.E. Phenolic antioxidants of dried soybeans.
Journal of Food Science, v.43, n. 2, p. 556-559, 1978.

HASSIMOTTO, N.M.A.; GENOVESE, M.I.; LAJOLO, F.M. Antioxidant activity of
dietary fruits, vegetables, and commercial frozen fruit pulps, Journal of Agricultural and
Food Chemistry, Chicago, v.53, n.8, p.2928-2935, 2005.

IMEH, U.; KHOKBAR, S. Distribution of conjugated and free phenols in fruits:
Antioxidant activity and cultivar variations. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 50, n. 22, p.6301-6306, 2002.

LAGUERRE M, LECOMTE J, VILLENEUVE P. Evaluation of the ability of
antioxidants to counteract lipid oxidation: existing methods, new trends and challenges.
Progress in Lipid Research, v.46, n.5, p. 244-282, 2007.

MAIA, G.A.; SOUSA - FILHO, M.S.M.; FIGUEIREDO, R. W.; BRASIL, .M.
Caracterizacdo quimica de pedunculos de diferentes clones de cajueiro ando precoce

(Anacardium occidentale L.). Revista Ciéncia Agronémica, v.35, p.272-278, 2004.

MARCO, G.J. A rapid methods for evaluation of antioxidants. Journal of the
American Oil Chemist’ Society, v. 45, p. 594-598, 1968.

MELO, E.A.; MACIEL, M.L.S.; LIMA, V.L.A.G.; NASCIMENTO, R.J. Capacidade
antioxidante de frutas. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v.44, n.2,
p.193-200, 2008.

MELO, P.S.; BERGAMASCHI, K.B.; TIVERON, A.P.; ADNA PRADO
MASSARIOLI, A.P.; OLDONI, T.L.C.; ZANUS, M.C.; PEREIRA, G.E.; ALENCAR,
S.M. Composicdo fendlica e atividade antioxidante de residuos agroindustriais. Ciéncia
Rural, v.41, n.6, p.1088-1093,2011.

McCLEMENTS, D.J.; DECKER, E.A. Lipideos. In: Quimica de alimentos de
FENNEMA. 4 ed. Porto Alegre: Artmed, 2010. 900p.

NASCIMENTO, R. J.; ARAUJO, C. R.; MELO,E. A. Atividade antioxidante de
extratos de residuo agroindustrial de goiaba (Psidium guajava L.). Alimentos e
Nutricéo, Araraquara, v.21, n.2, p.209-216, 2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laguerre%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lecomte%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Villeneuve%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17651808

92

OLIVEIRA, A.C.; VALENTIM, 1B.; SILVA, C.A; BECHARA, E.JH;
BARROS,M.P.; MANO,C.M.; GOULART, M.O.F. Total phenolic content and free
radical scavenging activities of methanolic extract powders of tropical fruit residues.
Food Chemistry, Washington, v.15,n.2, p. 469-475, 2009.

PEREZ-JIMENEZJ.; ARRANZS., TAERNERO,M.; DIAZ-RUBIO,M.E.;
SERRANO,J.; GONI,I.; SAURA-CALIXTO,F. Updated methodology to determine
antioxidant capacity in plant foods, oils and bevarages: Extraction, measurement and
expression of results. Food Research International, v.41, p.274-285, 2008.

RE, R.; PELLEGRININ.; PROTEGGENTE, A.; PANNALA A.; YANG,M.; RICE-
EVANS,C. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radical Biology and Medicine, New York, v. 26, n. 9-10,
p. 1231-1237, 1999.

RUFINO, M.S.M.; ALVES,R.E.. BRITO,E.SS.; PEREZ-JIMENEZJ.; SAURA-
CALIXTO,F.; MANCINI-FILHO,J. Bioactive compounds and antioxidant capacities of
18 non-traditional tropical fruits from Brazil. Food Chemstry,v.121, p. 996-1002,
2010.

SANCHEZ-MORENDO, C.; LARRAURI, J. A.; SAURA-CALIXTO, F.; A procedure to
measure the antiradical efficiency of polyphenols. Journal of the Science of Food
and Agriculture, v.76, p.270-276, 1998.

SILVA, D.C.F.; NASCIMENTO, M.A.; MOREIRA, A.V.B. Verificacdo da presenca de
compostos fenodlicos com propriedades antioxidantes em amostras de café. Nutrire, v.
32,n. 1, p. 41-58, 2008.

SILVA, R.C.O ; MOREIRA, A. C. C. G. ; NASCIMENTO, J.D.M ; MACIEL, M.I.S. ;
MELO, E. A. . Antioxidant Potential of Extracts of Caja-Umbu Peels. The Natural
Products Journal, v. 2, p. 149-154, 2012.

WETTASINGHE, M.; SHAHIDI, F. Evening primrose meal: a source of natural
antioxidants and scavenger of hydrogen peroxide and oxygen-derived free radicals.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.47, p.1801-1812, 1999.


http://lattes.cnpq.br/2091651168946523

93

YANISHILIEVA, N.V.I.; MARINOVA, E.M. Effects of antioxidants on the stability of
triacylglycerols and methyl esters of fatty acids of sunflower oil. Food Chemistry,
Washington, v. 54, n. 4, p. 377-382, 1995.



94

7.CONCLUSOES GERAIS
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O residuo agroindustrial de pedinculo do caju apresenta em sua composicao
quantidades relevantes de compostos bioativos, com destaque para 0S compostos
fendlicos que se encontram em maior proporcdo, além de proteinas, lipideos e
carboidratos.

Os fenolicos totais foram solubilizados tanto em metanol como em acetona, no
entanto a otimizagéo foi conseguida empregando acetona 55%, 30 minutos, temperatura
de 30°C e agitacdo de 150 rpm. Com o solvente hidrometandlico ndo foi evidenciado
influéncia das variaveis independentes sobre a quantidade de fendlicos extraida,
podendo ser empregado solucdo de metanol a 50%, tempo 30 minutos, temperatura de
50°C e agitacao de 100 rpm.

Extratos hidroaceténico e hidrometandlico obtidos por processo de extracéo
sequencial, empregando as condicdes ideais de processo, definidas nos planejamentos
fatoriais aplicados (55%, 30°C e 150rpm e 50%, 50°C e 100rpm, respectivamente), ao
serem combinados exibiram capacidade de sequestro do radical DPPH superior a 90%,
correlacdo positiva entre os fendlicos totais e o percentual de sequestro, e eficiéncia na
captura do radical ABTS. No entanto, em meio lipidico, a intensidade da acdo foi
considerada intermedidria, tendo em vista que apresentou boa eficiéncia em bloquear o
inicio da reacdo de oxidagdo, porém na fase de propagacdo mostrou-se menos eficaz.

Diante destes resultados, pode-se apontar o residuo de caju como uma fonte
promissora de compostos bioativos de capacidade antioxidante relevante, com
perspectiva de ser empregado no desenvolvimento de novos produtos ou constituir
matéria prima para extracdo de compostos antioxidantes a serem aplicados em

alimentos em substituicdo total e/ou parcial aos antioxidantes sintéticos.



