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RESUMO

Os corantes artificiais, tais como amarelo solido e laranja GGN, vém preocupando a
populacdo mundial por sua natureza tdxica. Em substituicdo a esses compostos, fontes
alternativas de corantes naturais estdo sendo buscadas pelos pesquisadores. O bagaco do
pedunculo do caju, subproduto da industria de sucos, apresenta quantidade apreciavel de
carotendides, compostos com poder corante e biologicamente ativos, além de apresentar teor
de flavondides, sendo uma fonte promissora de corantes naturais. Este trabalho teve como
objetivo estudar a obtencédo de carotendides e flavondides a partir do bagaco do pedunculo do
caju por maceragdo enzimatica. Para o estudo da maceracdo foi utilizado o bagaco de caju
proveniente da industria e um complexo enzimatico pectinolitico. Na primeira etapa do
trabalho, selecionaram-se 0os melhores parametros de proporcdo bagaco: agua, concentracdo
enzimatica, tempo e temperatura de maceracdo, em escala de bancada, cujo procedimento
baseou-se na determinacdo do parametro b de cor instrumental. Definidos esses parametros,
os experimentos foram conduzidos em escala de planta piloto, nas quais os extratos foram
obtidos por cinco ciclos de prensagem/diluicfes sucessivas. O extrato foi centrifugado,
obtendo-se um residuo e um sobrenadante, que foi concentrado a vécuo. Foi realizada
caracterizacdo fisico-quimica dos extratos brutos, concentrados e do residuo. Os resultados
revelaram que as melhores condi¢cdes de maceracdo do bagaco do caju para a obtencdo de
carotendides foram a temperatura de 30°C, proporcdo 1:1 (bagaco: dgua), adicdo de 500 ppm
de complexo enzimatico pectinolitico e tempo de incubacdo de 1 hora. Ja para o teor de
flavonoides, a adicdo de preparado enzimatico pectinolitico, combinado com um aumento de
10°C na temperatura, aumentaram o teor desses compostos nos extratos. A concentracdo do
extrato resultou em perda dos teores de carotendides, vitamina C e compostos fendlicos,

gradativamente, com 0 aumento dos niveis de concentragao.

Palavras-chaves: pectinases, residuos agroindustriais, compostos bioativos.
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ABSTRACT

The artificial colorants such as solid yellow and orange GGN, have been worrying the world's
population by its toxic nature. Instead of these compounds, alternative sources of natural dyes
are being sought by researchers. The cashew apple pomace, a byproduct of the juice industry,
has significant amount of carotenoids, compounds with coloring strength, biologically active,
and containing flavonoids, is a promising source of natural dyes. This work aimed to study
the acquisition of carotenoids and flavonoids from the cashew apple pomace by enzymatic
maceration. To study the maceration was used cashew pomace from industry and a
pectinolytic enzyme complex. In the first stage of this work, we selected the best parameters
of proportion pomace: water, enzyme concentration, time and temperature of maceration, at
bench scale, whose procedure was based on the determination of the parameter b of
instrumental color. Once defined these parameters, the experiments were conducted at pilot
plant scale, when extracts were obtained by five cycles of pressing / dilution steps. The extract
was centrifuged, yielding a supernatant and a residue, which was concentrated under vacuum.
Physicochemical characterization of crude extracts, concentrates and waste was performed.
The results revealed that the best conditions for maceration of cashew apple pomace to obtain
carotenoids were 30 ° C, 1:1 (pomace: water), adding 500 ppm of pectinolytic enzyme
complex and incubation time of 1 hours. As for the content of flavonoids, the addition of
pectinolytic enzyme preparation, combined with an increase of 10 ° C in temperature,
increased the content of these compounds in the extracts. The concentration of the extract
resulted decreased the levels of carotenoids, vitamin C and phenolic compounds gradually

with increasing concentration levels.

Keywords: pectinase, agroindustrial residues, bioactive compounds.
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1.0 INTRODUGCAO

A criacdo de sistemas agroindustriais sustentiveis tem sido uma busca constante
junto as cadeias produtivas agropecuarias. Ac¢des estdo sendo implementadas visando o
desenvolvimento de tecnologias e processos que possibilitem o aproveitamento integral das
matérias-primas agroindustriais. Neste aspecto, sobressaem-se as acOes voltadas para o
desenvolvimento de produtos diferenciados com boa agregacdo de valor, tornando o
aproveitamento do residuo das inddstrias uma oportunidade no aumento de renda e reducao
nos custos de producdo dos pequenos produtores. Além do apoio de institutos de pesquisa
com recursos tecnologicos para a maioria dos produtos e o aprimoramento de processos, a
cadeias produtivas carecem de inovagOes. A baixa competitividade das empresas vem sendo
uma ameaca ndo somente para as proprias empresas, mas, também, para as cadeias produtivas
dependentes dos produtos tradicionais. Um desafio, portanto, é aquele de como conseguir que
as organizacdes criem e utilizem o conhecimento para inovar (FRANCA et al., 2008). A
utilizacdo de instrumentos e introducdo de novas tecnologias, visando diminuir o desperdicio
das industrias, possibilitara o surgimento e fortalecimento de novos elos nas cadeias
produtivas, integrando-as e consolidando-as, além de diminuir o impacto ambiental (PAULI,
1998).

O aproveitamento integral € uma meta a ser alcancada pela indlstria de
beneficiamento da castanha e suco de caju (ALCANTARA, ALMEIDA & SILVA, 2007).
Considerando que o aproveitamento do descarte das industrias de processamento de caju pode
tornar esse segmento mais competitivo e mais sustentavel, as industrias devem buscar
solugdes inovadoras para os problemas enfrentados em sua cadeia produtiva, agregando valor
aos residuos gerados durante beneficiamento (BARRETO et al., 2007; FRANCA et al.,
2008).

O bagaco, subproduto do processo de obtencdo do suco de caju, representa cerca
de 25 a 30% do peso do pedunculo, sendo geralmente descartado ou utilizado para producéo
de po6 para elaboracdo de racdo animal (LEITE, 1994). Tal destino para o bagago pode ser
considerado pouco nobre, ja que este constitui uma fonte de polifendis e carotenoides,
compostos de alto valor agregado em razdo de suas propriedades funcionais e corantes
(ABREU, 2001).



18

A manutencdo da cor natural dos alimentos pode ser dificultada pelo
processamento, que resulta freqientemente em degradacdo de pigmentos e exige a adicao de
corantes. Alguns corantes sintéticos, tais como o amarelo de tartarazina, o amarelo solido e o
laranja GGN, embora mais baratos e mais estaveis quimicamente, enfrentam resisténcia por
parte dos consumidores por sua natureza tdxica e preocupam 0s pesquisadores da area de
alimentos. A substituicdo de corantes sintéticos por naturais também encontra obstaculos,
devido ao seu alto custo, falta de fontes abundantes, baixo poder corante e baixa estabilidade
(BOBBIO & BOBBIO, 2001). A exploracdo de fontes de corantes naturais, como
carotendides em caju, assume importancia na industria de alimentos porque a cor desperta o
interesse do consumidor, desempenhando papel mercadolégico (BOBBIO & BOBBIO, 2001).
A extracdo e posterior purificacdo dos carotendides permitem sua utilizacdo como corantes
naturais para a fortificacdo da cor amarela em sucos e/ou qualquer outro alimento ao invés da
utilizagio de corantes artificiais (CEREZAL & PINERA, 1996).

Os alimentos ndo sdo apenas para nutrir, mas oferecerem também compostos ou
elementos biologicamente ativos, que proporcionam beneficios adicionais a satude (GOMES,
2007). Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais tém sido
desenvolvidas em diferentes centros de estudos devido a sua importancia na prevencao do
desencadeamento das reagOes oxidativas, tanto nos alimentos como no organismo animal
(BROIZONI et al., 2007). Entre os compostos bioativos estdo os carotendides, que além de
serem corantes naturais dos alimentos, possuem também atividade biolégica. Além da
atividade pré-vitaminica A de alguns carotendides, outros efeitos benéficos a satde humana
tém sido atribuido a estes compostos, pro-vitaminicos ou ndo, tais como: aumento da resposta
imune e reducdo do risco de doencas degenerativas como 0 cancer, degeneracdo macular,
catarata e doencas cardiovasculares (GAZIANO, 1993; KRINSKY, 1993; MAYNKEE, 1996;
ASTROG, 1997; GESTER, 1997).

A protecdo contra tais doencas, oferecida pelos carotendides, é associada
especialmente a sua acdo antioxidante, pela capacidade de sequestrar o oxigénio singleto e
reagir com radicais livres. Todavia, outros mecanismos sdo também conhecidos: a modulacéo
do metabolismo carcindgeno, inibicdo da proliferacdo celular, incremento da diferenciacéo
celular, estimulo da comunicacdo celula-célula e a filtracdo da luz azul (SENTANI &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2007).
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2.0 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o efeito da aplicacdo de um complexo enzimético pectinolitico na extracdo de

carotenoides e flavonoides de bagaco de pedunculo de caju.

2.2 ESPECIFICOS

vi)

Selecionar as melhores condi¢cfes de maceracao em escala laboratorial;

Avaliar o efeito do preparado enzimatico sobre composi¢éo quimica do extrato

do bagaco do pedunculo do caju;

Avaliar o efeito da utilizacdo do complexo enzimatico na obtencdo de
carotenodides e flavonoides, selecionando a melhor temperatura, tempo e

concentracdo enzimatica na maceracao do bagaco de caju;

Estudar a evolugdo da concentracdo de carotendides e flavondides ao longo dos

estagios de compressao;

Verificar o rendimento em carotendides entre 0s extratos macerados com agua

e 0s obtidos com complexo enzimatico pectinolitico;

Avaliar os efeitos do tratamento térmico sobre a composicao dos extratos

do bagaco do pedunculo do caju.
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3.0 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estrutura dos carotendides

Os carotenoides sdo notaveis por possuirem ampla distribuicdo na natureza,
estruturas quimicas diversas e funcdes variadas. Embora seja micronutrientes, presentes em
niveis muito baixos (microgramas por grama), os carotendides estdo entre os constituintes
alimenticios mais importantes. Sdo pigmentos naturais responsaveis pelas cores de amarelo a
laranja ou vermelho de muitas frutas, hortalicas, gema do ovo, crustaceos cozidos e alguns
peixes. S&do também substancias bioativas, com efeitos benéficos a saude e alguns deles
apresentam atividade pro-vitaminica A (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA & AMAYA-
FARFAN, 2008).

Os carotenodides tém a estrutura basica de tetraterpeno de quarenta carbonos,
formado por oito unidades isoprendides de cinco carbonos, ligados de tal forma que a
molécula é linear e simétrica, com ordem invertida no centro (BOBBIO & BOBBIO, 2001).
Os grupos metila centrais estdo separados por seis carbonos, ao passo que 0s demais, por
cinco. A caracteristica de maior destaque nestas moléculas € um sistema extenso de duplas
ligacGes conjugadas, responsaveis por suas propriedades e fungdes tdo especiais. Este € o
sistema cromodforo, que confere aos carotendides suas cores atraentes (RODRIGUEZ-
AMAYA, KIMURA & AMAYA-FARFAN, 2008) (figura 1).
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Figura 1- Estrutura isoprénica dos carotenoides.
(FONTE: BOBBIO E BOBBIO, 2001).

O esqueleto basico desta familia de moléculas pode ser modificado de muitas
maneiras, as quais incluem ciclizagdo, hidrogenacédo, desidrogenacdo, introducdo de grupos
contendo oxigénio, rearranjos, encurtamento de cadeias ou combinagdes dessas modificagdes,
resultando numa imensa variedade de estruturas (KULL & PFANDER, 1995; BOBBIO &
BOBBIO, 2001). Existem, aproximadamente, 600 carotendides encontrados na natureza, 0s
quais sdo constituidos por dois grandes grupos, denominados: (1) carotenos, que consistem
em hidrocarbonetos puros; e (2) xantofilas, hidrocarbonetos que possuem grupos funcionais
oxigenados (HAEGELLE et al. 2000; MALDONADE, 2003). Estes dois grupos principais

podem ser subdivididos estruturalmente em sete subgrupos:

1. Hidrocarbonetos — Séo carotendides que apresentam em sua estrutura somente atomos
de carbono e hidrogénio. Este grupo é representado pelos carotenos (o, B, vy € ) e pelo
licopeno. Ao lado destes, encontram-se na natureza derivados super-hidrogenados (com até 76
atomos de hidrogénio), incolores, denominados fitoenos e fitofluenos.

2. Alcoois — Sédo carotenoides que possuem um grupo hidroxila (OH-) ligado aos anéis
iononas da cadeia. Abrangem as verdadeiras xantofilas, como a criptoxantina (3-hidroxi-f-

caroteno), encontrado em frutos e no milho amarelo; a zeaxantina (3,3’-diidroxi-p-caroteno),
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também chamada luteina, que se encontra nas folhas verdes, nas flores, nos frutos, no corpo
luteo e na gema do ovo.

3. Cetonas — Séo carotenoides que possuem grupos carbonilas ligados aos anéis iononas.
Sdo exemplos: a equinenona (4-ceto-B-caroteno), encontrada em invertebrados marinhos; a
cantaxantina (4,4-diceto-p-caroteno), presente em cogumelos; a astaxantina (3,3°,4,4’-
tetraceto-p-caroteno) responsavel pela cor da carcaca de crustaceos.

4. Epdxidos — Sdo carotendides que apresentam oxigénio entre carbonos, formando
ciclos. Pertence a este grupo a flavoxantina (5,6,5,6’-di-epoxi-zeaxantina).

5. Eteres — S&o carotendides que apresentam oxigénio entre carbonos. Exemplo: a
espiriloxantina (dimetoxil-licopeno).

6. Acidos — S&o carotenoides que possuem grupos carboxila ligados na extremidade da
cadeia carbdnica, pois ndo possuem anéis ionona. Cognominaram-se &cidos caroténicos, cujo
exemplo principal € a crocetina, pigmento do acafrdo. Trata-se, todavia, de derivado
diterpénico; tem 20 atomos de carbono formando cadeia poli-insaturada, tetrametilada e
dicarbolxilica.

7. Esteres — S&o carotendides que apresentam o grupo carboxil entre carbonos.
Englobam: a) ésteres de &cido caroténico, como a bixina, pigmento vermelho do urucum; a
crocina, diéster da crocetina com duas unidades de gentiobiose; b) ésteres das xantofilas com
acidos graxos comuns (VILLELA, 1976).

3.2 Propriedade dos Carotendides

3.2.1 Solubilidade

Os carotendides sdo moléculas lipossoliveis e, portanto, soliveis em solventes
organicos classicos, como o éter de petrdleo, metanol, sulfeto de carbono e acetona. S&o
insolUveis na agua, exceto quando formando complexos com proteinas (carotenoproteinas).
Os carotendides aparecem dissolvidos nos lipidios e, em alguns casos, formando solugdes
coloidais (WILEY & SONS, 1960; VILLELA, 1976).



23

3.2.2 Antioxidantes

Os carotenoides possuem propriedades antioxidantes, sendo conhecidos por
reagirem com 0 oxigénio singleto, que constitui uma forma altamente reativa do oxigénio
molecular, o qual apresenta dois elétrons de spins opostos ocupando orbitais diferentes ou
ndo. Os carotendides protegem as células de danos oxidativos provocados por radicais livres
(sdo atomos ou moléculas altamente reativos, contendo um ou mais elétrons desemparelhados
nos orbitais externos, que formam um campo magnético e atraem qualquer composto situado
proximo a sua Orbita externa) e por espécies reativas de oxigénio (EROs) (constituem
moléculas ndo radicalares derivadas do oxigénio, como peroxido de hidrogénio (H,0,) que
podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana, atacando lipidios,
proteinas, carboidratos e DNA (SHAMI & MOREIRA, 2004). Os carotendides desempenham
um papel importante na prevencgédo de doengas associadas aos processos de estresse oxidativo
como céancer, a catarata, arteriosclerose e retardo do processo de envelhecimento (RIBEIRO
& SERAVALLLI, 2004).

A protecdo antioxidante € fornecida pelos carotendides aciclicos, que possuem
nove ou mais duplas ligacBes conjugadas; por exemplo, o licopeno é mais eficaz que o fB-
caroteno, pois o licopeno possui onze duplas ligacdes conjugadas e cadeia aciclica, enquanto
o B-caroteno possui nove duplas ligagdes conjugadas e cadeia ciclica nas extremidades (DI
MASCIO, KAISER & SIES, 1989; MCBRIDE, 1996). Esses carotendides sdo capazes de
sequestrar espécies reativas de oxigénio, como o radical peroxil (ROO®) e o oxigénio singleto
(*0,) (FOOTE, CHANG E DENNY, 1970), estabilizando o elétron desemparelhado do
radical por ressonancia. Os carotendides sdo, por conseguinte, capazes de retirar do meio
espécies altamente reativas (BURTON & INGOLD, 1984). A ordem crescente de capacidade
para seqliestrar o oxigénio singleto por parte dos carotenos e xantofilas é: licopeno,

astaxantina ou cantaxantina, [3-caroteno ou bixina, luteina e crocina (FONTANA et al., 2000).

Por serem apolares, os carotenoides ficam mergulhados nas membranas

sequestrando radicais gerados neste ambiente (TRUSCOTT, 1996).
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Os carotenoides ao combaterem as especies reativas do oxigénio, podem interagir
de trés maneiras diferentes: transferéncia de elétrons; remocdo de ions de hidrogénio ou

remocao de espécies radicalares, respectivamente, reacdes 1, 2 e 3 da figura 02:
ROO®+ CAR —» ROO + CAR®" Reacdo 1
ROO*+ CAR —» ROOH + CAR® Reagdo 2
ROOQO*® + CAR —» ROO- CAR®* Reagdo 3

Figura 02 — Reacdo entre carotenoides e radicais livres.
Legenda: ROO*®: radical; CAR.: carotendides

(FONTE: YOUNG & LOWE, 2001)

POOL-ZOBEL et al. (1997), realizaram um estudo experimental com seres
humanos, nao-fumantes, com idade entre 27 e 40 anos e observaram que frutas, legumes e
verduras, como espinafre, cenoura, tomate, possuem um efeito protetor contra o cancer,
exercido pelos carotendides, por meio da reducdo de lesdes do DNA, identificadas tanto pela
reducdo da oxidacdo das bases pirimidinicas do DNA, quanto pelo menor numero de quebras
da fita do DNA linfocito. Esse efeito também pode ser evidenciado por PORRINI & RISO
(2000), por meio da suplementacdo com puré de tomate. Entre as décadas de 1980 e 1990,
numerosos estudos retrospectivos (caso-controle) e prospectivos realizado em Varios paises
mostraram consistentemente uma forte associagdo inversa entre o consumo alimentar de -
caroteno, ou a sua concentracdo plasmatica, e a incidéncia de cancer, particularmente, cancer
de pulmédo (ZEIGLER, 1991; BLOCK et al., 1992; VAN POPPEL & GOLDBOHM, 1995).
Essa reagdo inversa também foi observada com a incidéncia de doencas cardiovasculares
(GAZIANO, 1993; MANSON et al., 1993; KOHLMEIER et al., 1997).

3.2.3 Cromoforo

Para que haja a producdo de cor, um carotendide precisa ter pelo menos, sete
duplas liga¢bes conjugadas. O fitoeno e o fitoflueno possuem, respectivamente, trés e cinco

duplas ligagbes conjugadas, por isso sdo considerados carotendides incolores. Nos
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carotendides, a cor pode variar do incolor até o vermelho (FRANCIS, 1986). Os carotenoides

incolores absorvem na regido ultravioleta, abaixo de 350 nm a 400 nm (VILLELA, 1976).

A mudanca de cor dos carotendides ocorre a medida que o nimero de duplas
ligacGes aumenta, pois ha um deslocamento no espectro de absorcao da molécula (FRANCIS,
1986), ou seja, a capacidade de absorver a luz visivel depende da estrutura da molécula
(VILLELA, 1976). Os comprimentos de onda m&ximos de absor¢do variam na faixa de 410 a
510 nm (FONTANA et al., 2000).

3.2.4 Isomerizagao

Os isdmeros cis sdo menos estaveis termicamente do que as formas trans. A maior
parte dos carotendides, portanto, ocorrem na natureza predominantemente e completamente
na forma todo-trans (BRITTON, 1995).

Agentes como calor, &cidos, luz, oxigénio e enzimas, como lipoxigenases,
provocam a alteracdo nos carotendides, resultando em formacédo de isémeros cis, epdxidos,
diminuicdo da cor, perda de atividade pré-vitamina A e quebra da cadeia com formacdo de
apocarotenoides (carotendides com menos de 40 4tomos de carbono) (COSTA, ORTEGA-
FLORES & PENTEADO, 2002; MELENDEZ-MARTINEZ, VACARIO & HEREDIA,
2004%).

Os trans carotenos podem converter-se em cis carotenos pelo processamento de
alimentos, tais como: coccdo, desidratacdo e trituragdo (RODRIGUEZ-AMAYA E AMAYA
FARFAN, 1992). O isbmero cis é mais polar, portanto menos soltvel em éleos e solventes
hidrocarbonados, e também se cristaliza menos. No alimento, o isémero cis aumenta com 0
processamento téermico, mas ao ser consumido, na dieta, o intestino converte a forma cis para
a forma todo-trans, sendo mais absorvida (ROCK et al., 1989). O isébmero cis tem menor
atividade pro-vitaminica A que a forma trans, sendo, portanto, muito importante evitar a
formacdo do isbmero cis durante o processamento de alimentos ricos em carotenoides
(MELENDEZ-MARTINEZ, VACARIO & HEREDIA, 2004%).
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3.25 Oxidacao

A oxidacdo é a principal causa da degradacdo dos carotendides em alimentos.
Estes compostos sdo facilmente oxidados em funcdo do grande numero de duplas ligacdes
conjugadas. No tecido intacto, os pigmentos estdo protegidos da oxidacdo; entretanto, danos
fisicos aos tecidos ou a sua extragdo aumentam a sua suscetibilidade a oxidagdo. Os
carotenoides podem sofrer oxidacdo na presenca de luz, calor e compostos pro-oxidantes. Em
funcdo de sua estrutura insaturada e conjugada, os produtos de sua degradacdo sdo muito
complexos. Uma autoxidacdo intensa ira resultar na quebra dos pigmentos e descoloragédo
(RIBEIRO & SERAVALLI, 2004; MELENDEZ-MARTINEZ, VACARIO & HEREDIA,
2004 7).

A principal causa de perda dos carotendides durante a analise é a degradacédo
oxidativa. A oxidacdo natural de carotendides depende da sua estrutura, sendo 0s mais
facilmente oxidaveis o -caroteno, luteina e violaxantina. Ao final da oxidag&o ocorre a perda
total da cor e da atividade biologica, pois podem ser formados apocarotendides; por exemplo,
na degradagdo do [-caroteno sdo formados [-apo-10’-carotenal e [-apo-8’-carotenal
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

3.2.6 pH

Os carotendides sdo estaveis na faixa de pH da maioria dos alimentos (pH de 3,0 a
7,00 (RIBEIRO & SERAVALLI, 2004). No entanto, alguns carotendides ndo sdo
relativamente resistentes a alguns valores extremos de pH (&cidos e alcalis), podendo sofrer
isomerizacdo cis/trans de certas duplas ligacGes. Isto ocorre principalmente na manipulagéo
em laboratorios com fins analiticos. Por exemplo, algumas xantofilas sdo instaveis em meio
alcalino e os epoxi-carotendides sdo instaveis em meio acido (MELENDEZ-MARTINEZ,
VACARIO & HEREDIA, 2004 b).
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3.3 Funcdes dos Carotendides

Nas industrias de alimentos, os carotenoides sdo utilizados principalmente como
corantes, com 0 objetivo de repor a cor perdida durante o processamento e armazenagem,
colorir os alimentos incolores e uniformizar a coloragdo de alguns produtos alimenticios. Mais
recentemente, com o crescente interesse pela salde, os carotendides também tém sido
adicionados aos alimentos devido as suas atividades bioldgicas, a fim de enriquecer o produto
alimentar (MALDONADE, 2003). A presenca de pequenas quantidades de carotendides pode
ajudar na prevencdo da rapida oxidacdo dos constituintes dos alimentos seqlestrando o
oxigénio singleto (SCHROEDER & JOHNSON, 1995).

Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais tém
sido desenvolvidas, devido a sua importancia na prevencédo do desencadeamento das reagoes
oxidativas, tanto nos alimentos como no organismo animal. Os antioxidantes podem agir
retardando ou prevenindo a oxidacdo do substrato envolvido nos processos oxidativos,
impedindo a formacéo de radicais livres (HALLIWELL, 1995).

Os carotenoides parecem desempenhar alguns papéis fundamentais na saude
humana, sendo essenciais para a visdo devido a sua atividade de pro-vitamina A. O B-
caroteno, o a-caroteno e a B-criptoxantina sdo pro-vitaminas A. Basicamente, a estrutura da
pré-vitamina A (retinol) é a metade da molécula do B-caroteno, com uma molécula de dgua
adicionada ao final da cadeia poliénica. Conseqiientemente, o B-caroteno é o carotenoide de
maior poténcia vitaminica A e ao qual se atribui 100% de atividade. A exigéncia minima para
um carotendide possuir atividade vitaminica A ¢é ter um anel 3 substituido, com uma cadeia
poliénica de 11 carbonos. Assim, o a-caroteno e a o-criptoxantina tém cerca de 50% da
atividade do B-caroteno, enquanto a luteina, zeaxantina e licopeno ndo possuem atividade
(RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA & AMAYA-FARFAN, 2008).

Apesar de muitas hipoteses comprovadas, suas fungdes ndo estdo completamente
elucidadas in vivo. Recentemente, efeitos benéficos de carotendides contra canceres, doencas
de coracdo e degeneracdo macular foram reconhecidos e estimularam intensas investigacoes
sobre o papel destes compostos como antioxidantes e como reguladores da reposta imune
(GAZIANO, 1993; KRINSKY, 1993; ASTORG, 1997; OLSON, 1999; DELGADO -
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VARGAS et al. 2000; ). Tais atividades fisioldgicas ndo possuem relagdo com a atividade
vitaminica A e tém sido atribuidas as suas propriedades antioxidantes, especificamente, a sua
capacidade de sequestrar o oxigénio singleto e interagir com os radicais livres (PALOZZA &
KRINSKY, 1992).

Entretanto, outros mecanismos de acdo dos carotendides contra as doencas
cronicas foram relatados, tais como a modulagdo do metabolismo de substéncias
cancerigenas, inibicdo da proliferacdo celular, realce da diferenciacdo celular, estimulagdo da
comunicacdo intercelular e filtragem da luz azul (ASTORG, 1997; OLSON, 1999; STAHL,
ALE-AGHA & POLIDORI, 2002).

Os carotendides mais pesquisados por seu envolvimento na salide humana sdo o
[B-caroteno, a-caroteno, PB-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina. Além de serem 0s
principais carotendides no sangue humano (EPLER, ZEIGLER & CRAFT, 1993), sédo
também, com excecédo da zeaxantina, 0s mais comumente encontrados nos alimentos, sendo o
[-caroteno o mais largamente distribuido (RODRIGUEZ-AMAYA, 1993).

Devido a grande énfase dada a atividade antioxidante como modo de acdo contra
doencas, a capacidade antioxidante dos alimentos tem sido largamente determinada in vitro,
por vezes correlacionada as concentragdes das substancias bioativas nos alimentos, de forma a
predizer o seu efeito na saide humana. Os antioxidantes, entretanto, possuem diversos modos
de acdo, e os métodos que determinam a atividade antioxidante medem diferentes acoes e sdo
determinados sob diferentes condicdes (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA E AMAYA-
FARFAN, 2008). CAVALCANTE et al. (2006) estudaram a atividade antioxidante de
compostos fendlicos, carotenos e vitamina C, presentes em suco de caju e cajuina, pelo teste
de varredura do radical DPPH, pela sua capacidade de doar hidrogénio, constatando gue, tanto
0 suco de caju, quanto a cajuina apresentaram boa atividade antioxidante, devido a agéo
combinada desses compostos. BROINIZI et al. (2007) estudaram a atividade antioxidante
dos compostos fendlicos naturalmente presentes em subprodutos do pseudofruto do caju, em
sistema PB-caroteno/acido linoléico e pelo teste de varredura do radical livre, e observaram que
as fracOes de acidos fenolicos, exibiram expressiva atividade antioxidante, superior aos
extratos do bagaco do pedinculo do caju estudados no sistema [-caroteno e DPPH.
Entretanto, no teste de Rancimat realizado, os extratos aquosos e alcoolicos do bagago do
pedinculo do caju apresentaram maior protecdo a oxidacdo em relacdo as fragdes e ao BHT.

BARRETO et al. (2007) determinara a atividade anti-radical livre de derivados do bagago do
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pedinculo do caju e observaram que o extrato resultante do bagaco retentado apresentou um

nivel superior de atividade anti-radical livre em relacdo ao extrato concentrado.

Devido a alta taxa de insaturacdo, fatores tais como o calor, luz e &cidos
ocasionam a isomerizacdo dos carotendides trans, que é a forma mais estavel na natureza,
para a forma cis, promovendo ligeira perda na cor e na atividade pro-vitaminica. Sao também
susceptiveis as oxidacdes enzimaticas ou ndo enziméticas, reacdo esta que depende da
estrutura do carotendide, disponibilidade de oxigénio, presenca de enzimas, metais,
prooxidantes e antioxidantes, alta temperatura, exposicdo a luz (MALDONADE, 2003). Ha
tempos se atribui atividade vitaminica mais baixa as pro-vitaminas A na forma cis, em relagédo
aos isdmeros trans (ZECHMEISTER, 1962). Recentemente, foi relatado que o trans-f-
caroteno é preferencialmente absorvido em humanos (GAZIANO, 1995; STAHL et al., 2002;
BEN-AMOTZ & LEVY, 1996).

3.4 Biossintese de carotenoides

Os carotenodides sdo sintetizados somente pelas plantas e por microrganismos,
sendo as plantas as maiores fontes de carotenoides, 0s quais sdo responsaveis por conferir as
cores caracteristicas das frutas, como morango, laranja, maracuja e caju (BOBBIO E
BOBBIO, 2001).

Os carotendides acumulam-se em cloroplastos de todas as plantas verdes como
uma mistura de a e B carotenos, PB-criptoxantina, luteina, zeaxantina, violaxantina e
neoxantina, estando complexadas ndo-covalentemente com proteinas. Os carotendides
também se encontram em microrganismos, nos quais sao sintetizados pela rota metabdlica dos
isoprendides (MALDONADO-ROBLEDO et al., 2003).

A biossintese dos carotenos inicia-se com um precursor primario, representado
pelo acetato, que segue o processo da biogénese de esterodis até as unidades isoprendides
ativas: isopentenil-pirofosfato (Cs), geranil pirofosfato (Cyo) e farnesil pirofosfato (Cis), a
partir dai, diversificam-se os carotenos produzidos (VILLELA, 1976). A primeira etapa da

biossintese do carotendide envolve a formacdo de geranil pirofosfato e a sua conversdo em
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fitoeno, através da acdo da enzima fitoeno esterase. Esse primeiro caroteno ndo apresenta
coloracdo. Através de uma série de desidrogenacBes, outros carotenos sdo formados
(MALDONADE, 2003). As ultimas etapas do caminho biossitético dos carotendides,
destacando a formacdo dos principais carotendides em alimentos sdo apresentados na figura
03.
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Figura 03 — Ultimas etapas da biossintese de carotendides. Os carotendides principais em
alimentos encontram-se destacados.
(FONTE: RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA & AMAY A-FARFAN, 2008).
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A estrutura a ¢ B-caroteno sdo ciclizadas nas duas extremidades da cadeia e
diferem apenas em uma posicdo de uma dupla ligacdo do anel, enquanto o y-caroteno é

ciclizado em apenas numa extremidade da cadeia (WEIL, 2000).

3.5 Bioconversdo em vitamina A e biodisponibilidade

Os alimentos de fonte vegetal sdo fontes indiretas de vitamina A, pois contém
carotenoides pro-vitamina A (o, B e y-caroteno) que sdo consumidos através de frutos e
vegetais, como goiaba, nectarina, cenoura, couve e pimentdes; sdo convertidos em vitamina A
no organismo humano. Além de alimentos de origem vegetal, alguns alimentos de origem
animal sdo fontes diretas de vitamina A, como por exemplo, o figado, a carne bovina, peixe,
manteiga, leite, 6leo de figado de bacalhau (SACKHEIM & LEHMAN, 2001). A vitamina A
¢ importante para o0 crescimento, desenvolvimento, manutencdo dos tecidos epiteliais,
reproducdo, sistema imunologico e, em especial, para o funcionamento do ciclo visual na

regeneracao de fotorreceptores (OLSON, 1999).

A vitamina A ¢ um sélido amarelo claro, que contém em sua estrutura um anel 3-
ionona; possui um sistema de cinco duplas ligagcdes conjugadas que confere propriedades
espectrais (préximo de 325 nm) usadas para sua determinacdo, identificacdo e qualificacdo
(MELENDEZ-MARTINEZ, VACARIO & HEREDIA 2004 %). Quimicamente, é classificada
como um alcool de alta massa molar, lipossoltvel, conhecida como retinol, uma estrutura
totalmente trans (“todo-trans-retinol””) (SACKHEIM & LEHMAN, 2001).

Dos mais de 600 carotendides conhecidos, aproximadamente 50 sdo precursores
da vitamina A. Os carotenoides precursores possuem pelo menos um anel B-ionona ndo
substituido, com cadeia lateral poliénca com um minimo de 11 carbonos. Entre o0s
carotenodides, o [-caroteno € o mais abundante em alimentos e 0 que apresenta maior
atividade de vitamina A (tabela 01). Tanto os carotendides precursores de vitamina A, como
0s nao precursores, como a lutina, a zeaxantina e o licopeno, parecem apresentar funcéo

protetora contra o cancer (KIM et al., 1997).
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Tabela 01 — Atividade em % de alguns carotendides pro-vitamina A.

Carotenoides Atividade %

[ —caroteno 100

o —caroteno 50-54

y — caroteno 42-50
3,4-deshidroxi-B-caroteno 75
[ — caroteno-5,6-epoxido 21
a- caroteno-5,6-epoxido 25
3-0x0-f — caroteno 52

3- hidroxi- 3 — caroteno (criptoxantina) 50-60
4- hidroxi- B — caroteno 48

B —2’- apo- carotenal Ativo
B — 8’- apo- carotenal 72

Licopeno Inativo

Luteina Inativa

3,3’-dihidroxi-p — caroteno (zeaxantina) Inativo

(FONTE: SAUNDERS et al., 2000).

O p-caroteno é convertido a retinol pela da acdo da 15-15’-B-caroteno
dioxigenase. A enzima citossolica requer um detergente e oxigénio molecular, necessita de
grupos sulfidrilas livres , contém provavelmente ferro ou cobre e apresenta pH 6timo = 7,5 —
8,5 (OLSON, 1999). A clivagem enzimatica dos carotendides ocorre principalmente na
mucosa intestinal, embora a enzima possa atuar em outros tecidos, como figado, e ao que se
sabe, a atividade enzimatica na mucosa intestinal depende do nivel de proteina da dieta
(GRONOWSKA-SENGER & WOLF, 1970).

A clivagem central divide o B—caroteno na dupla ligacdo central (15-15°) e o
produto resultante € o retinal, que pode ser convertido de forma reversivel a retinol (vitamina
A) e irreversivel & acido retindico. Na clivagem assimétrica, sdo formados - apocarotenais,
que podem ser convertidos a retinal (KIEFER et al. 2001). No organismo, o retinol, o retinal e
0 &cido retindico sdo formas ativas da vitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

O retinol (vitamina A) é convertido a retinal por agdo da enzima retinol

dioxigenase e o retinal pode ser convertido em acido retindico ou retinol pelas enzimas retinal
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oxigenase e retinol dioxigenase, respectivamente. O &cido retindico sofre apenas degradacéao

oxidativa, ou seja, ndo sofre conversdo (BRODY, 1994).

Carotenoides Pro-vitamina A

}

Retinol

l T Retinol dioxigenase

Retinal

l Retinal oxigenase
Acido retinoico

Figura 04 — Bioconversao de carotendides e retinil ésteres em diferentes formas ativas de
vitamina A
(FONTE: BRODY, 1994).

Ao mencionar a biodisponibilidade de carotendides, outros dois termos
importantes sdo amplamente utilizados na literatura: bioconversdo e bioeficécia.
Bioconversdo é a proporcdo biodisponivel de carotendides convertidos a retinol, enquanto
bioeficacia é a eficiéncia com a qual os carotendides ingeridos sdo absorvidos e convertidos
em retinol. N&o raramente, os trés termos se confudem e, muitas vezes, o termo
biodisponibilidade envolve tanto a bioconversdo como a bioeficiéncia (AMBROSIO,
SIQUEIRA CAMPOS & FARO, 2006).

As informagdes cientificas acerca da biodisponibilidade de carotendides baseiam-
se, principalmente, na determinacdo dos niveis séricos, plasméaticos ou das fracGes
lipoprotéicas apds a ingestdo desses. Outros métodos da determinacdo da biodisponibilidade
dos carotendides também sdo utilizados, como métodos de balanco, pelo qual o contetdo de
carotenoides ingeridos ¢ medido nas fezes, medida dos carotendides radioativos na linfa ou
estudos cinéticos usando carotenoides isotopicamente marcados (AMBROSIO, SIQUEIRA
CAMPOS & FARO, 2006).
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3.6 Fontes de Carotendides

Estima-se que nas folhas, os carotenodides estejam nos cloroplastos, mascarados
pela clorofila, ou seja, os carotendides acompanham as clorofilas numa relacdo de trés a
quatro partes de clorofila por uma parte de carotendide; e nas frutas, os carotendides
encontram-se nos clomoplastos, sendo que a quantidade de carotendides aumenta durante a
maturacdo, porque parte da clorofila se perde com a intensificacdo da cor (SAUNDERES,
RAMALHO & ACCIOLLY, 2000; MELENDEZ-MARTINEZ, 2004%). Nos seres vivos, a
maior concentracao esta no tecido adiposo e no figado, sendo encontrados também no plasma,
coragdo, masculos, rins, pulméo pele e cérebro (BENDICH & OLSAN, 1989).

Segundo RODRIGUEZ-AMAYA (1999), as frutas dividem-se em dois grupos, de
acordo com os carotendides predominantes: -caroteno (EX.: bocailva, buriti, manga, goiaba,
tucuma) e B-criptoxantina (EX.: caja, nectaria, mamao papaia, pequi, pitanga). No entanto,
podem apresentar predominancia de outros carotendides, dependendo da fruta; por exemplo,
no pequi, predomina a zeaxantina; na goiaba, no mamao papaia e na pitanga, predomina o
licopeno. As frutas palmaceas, buriti, tucuma, bocaiuva, bacuri e umari, sdo ricas fontes de -
caroteno, sendo que o buriti é o produto alimentar detentor de maior concentra¢do conhecida
de B-caroteno, dentro da vasta gama ja analisada de alimentos brasileiros (RODRIGUEZ-
AMAYA, KIMURA & AMAYA-FARFAN, 2008).

As frutas ndo-palmaceas, meldo de polpa amarela e acerola, altamente rica em
vitamina C, sdo também boas fontes de B-caroteno. O B-caroteno é também o principal
carotendide do caju amarelo e vermelho, da néspera e do marolo, embora esteja presente em
baixos niveis nesta fruta (RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA & AMAYA-FARFAN, 2008).

ASSUNCAO & MERCADANTE (2002) quantificaram os teores dos seguintes
carotendides em diferentes variedades de caju: B-caroteno, B-criptoxantina, a-caroteno e 9-cis
+ 13-cis-B-caroteno, encontrando niveis mais altos em caju vermelho do que no amarelo,
sendo ambos os tipos considerados boas fontes de carotendides. Segundo PINHEIRO &
SANT’ANA et al. (1998) as cenouras séo fontes de carotendides, apresentando altos teores de
a e B-carotenos. SILVA & MERCADANTE (2002) estudaram a presenca de carotendides em

maracuja-amarelo por de cromatografia liquida de alta eficiéncia e identificaram os seguintes
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carotendides: B-criptoxantina, prolicopeno, cis-(-caroteno, (-caroteno, (-caroteno, 13-cis-f-
caroteno, neurosporeno e y-caroteno. Em abdbora, péssego e laranjas foram identificadas a
luteina, mas a couve e o espinafre se destacam como as fontes mais ricas. CAVALCANTE
(1991) pesquisou os principais carotendides da pitanga e da acerola in natura, encontrado
como carotendide prioritario na pitanga, o licopeno e na acerola, o autor encontrou fitoflueno,

B-criptoxantina, 3-caroteno e a-caroteno.

3.7 Flavonoéides

Flavondides englobam uma classe muito importante de pigmentos naturais
encontrados com grande frequéncia na natureza, unicamente em vegetais (BOBBIO &
BOBBIO, 2001). Esses compostos ndo nutritivos apresentam atividade antioxidante, anti-
mutagénica e anti-cancerigena em diferentes sistemas (ANDERSON et al. 2000;
MIDDLETON & KANDASWAMI, 1994).

Todos os flavondides tém a estrutura —Cg-C3-Cs- Sendo que as duas partes da
molécula com seis carbonos sdo anéis aromaticos. Sdo compostos bem caracterizados por
medidas espectroscopicas, ndo s6 dos proprios compostos, mas também de compostos e
complexos formados pela adicdo de determinados reagentes (BOBBIO & BOBBIO, 2001). A
estrutura béasica dos flavondides consiste de 15 carbonos distribuidos em dois anéis
aromaticos interligados via carbono heterociclico do pirano, que pode conter um grupo
carbonila, denominado anel C (figura 05). Os anéis aromaticos sao denominados A e B. A
posicdo do anel B é a base para se distinguir a classe dos flavonoides (posi¢do 2 do anel
heterociclico) e a posicdo 3, a subclasse dos isoflavondides (ARAUJO, 2004).
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Figura 05- Estrutura dos flavondides.
(FONTE: TRUEBA, 2003)

O anel A é derivado do acido aceético (acetil CoA) e malonato (carbonos de 5 até
8), enquanto o anel B e os trés carbonos da ponte sdo derivados do acido shiquimico via
biossintese do aminoacido fenilalanina (2 até 4 ¢ 1’ até 6°). Os flavonoéides sao classificados
pelo grau de oxidacdo dos trés carbonos que formam a interligacdo com os anéis (ARAUJO,
2004).

A variagdo estrutural no anel C subdivide os flavonodides em seis principais
classes: flavondis (por exemplo, quercetina kaempferol, miricetina), contendo uma hidroxila
na posi¢do 3 e carbonila na posicdo 4 do anel C; flavonas (exemplo: catequina) contendo
apenas a hidroxila no carbono 3, porém sem dupla ligacdo entre os C-2 e o C-3; flavanonas
contendo apenas a carbonila no carbono 4, também sem dupla ligacéo entre os C-2 e 0 C-3;
antocianidinas (por exemplo, cianidina, pelargonidina) apenas contendo a hidroxila no
carbono 3; isoflavonas (por exemplo, a ginisteina, a daidzeina) em que o anel B esta
localizado na posi¢do C-3 do anel C (ROSS & KASUM, 2002). Os flavondides sdo
encontrados na natureza na forma livre ou glicosilados. O agucar, quando presente esta ligado
de preferéncia nas hidroxilas das posicdes trés a sete das agliconas (BOBBIO & BOBBIO,
2001).
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3.8 Biossintese dos flavonéides

Os flavonoides, junto com os isoprenoides e alcaldides, compreendem as trés
maiores classes de produtos secundarios produzidos pelas plantas superiores, e sdo parte
essencial na adaptacdo a vida destes num ambiente adverso e inconstante, na maioria das
espécies de plantas, o excesso de luz e alta radiacdo UV desencadeia um aumento na sintese e
acumulo de compostos ndo fotossintéticos relacionados a via dos fenil propondides contendo
0 esqueleto C3 — Cg (fenil propano), derivados do acido cindmico, sintetizado do acido
shiquimico (SHIRLEY, 1996; DICARLO et al., 1999; WINKEL-SHIRLEY, 2001).

Os flavonoides sdo sintetizados pela combinacdo das vias metabolicas do acido
shiquimico e do acetil Co-A carboxilase. A chalcona sintetase é a enzima que catalisa a
formagdo da chalcona intermedidria basica Cis, da qual todos os flavondides sdo formados,
pela condensacdo de trés moléculas de malonil- CoA com uma molécula de 4-coumaroil-
CoA, (C3 — Cg). Além do 4-coumaroil CoA, que é o principal substrato fisioldgico para a
formacdo das chalconas, a chalcona sintase de algumas espécies de plantas aceita como
substrato o cafeoil-CoA ou o feruloil-CoA. O substrato éster da CoA do acido cindmico vem
da fenilalanina. A fenilalanina aménio liase canaliza o esqueleto Cs — C3 da fenilalanina via o
acido trans-cindmico pelo metabolismo fenilpropandide. A introducdo da funcdo hidroxi na
posicdo 4 do acido trans-cinamico é catalisada pela cinamato 4-hidroxilase, fornecendo o 4-
coumarato. O &cido hidroxi-cindmico é ativado para futuras reagdes, pela formagdo de um
éster da CoA (4-coumaroil- CoA), substrato preferido pelo a chalcona sintase. O segundo
substrato da chalcona sintase, 0 malonil-CoA, é sintetizado da acetil-CoA e CO,. Atraves de
subsequentes hidroxilacdes e reducdes, as plantas sintetizam as diferentes classes de
flavonoides (figura 06) (DICARLO, MASCOLO & 12z0O, 1999; ROBARDS &
ANTOLOVICH, 1997; WINKEL-SHIRLEY, 2001; DIXON et al., 2002).
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Figura 06- Etapas da a biossintese para a formacdo da chalcona intermediaria basica Cys, da

qual todos os flavondides sdo formados. As enzimas sdo: I- Fenil amonia liase; 11 — Cinamato
4-hidroxilase; 1l1- 4-coumarato: CoA ligase; I1V- Acetil CoA carboxilase; V- Chalcona
sintese.

(FONTE: DICARLO et al., 1999).

3.9 Atividade biolégica dos flavonoides

O potencial dos flavondides em reduzir a ocorréncia de doencas cardiovasculares
e cancer é normalmente explicado pelos efeitos biolégicos como antioxidantes
(DISILVESTRO, 2001; NIELSEN et al., 1999; FIANEDR & SCHENEIDER, 2000),
antiestrogénicos (MIKISICEK, 1995; MAKELA et al., 1995) e inibidores da proliferagdo
celular (KUNTZ, WENZEL & DANIEL, 1999; WENRZEL et al., 2000). Existem estudos,
porém, que relatam o efeito prooxidante destes em certas condi¢bes (SAHU & GRAY, 1996),
sendo ainda necessarias mais pesquisas sobre este assunto. Além disso, os estudos tém sido
conduzidos principalmente com flavonoides agliconas ou glicosideos. Até muito
recentemente, metabdlitos de flavondides raramente eram usados, principalmente porque
dados sobre sua identidade eram raros e padrfes quimicos para apenas poucos metabdlitos

podiam ser adquiridos comercialmente (ERLUND, 2004). Tem-se colocado ainda que 0s
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flavondides, e seus metabdlitos in vivo, ndo agem como 0s convencionais antioxidantes
doadores de hidrogénio (WILLIAMS & SPENCER, 2004). As evidéncias sugerem que 0S
efeitos celulares dos flavonoides podem ser mediados pela sua interacdo com proteinas
especificas, fundamentais para a cascata intracelular sinalizante (SCHROETER et al., 2002).
Podem interagir seletivamente dentro da via sinalizante de proteina kinase mitogénio ativada
(KOBUCHI et al., 1999; KONG et al., 2000). Os flavonoides parecem ser capazes de
proteger neurdnios contra stress oxidativo mais eficientemente que o ascorbato, mesmo
quando o ultimo foi utilizado em concentragfes 10 vezes maiores, 0 que apdia uma atividade
néo antioxidante (SCHROETER et al., 2002).

Vaérios efeitos bioldgicos tém sido atribuidos aos flavonoides, visto que séo
capazes, por exemplo, de inibir a peroxidacdo de lipideos e a agregacdo plaquetéria, e de
ativar sistemas enzimaticos incluindo ciclooxigenases e lipoxigenases (COOK & SAMMAN,
1996). Esses efeitos sdo devido a sua capacidade de remover radicais livres e de quelar
cations divalentes (COOK & SAMMAN, 1996). Outros estudos também tém mostrado que os
flavondides quercetina, rutina e naringina inibem a biossintese de eicosandides (resposta
antiprostandide e antiinflamatéria) (PELZER et al., 1998), protegem a oxidacdo de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (previnem formacdo de placa aterosclerdtica),
previnem agregacdo plaquetaria (efeitos antitrombéticos), e promovem relaxamento de
musculo liso (efeito antihipertensivo e antiarritmico). Além disso, flavonodides tém também
apresentado propriedades antivirais e carcinostaticas (PELZER et al., 1998). Os flavondides
estimulam as enzimas com atividade antioxidante como catalases e a superéxido dimutase
(SUDHEESH et al., 1999). MORAZZONI & MALANDRINO (1988) em seus estudos

concluiram que a rutina e quercetina se comportam como eficientes seqliestradores de Os.

3.10 Fontes de flavonoides

As frutas apresentam variacdo na composicdo de flavondides devido a diferentes
fatores como variedades/ cultivares e partes dos frutos. A composicao € dependente do grau
de incidéncia de luz, uma vez que a formagdo dos flavonoides é influenciada pela luz. Sdo

localizados principalmente nas folhas, flores e nas frutas, em suas partes externas, pele ou
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casca, decrescendo em concentracdo até o centro delas (KUHNAU, 1976; ROBARDS &
ANTOLOVICH, 1997).

HOFFMANN-RIBANNI, HUBER & RODRIGUEZ-AMAYA (2009) estudaram
a concentracdo de quercetina, miricetina e kaempferol, em frutas brasileiras frescas e

processadas, e encontraram os valores médios da tabela 02:

Tabela 02 — Teores de quercetina miricetina e kaempferol em frutas frescas.

Fruta Concentragédo em mg/100g de peso fresco
Miricetina Quercetina Kaempferol

Acerola Nd 5,0 1,2

Magca Nd 7,5 <LQ

Caju 2,0 1,3 <LQ-0,3

Figo Nd 1,3 Nd

Jaboticaba Nd 1,1 Nd

Laranja Nd 0,3 Nd
Pitanga 3,7 6,2 0,4
Morango Nd 0,8 0,7

LQ - limite de quantificacdo, miricetina= 0,26 mg/100g; quercetina= 0,23 mg/100g;
kaempferol = 0,26 mg/100g; nd: ndo detectado.
(FONTE: HOFFMANN-RIBANNI et al.,2009).

BRITO et al. (2007) quantificaram os flavonoides em pedunculo de caju por
cromatografia liquida e encontraram 0s seguintes compostos em extrato metanol-agua: 3-O-
galactosidio, 3-O-ramhanosidio, 3-O-xilopiranosidio, 3-O-arabinopiranosidio, 3-O-

aribinofuranosidio de quercetina e miricetina, bem como kaempferol 3-O-glucosidio.

3.11 Parede celular vegetal e enzimas pectinoliticas

A parede celular € responsavel pela resisténcia e rigidez dos tecidos vegetais e, ao
mesmo tempo, tem a habilidade de se expandir durante os periodos de crescimento. Além de

servir como suporte a estrutura das células, desempenha func¢des importantes, como absorcgao
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e transporte de &gua e minerais, secrecdes, atividade enzimatica entre outras (CHITARRA &
CHITARRA, 2005).

A parede celular é composta de vérias camadas e diferentes macromoléculas,
sendo responsavel pelas caracteristicas de textura dos frutos. A lamela media é a camada mais
externa que faz a coesdo entre as células e, por isso, € designada como cimento celular, sendo
composta principalmente de pectinas. A parede celular priméria se localiza ap6s a lamela,
consiste de microfibrilas de celulose trangadas em um conjunto em um padrdo irregular,
embebidas numa matriz amorfa composta de hemiceluloses, pectina e proteinas. A parede
celular secundaria liga-se imediatamente ao lado de dentro da parede primaria, consiste de
microfibrilas de celulose embebidas em matriz amorfa de hemicelulose e lignina (extensiva)
(FIGURA 7) (CHITARRA & CHITARRA, 2005).
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Figura 07- Estrutura da parede celular da célula vegetal.
(FONTE: bmb.msu.edu).

Substancias pécticas sdo macromoléculas glicosidicas de alto peso molecular que

formam o maior componente da lamela média, uma fina camada de material adesivo
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extracelular entre as paredes primarias das células vegetais superiores (ALKORTA et al.,
1998; ALMEIDA, BRANYK & MORADAS-FERREIRA, 2005). Quimicamente s&o
complexos coloidais de polissacarideos acidos, compostos de residuos de acido galacturdnico
unidos por ligagoes a-1,4, parcialmente esterificados por grupos metil éster (KASHYAP et
al., 2000; GUMMADI & PANDA, 2005; LIMBERG et al., 2000) e parcial ou completamente
neutralizadas por uma ou mais bases (KASHYAP et al., 2000; SAKAY et al., 1993).

A Sociedade Amarericana de Quimica classificou as substancias pécticas em:
protopectina, &cido pectinico, acido péctico e pectina, sendo estes trés ultimos total ou
parcialmente solliveis em agua (KASHYAP et al., 2000; ALKORTA et al.,, 1998).
Protopectina ¢ insolivel em agua e é a forma nativa unida com outros constituintes das células
vegetais (WHITAKER, 1972) e, em condigdes de hidrolise restrita, produzem A&cidos
pectinicos ou pectina (KASHYAP et al., 2000; SAKAY et al., 1993; MAIORANO, 1990) .
Acido péctico é uma designacdo aplicada a substancias pécticas compostas de &cido
poligalacturénico coloidal (KASHYAP et al., 2000; SAKAY et al., 1993), onde 0s grupos
carboxilas estdo essencialmente livres de grupos metil éster (KASHYAP et al., 2000;
SAKAY et al., 1993; WHITAKER, 1972) e seus sais sdo pectatos neutros ou acidos
(MAIORANO, 1990). Acido pectinico é um grupo de compostos contendo &cido
poligalacturénico coloidal com poucos grupos metil éster (SAKAY et al., 1993;
WHITAKER, 1972).

O termo geral pectina (Figura 8) designa acidos pectinicos solUveis em agua, com
grau variavel de grupos metil éster e um grau de neutralizacdo capaz de formar gel com
acucares e acidos em condicdes adequadas (SAKAY et al., 1993). Consiste em uma estrutura
de ligacOes axiais de unidades de acido a-1, 4-D-galacturdnico e contém moléculas de L-
ramnose, arabinose, galactose e xilose como correntes laterais (GUMMADI, 2005;
ALKORTA et al., 1998; LANG E DORNENBURG, 2000).

Figura 08 — Estrutura da molécula de pectina
(FONTE: UENOJO E PASTORE, 2007).
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As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam substancias pécticas,
hidrolisando as ligacbes glicosidicas ao longo da cadeia carb6nica. Podem ser
despolimerizante ou desesterificantes e sdo produzidas por plantas, fungos filamentosos,
bactérias e leveduras (UENOJO & PASTORE, 2007).

UENOJO E PASTORE (2007) classificam as pectinases com base no ataque ao
esqueleto galacturdnico, preferéncia ao substrato (pectina, protopectina ou &cido péctico),

acdo por transeliminacdo ou hidrolise e por clivagem randémica ou terminal em (figura 09):

a) Desesterificante ou desmetoxilante: removem os grupos metil-éster, como, por
exemplo, a pectina esterase;

b) Despolimerizantes: catalisam a clivagem das ligacGes glicosidicas das substancias
pécticas, como por exemplo, hidrolases (polimetigalacturonases e poligalacturonases) e

as liases (pectina liase).

As hidrolases sdo:

e Polimetilgalacturonases  (PMG): hidrolisa  polimetil-galacturonatos a

oligometilgalacturonatos pela separagao das liga¢des a (1—4), podendo ser endo- ou

exo-PMG.

e Poligalacturonases (PG): (EC 3.2.1.15), hidrolisam ligagdes glicosidicas a (1—4)

entre dois residuos de acido galacturdnico. E a maior enzima com func&o hidrolitica,
podendo apresentar a¢do endo- (hidrdlise randémica) ou exo- (hidrélise sequencial) do
acido péctico. As exo-poligalacturonases sdo subdivididas em Exo-PG-1 (EC
3.2.1.67), que hidrolisa as ligacGes sucessivas do &cido poligalacturbnico a partir da
extremidade ndo redutora, liberando &cidos galacturdnicos livres e Exo-PG-2 (EC
3.2.1.82), que hidrolisa as ligacdes alternadas do acido poligalacturdnico a partir da

extremidade ndo redutora, liberando acidos digalacturdnicos livres.

As Liases sdo:
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e Pectina-liase (PMGL): pectina liase, polimetilgalacturonato liase ou PMGL (EC

4.2.2.10) catalisa a B-eliminacdo entre dois residuos de acido galacturénico mais ou
menos esterificados, sem absorcdo de dgua. Quebram as ligacGes por transeliminacéo
do hidrogénio dos carbonos das posicdes 4 e 5 da porcdo aglicona do substrato

(pectina) de modo endo- ou exo-.

e Pectato liase (PGL): poligalacturonato liase catalisa a separagéo de ligagdes a (1—4)

de 4cido péctico, de modo endo- ou exo-, por trans-eliminacdo, requer Ca®* para
atividade. Sdo subdivididas em Exo-Pectato-Liase (EC 4.2.2.9), que hidrolisa as
ligacbes do &cido poligalacturdnico a partir da extremidade ndo redutora, liberando
principalmente acidos digalacturénicos insaturados livres e Endo-Pectato-Liase (EC
4.2.2.2), que hidrolisa as ligacBes internas do &cido poligalacturénico, liberando

oligogalacturonatos insaturados livres.

c) Protopectinases: solubilizam a protopectina para formar pectina.
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Figura 09- Modo de acdo enzimatica das pectinases em uma molécula de pectina. PMGL.:
polimetilgalacturonato liase; PMG: polimetilgalacturonase; PMGE: polimetilgalacturonato
esterase (pectina esterase); PG: poligalacturonase.

(FONTE: UENOJO & PASTORE, 2007).
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As pectinases sdo muito utilizadas nas industrias de sucos de frutas para reduzir
viscosidade, melhorar e aumentar a eficiéncia de filtracdo e de clarificacio (GUMMADI &
PANDA, 2005; ALMEIDA, BRANYIK & MORADAS-FERREIRA, 2005; FERNADEZ-
GONZALEZ et al., 2004; SORENSEN et al., 2004; LIMA, ALEGRE & MEIRELES, 2000),
no tratamento preliminar da uva em inddstrias vinicolas; na maceracao, liquefacdo e extracdo
de tecidos vegetais; na fermentacdo de cha, café e cacau (ALMEIDA, BRANYIK &
MORADAS-FERREIRA, 2005); para melhorar a extracdo de 6leos vegetais (TARGANO &
PILOSOF, 1999); na extracdo de polpa de tomate (ALMEIDA, BRANYIK & MORADAS-
FERREIRA, 2005).

3.12 Obtencéo de compostos bioativos a partir de residuos agroindustriais

O consumo de carotendides no mercado estd aumentando. No novo Relatdrio do
Mercado Global de Carotendides, a Companhia de Comunica¢Ges Empresarial INC (BCC),
projeta que o valor do mercado mundial de carotendides, todo comercialmente usado, subira
para mais de $ 1 bilhdo antes de 2009, a uma taxa de crescimento anual de 3% ao ano.
Atualmente, o mercado é calculado a $ 887 milhdes (GUZMAN, 2005). Por muitos anos, 0
representante mais proeminente dos carotenoides, o B-caroteno, foi usado como corante de
alimentos. O mercado de B-caroteno foi calculado em mais de $ 242 milhdes em 2004, um
aumento de $ 30 milhdes comparado a 1999 (GUZMAN, 2005).

Extratos naturais contendo carotendides extraidos de urucum, acafrdo, paprica e
tomate tém sido j& usados para colorir alimentos. No entanto, a quantidade de pigmentos
existente na natureza esta longe de suprir a demanda destes compostos, para serem usados em
substituicdo aos corantes sintéticos, muitos deles suspeitos de acdo toxica, e alguns ja
proibidos de serem usados em alimentos. Alguns flavondides, assim como os carotendides,
sdo substitutos em potencial dos corantes sintéticos (BOBBIO & BOBBIO, 2001).

As acdes voltadas para o desenvolvimento de produtos diferenciados com boa
agregacao de valor, tornando o processamento do pedunculo do caju uma oportunidade de
aumento de renda e reducdo nos custos de producdo dos pequenos produtores tem sido uma
busca constante junto as cadeias produtivas agropecuarias (OLIVEIRA &IPIRANGA, 2009).
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Como o aproveitamento do pedunculo do caju é estimado em apenas 12% de sua produgdo, e
0 bagaco, subproduto do processo de extracdo do suco de caju, é geralmente descartado
(MERCADANTE & RODRIGUZ-AMAYA, 1998), o aproveitamento tanto do pedunculo
como do bagaco é extremamente interessante, pois estes constituem uma fonte de compostos
de alto valor agregado em razéo de suas propriedades funcionais em alimentos (ABREU,
2001).

AZEREDO et al. (2006) estudaram a obtencdo de compostos carotenoides a partir
do bagaco do pedunculo do caju, residuo do processamento da indUstria de sucos, pela adicdo
de pectinases ao bagaco, concluindo que o extrato do bagaco era uma boa fonte de
carotenoides. CINAR (2005) estudou a obtencdo de compostos carotendides em casca de
laranja, batata doce e cenoura usando a combinacéo de celulases e pectinases. BROINIZI et
al. (2007), estudaram a atividade antioxidante de extrato do baga¢o do pedinculo do caju,
apos a extracdo do suco e observou que esse extrato possuia uma boa atividade antioxidante.
ALVAREZ et al.,(2006) estudaram a o contetido de carotendides totais em casca de algumas
variedades de laranjas venezuelanas, utilizando eter de petréleo e hexano, e obteve como
melhor resposta um teor de 140 mg de carotendides/ Kg de casca. BARRETO et al. (2007)
estudaram a presenca de compostos bioativos em extrato do bagaco do pedinculo de caju
retentado, concentrado e bruto e observou que o retentado apresentou um nivel

significantemente maior de fendis totais, carotendides totais e atividade antioxidante livre.

BOLANOS et al. (2005) estudaram a obtencéo, purificacdo e concentracio de
xantofilas, como a luteina, atraves do extrato de margaridas em hexano para utiliza¢cdo como
suplemento e aditivo alimentares. LAVECCHIA & ZUORRO (2008) estudaram a obtencéo
de licopeno de pele de tomate, subproduto da industria de processamento, por métodos
enzimaticos, empregando pectinases, celulases e hemicelulases. FU et al. (2008) estudaram a
extracdo de luteina e apigenina por métodos enzimaticos, utilizando pectinases, celulases e B-
glucosidades a partir de legumes, encontrando percentuais bastante elevados em relacdo aos

legumes ndo tratados enzimaticamente.



48

3.13 Caju

O valor nutritivo do pedinculo do caju revela-se sob a forma de vitaminas e sais
minerais. O contetdo de vitamina C do pedunculo é superior ao da goiaba, do mamao, do
lim&o e do tomate, que apresentam, respectivamente, 175 a 236, 75a 91, 48 a57,32 a 38 e 26
a 30 mg/100g, o que o coloca como grande fornecedor desta vitamina (MUDAMBI &
RAJAGORPAL, 1977). Além desta, destaca-se ainda a vitamina A e sais como o célcio, ferro
e fosforo (OGUNMOYELA, 1983).

A composicdo fisico-quimica do pedunculo varia largamente em funcdo da
variedade, do estadio de maturacdo, do tamanho, da duracdo da colheita e de variacdes
ambientais regionais, entre outros fatores (SIMOES et al., 2001).

Na composicdo quimica do pedldnculo do caju, podem ser destacados
carotendides, &cido ascorbico e compostos fendlicos, 0s quais permanecem no bagaco
(ASSUNCAO & MERCADANTE, 2002; ABREU, 2001). A presenca destes compostos em
alimentos, como frutas e vegetais, tem sido associada a baixa incidéncia de doencas
degenerativas, como cancer e doencas do coracao, e aumento da resisténcia imunologica (DE
ROSSO & MERCADANTE, 2005). Estes compostos possuem acao antioxidante, auxiliando
na protecdo do organismo humano contra estresse oxidativo (MERCADANTE &
RODRIGUEZ-AMAYA, 1998).
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

O bagaco de caju, cedido pela empresa Sucos do Brasil S.A., localizada em
Pacajus/CE, foi armazenado em sacos plasticos de polietileno, transportado imediatamente
para a Embrapa Agroindlstria Tropical em Fortaleza/CE, Laboratorio de Processos
Agroindustriais. O bagaco de caju foi separado em sacos plasticos de polietileno menores
(quatro quilos por embalagem). As embalagens foram seladas e armazenadas a -18°C em

freezer.

A preparacdo enzimatica utilizada nos experimentos foi a Pectinex Ultra SPL,

gentilmente cedida pela Novozymes Brasil Ltda.

4.2 Aplicacdo de preparacdo enzimatica na maceracao

4.2.1 Razdo bagaco: 4gua, concentracdo enzimatica e tempo

Para a avaliacdo da propor¢do bagaco: dgua, concentracdo enzimatica e tempo de
maceracdo foram realizados doze experimentos. Inicialmente deixou-se 12 Kg de bagaco
descongelando em temperatura ambiente por uma noite, aproximadamente 16 horas. Pesou-se
em um bécker plastico (4000 ml) 1 Kg de bagaco de caju. Adicionou-se dgua nas seguintes
proporcdes: 1:1 e 1:2 (bagaco: agua, p/p), para estudar a melhor proporcéo bagaco: agua em
escala de bancada. A mistura foi mantida a uma temperatura de 30°C em banho-maria da
marca MARCONI, com circulacdo de agua, por uma hora. Uma parte do extrato obtido foi
removida, transferida para outro bécker e observado visualmente apds uma hora. O extrato

removido para observacdo foi devolvido ao beécker inicial e a mistura permaneceu por duas e
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trés horas no banho-maria, repetindo-se o procedimento anterior para observagdo visual da
coloracdo amarela do extrato a fim de verificar o impacto do tempo de extracdo. Estes
experimentos, conduzidos sem enzimas, foram definidos como grupos controles. Nos
experimentos conduzidos com enzimas, testaram-se as concentragcdes de 250 e 500 ppm de
complexo enzimatico pectinolitico adicionados antes da incubacdo da mistura em banho-

maria e procedeu-se como descrito anteriormente.

4.2.2 Temperatura

Realizaram-se seis experimentos para a avaliacdo do efeito da temperatura sob a
obtencdo dos carotendides. Misturaram-se 4 Kg de bagaco de caju a quatro quilogramas de
agua (proporcdo 1:1, massa/massa). A mistura foi mantida em banho-maria nas temperaturas
de 30 e 40°C, sendo que o experimento conduzido na temperatura de 30°C permaneceu em
banho-maria por uma e duas horas. A cada hora retirou-se uma amostra do extrato para a
observacdo visual da coloragdo amarela do extrato, que foi devolvido a mistura inicial para a
manutencdo da proporcao bagacgo: agua. Esses experimentos foram os grupos controles, pois
foram conduzidos sem enzimas. Para a conducdo dos experimentos com adicao de preparado
enzimatico pectinolitico, adicionou-se 500 ppm de complexo enzimatico pectinolitico antes da

manutencdo da mistura em banho-maria e procedeu-se como descrito anteriormente.

4.3 Obtencdo do extrato do bagago do pedunculo do caju (EBC)

Apdbs os experimentos iniciais, selecionaram-se as condi¢bes que forneceram
extratos com maiores intensidades de coloracdo amarela para a obtencdo dos extratos em

planta piloto.

Para a obtencdo do extrato do bagaco do pedinculo do caju (EBC) foram
realizados seis experimentos, sendo trés com adicdo de complexo enzimatico pectinolitico e

trés experimentos representando os grupos controle (sem enzimas). Os experimentos foram
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conduzidos nas temperaturas de 30° e 40°C, com propor¢do de bagaco: éagua (1:1,
massa/massa) e permaneceram em banho-maria por uma hora (tempo de maceracdo). No
experimento conduzido na temperatura de 30°C variou-se 0 tempo de maceracdo em que a
mistura permaneceu em banho-maria, sendo realizado um experimento com tempo de

permanéncia de uma hora e outro experimento com tempo de permanéncia de duas horas.

Os extratos foram obtidos segundo o processo descrito por ABREU (2001) com
adaptacOes. Inicialmente, o bagaco foi descongelado por uma noite, aproximadamente, 16
horas em temperatura ambiente. O método consistiu em umidificar 4 Kg de bagaco,
misturando a 4 Kg de agua, homogeneizar a mistura manualmente, aquecer em banho-maria
com circulacdo de agua por uma hora, na temperatura de 30°C, no primeiro experimento e
40°C, no segundo experimento. Apos essa etapa, ajustou-se o comprimento da mola utilizada
na prensa para 21,7 centimetros correspondendo a uma forga de 804,61 N. Prensou-se o
bagaco umidificado, obtendo-se o primeiro extrato. Pesou-se 0 bagaco resultante da primeira
prensagem, umidificou-se novamente na propor¢do de 1:1 (massa/massa) peso de bagaco:
peso de agua e prensou-se, obtendo-se 0 segundo extrato. Esse procedimento foi repetido por
mais quatro vezes (Figuras 10). Em todas as etapas do processo, pesou-se a quantidade de
bagaco resultante em cada extracdo e a quantidade de agua adicionada ao bagaco em cada
etapa da prensagem e construiu-se um grafico para o acompanhamento da perda de massa
durante o processo. Os extratos foram armazenados em garrafas plésticas de polietileno
envoltas em papel aluminio para evitar a degradacdo dos compostos carotenoides pela luz.
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Figura 10 - Esquema de obtencdo do extrato do bagaco do peddnculo do caju com e sem

adicao de complexo enzimético pectinolitico.

4.3.1 Avaliacdo do numero de extracdes sucessivas

Para a avaliagdio do numero de extracBes sucessivas, realizaram-se dois
experimentos, nos quais foram obtidos dez extratos. Inicialmente, misturou-se quatro
quilogramas de bagaco a quatro quilogramas de agua (proporcdo 1:1, massa/massa), sem
enzimas, na temperatura de 30°C. Antes da primeira passagem pela prensa, a mistura foi
aquecida em banho-maria Marconi, com circulacdo de agua. Ajustou-se a forca da mola da

prensa do tipo Expeller (fabricada por CEIL) para 804,61 N.
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4.3.2 Tratamento enzimatico

Para a obtencdo do pigmento extraido com enzima, repetiu-se o procedimento
descrito no item 4.3 anterior, nas duas temperaturas e condigdes pré-estabelecidas até a quinta
extracdo. Para a conducdo dos trés experimentos com enzimas, adicionou-se uma
concentracdo de 500 ppm do complexo enzimatico pectinolitico, medido em pipetador
automatico, antes da primeira passagem pela prensa e homogeneizou-se manualmente. A
mistura permaneceu 20 minutos em repouso, para um melhor desempenho da enzima no meio
bagaco: agua e foi levado ao banho-maria por uma hora a fim verificar a acdo da temperatura

na obtencdo de compostos carotenoides.

4.3.3 Extrato do bagaco do pedunculo do caju concentrado

O extrato do bagaco do caju foi obtido conforme a metodologia descrita no item
4.3. As condicOes de obtencdo do extrato foram: temperatura de 27°C (temperatura ambiente)
e proporc¢do 1:1 (peso de bagaco: adgua). Prensou-se a mistura bagaco: dgua até a retirada de
praticamente todo o pigmento do bagaco para obtencdo de uma fase liquida total resultante da
mistura dos extratos obtidos na prensagem. Filtrou-se a fase liquida total para eliminacdo de
particulas de fibra e concentracéo do filtrado sob vacuo da ordem de 10 a 10™ atm, para a

obtencdo de um extrato com teor em solidos na faixa de 1% a 50% p/p.

A mistura dos extratos de bagaco de caju (EBC) obtido nas condi¢Ges descritas
acima foi centrifugada a 15000 rpm por 20 minutos em centrifuga Biofuge Stratos, fabricada
por Heraeus Instruments. Tanto o residuo quanto o sobrenadante foram analisados quanto aos
compostos de interesse, e 0 sobrenadante foi concentrado em rotaevaporador TECNAL -TE -

120 a vacuo a 60°C, até reducdes volumétricas de 25, 50, 75 e 90% do volume inicial.
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EXTRATO DO BAGACO DO
PEDUNCULO DO CAJU
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FILTRACAO A VACUO

'

CENTRIFUGACAO

|
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SOBRENADANTE RESIDUO

|

CONCENTRACAO POR
EVAPORACAO

Figura 11 - Esquema de concentracdo por evaporacdo do extrato do bagaco do peddnculo do

caju.

4.4 Procedimentos analiticos

4.4.1 Determinacgdo da compressdo da mola utilizada na prensa do tipo EXPELLER

Utilizou-se uma mola usada em suspensdo de motocicletas. A compressdo da
mola foi determinada comprimindo-se a mola gradativamente em intervalos de 10 mm e
medindo-se a respectiva forca em Newtons correspondente a cada uma das compressdes. O
experimento de compressdo da mola para a medicdo da forca foi realizado em um
equipamento de ensaios universais da marca INSTRON (modelo 8802), conduzido no
laboratério de Engenharia Mecanica da Universidade Federal do Ceara (UFC). O

comprimento inicial da mola em repouso era de 242, 45 mm.
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Os resultados relacionando a for¢a a compressao sofrida pela mola foram plotados
em um grafico construido no programa Excel e calculou-se a equagao da reta “For¢a X
compressao da mola” (ANEXO A).

4.4.2 Determinacéo de pH

As medidas de pH foram realizadas em um pHmetro digital QUIMIS modelo
Q400A, calibrado com solucBes tampao de pH 4,0, 7,0 e 10. Pipetou-se 10 ml de cada
amostra do extrato do bagaco de pedunculo de caju em um Becker de vidro de 50 ml e mediu-
se 0 pH inserindo os eletrodos do pHmetro diretamente na solucdo, conforme o método
descrito pela AOAC (1992).

4.4.3 Determinacao de Sélidos Solaveis Totais

As determinacOes de solidos sollveis foram realizadas em refratbmetro digital
(ATAGO PR-101) com escala de 0 a 45° Brix, através de leitura direta. Inicialmente,
calibrou-se o refratbmetro com agua destilada e enxugou-se o prisma com papel toalha.
Homogeneizou-se a amostra e transferiu-se 2 gotas, pipetadas com pipeta de Pasteur, de cada
uma das amostras, para o prisma do refratdbmetro, desprezando-se particulas grandes do
bagaco do caju, presente no extrato. Os resultados foram expressos em °Brix, de acordo com a
AOAC (1992).
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4.4.4 Determinacdo de agUcares redutores

A determinacdo dos agUcares redutores foi realizado segundo MILLER (1959),
utilizando o é&cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Devido a presenca de diferentes teores de
acucares redutores nos extratos estudados, realizaram-se trés diluicdes diferentes. Nos
extratos obtidos através da primeira e segunda prensagem, tomou-se 10 ml das amostras e
diluiu-se em baldo volumétrico de 200 ml, aferindo-se o volume com &gua destilada. No
extrato obtido através da terceira prensagem, tomou-se 10 ml da amostra e diluiu-se em baldo
volumétrico de 100 ml, aferindo-se o volume com agua destilada. Nos extratos resultantes da
guarta e quinta prensagens, tomou-se 10 ml das amostras, diluiu-se em baldo volumétrico de
50 ml e aferiu-se o volume com &gua destilada. Apds a diluicdo, as amostras foram
homogeneizadas e filtradas em papel filtro qualitativo para retirada das particulas de bagago.
Para a determinacdo de acucares totais no sobrenadante e no residuo da centrifugacao diluiu-
se 10 ml do sobrenadante e 10 g do residuo em 50 ml de 4gua destilada, homogeneizou-se e
filtrou-se em papel de filtro. Transferiu-se com auxilio de pipeta volumétrica, 25 ml do
filtrado para um Becker de 50 ml. Apos essa etapa, acidulou-se fortemente com 2 ml de acido
cloridrico P.A., aqueceu-se em banho-maria para extracdo a 75°C por 30 minutos. Esfriou-se
em banho de gelo, neutralizou-se com NaOH a 20%, utilizando-se como indicador o papel de
tornassol. Transferiu-se as amostras para um baldo volumétrico de 50 ml e aferiu-se o volume
com agua destilada, homogeneizou-se e filtrou-se com papel de filtro qualitativo. Procedeu-se
o0 preparo dos tubos conforme descrito abaixo para aclcares redutores nos extratos. Para a
quantificacdo de acucares redutores nos extratos adicionou-se em tubos de ensaio 1 ml do
filtrado e 1 ml de DNS e homogeneizou-se em agitador para tubos de ensaio por cerca de 1
minuto. Todos os tubos foram levados para o banho-maria a uma temperatura de 100°C por 5
minutos, resfriados em banho de gelo, adicionados de 8 ml de agua destilada,
homogeneizados novamente e submetidos a leitura em espectrofotémetro, realizada a 540 nm.
A curva de calibracdo foi montada adicionando-se a seis baldes volumétricos de 10 ml em
quantidades crescentes de O; 2; 4; 6; 8 e 10 ml de uma solucéo de glicose de concentracdo de
1mg/ml, completou-se o volume com agua destilada e homogeneizou-se. Transferiu-se 1 ml
de cada uma das seis solucGes de glicose preparadas como descrito acima para tubos de
ensaio, adicionou-se em cada tubo 1 ml de DNS, homogeneizou-se em agitador para tubos,
levou-se ao banho-maria a 100°C por 5 minutos, resfriou-se, adicionou-se 8 ml de agua

destilada, homogeneizou-se e realizou-se a leitura em espectrofotdbmetro a 540 nm. O branco
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da curva consistiu na mistura de 1 ml de 4gua a 1 ml de DNS e procedendo-se como descrito
acima. Cada um dos pontos da curva foi realizado em duplicata. Expressou-se o resultado em

mg/l.

4.4.5 Determinagéo de cor instrumental

A determinacdo da cor instrumental foi realizada em colorimetro do tipo
MINOLTA CR-300 com leitura direta dos valores L*, a* e b*. Inicialmente, o equipamento
foi calibrado nos padrdes X, Y e Z de cor instrumental. Apds a calibracdo, aproximadamente
10 ml de cada amostra foi transferida para uma capsula plastica e mediu-se diretamente a cor
instrumental com o equipamento. O sistema CIElab (Comission International de d’Eclairage)
possibilita sua medicdo através dos parametros de cores: L*= luminosidade (0= preto e
100=branco), a* (-80 até zero= verde, do zero ao + 100= vermelho) e b* (-100 até zero= azul
e do zero ao + 70= amarelo) (MODESTA et al, 2005).

4.4.6 Determinacdo do teor de Carotenoides

A realizagdo do teor de carotendides foi determinada segundo o método descrito
por HIGBY (1962). Tomou-se 10 ml de cada uma das amostras, adicionou-se 30 ml de alcool
isopropilico e 10 ml de hexano da marca Synth em um tubo para centrifuga com capacidade
de 50 ml, envolto com papel aluminio e agitou-se em homogeneizador de tubos por
aproximadamente 1 minuto. Apds a agitacdo, o conteudo foi centrifugado a 3000 rpm por 10
minutos. Apds a centrifugacao, retirou-se a fase de cor amarela e transferiu-se para outro tubo
de centrifuga envolto com papel aluminio com pipeta de Pasteur. Repetiu-se o procedimento
de lavagem com hexano e centrifugacdo até a retirada de toda a fase amarela. A mistura
solvente (hexano) e carotendides (fase amarela) resultante de todas as lavagens foi filtrado
utilizando um funil de vidro contendo algod&o pulverizado com sulfato de sodio anidro P.A.
para um baldo volumétrico de 100 ml envolto em papel aluminio, lavou-se o algoddao com
hexano e pressionou-se o algoddo no funil para que nédo ficasse pigmento no algodéo.

Adicionou-se ao baldo 5 ml de acetona e aferiu-se o baldo com hexano. O branco consistiu na
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adicdo de 5 ml de acetona em um baldo volumétrico de 100 ml e afericdo do baldo com
hexano. Realizou-se a leitura em espectofotbmetro Varian a 450 nm e expressou-se O

resultado em mg/I.

4.4.7 Determinacdo dos teores de Quercetina, Miricetina e Kaempferol

O teor de flavondides, miricetina, quercetina e kaempferol, foi determinado
conforme a metodologia descrita por BRITO et al (2007). Os padr6es de miricetina,
quercetina diihidratada, kaempferol e metanol P.A. foram produzidos pela empresa Sigma
Chemical Co. A agua utilizada no HPLC foi preparada com &gua destilada usando o sistema
Mili-Q (Milipore Lab., Laboratério de Solos da Embrapa Agroindustria Tropical). Utilizou-se
a coluna Zorbax (4.6 x 150 mm) com fluxo de 1ml/minuto. A temperatura foi ajustada para
30°C. A fase mdvel consistiu na combinacdo de A (agua: acido férmico, 99,7:0,3

volume/volume) e B (metanol: &cido formico, 99,7:0,3 volume/volume).

Inicialmente 3,0 ml da amostra foram misturados a 4,5 ml de metanol (40:60%)
usando sonicacdo por 60 minutos a temperatura ambiente. O solvente foi separado do sélido
por centrifugacdo a 2500 rpm por 15 minutos. Entdo, 7,5 ml do extrato foi seco e redissolvido
em 1 ml de metanol: 4gua (60:40), obtendo-se um volume final de aproximadamente de 1,1
ml . O extrato concentrado foi filtrado em cartucho SPE, nessa etapa lavou-se 0 extrato com
10 ml de agua para retirar os agUcares. Os flavonoides absorvidos foram eluidos com 10 ml de
metanol. Secou-se o0 extrato de metanol em rotaevaporador TECNAL e redissolveu-se em 1
ml de metanol: agua (60:40%). Adicionou-se 0,1 ml de HCI (37%) e aqueceu-se a 85°C por
duas horas . Adicionou-se 0,4 ml de metanol e sonicou-se por dez minutos. A solucéo foi
filtrada e 50 pl foram injetados em HPLC Varian Pro Star 355 UV-VIB Detector.

4.4.8 Caracterizacao de fibra de caju apds as prensagens

Para a obtencdo da fibra de caju apds a extracdo do pigmento, realizaram-se dois
experimentos. Pesou-se quinhentos gramas de bagago, ap0s a extracdo do pigmento, com e

sem adicdo de complexo enzimatico, tratado a 30°C e macerado por uma hora, lavou-se com
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nove litros de alcool comercial 96°GL e com um litro de acetona P.A. Secou-se a fibra em
exaustor e 0 material resultante foi peneirado em tamisador contendo peneiras com aberturas
de 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,120 e abaixo de 0,120 mm. As fracdes foram agrupadas de
acordo com a proximidade de tamanho granulométrico da seguinte maneira: fibra retida na
peneiras com abertura de 16; 8; 4 e 2 mm; fibra retida em 1; 0,5 e 0,25 mm; e fibra retida em
0,120 e abaixo de 0,120 mm. Para a obtencdo do residuo insoluvel em alcool (AIR) da fibra
do bagaco de caju apds a extracdo do pigmento, pesou-se 30 g de cada uma das fracbes que
foram separadas por semelhanca de granulometria, homogeneizou-se em blender com 300 ml
de etanol fervente (80% volume/volume), deixou-se a solugdo em aquecimento em chapa
metalica a 80°C por 1 hora. Centrifugou-se a 10.000 rpm , na temperatura de 40°C por 10
minutos. Filtrou-se a vacuo, coletando-se o residuo. Enxaguou-se o residuo com etanol 80%
até obter-se um extrato com filtrado claro. Deixou-se o extrato agitando-se em shaker orbital
(TE-420 marca TECNAL) a 150 rpm com 50 ml de acetona por 12 horas. Em seguida, filtrou-
se com papel filtro e secou-se em exaustor por 24 horas. Assim obteve-se 0 AIR (residuo

insolivel em alcool) e pesou-se.

Realizou-se a analise do teor de pectina, celulose e hemicelulose segundo
SCHIEBER (2005) nas trés fracdes da fibra. Coletou-se 0,8 g do AIR e diluiu-se em 50 ml de
solucéo alcalina de EDTA (0,05 M de NaOH; 0,5 mM de EDTA) para a agitacdo por 1 hora a
30°C. Em seguida, centrifugou-se a 10000 rpm por 20 minutos. Esta operacdo de adicdo de
EDTA, agitacdo e centrifugacdo foi repetida, reservando o residuo para a quantificacdo de
hemicelulose. Juntaram-se os sobrenadantes resultantes da centrifugacdo, ajustou-se o pH
para 6,5 com HCI. A solugéo foi dialisada com membranas de celulose (Dyalisis Tubing
Cellulose, tamanho 25 x 16 mm, SIGMA-ALDRICH) tendo como liquido dialisador agua
destilada, permanecendo por 48 horas em didlise, trocando-se a agua de 12 em 12 horas.
Coletou-se o liquido das membranas ap6s 48 horas de dialise e adicionou-se alcool comercial
(&lcool: liguido 3:1), deixando-se em repouso por 24 horas. Apds o repouso, a solugdo foi
centrifugada a 10000 rpm por vinte minutos, secou-se a solugédo em estufa a 60°C e pesou-se,
obtendo-se, assim, o teor de pectina. Para a determinacdo de hemicelulose, o residuo
reservado na andlise de pectina foi lavado com 100 ml de &gua, em filtracdo & vacuo, e
agitado por cinco horas com 50 ml de solu¢do de NaOH 16% a 30°C. Centrifugou-se a 10000
rpm por 20 minutos, lavou-se o residuo duas vezes com 50 ml de agua destilada e reservou-se
o residuo para a quantificacdo de celulose. Ajustou-se o pH do sobrenadante para 4,5 usando

HCI e colocou-se a solugdo em membrana de diélise, repetindo as etapas de quantificacdo de
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pectina. A celulose + lignina foi determinada lavando-se o residuo reservado em filtracdo a
vacuo, com agua destilada e adicionando-se 100 ml de agua destilada. Colocou-se a solugéo
na dialise, repetindo as etapas acima. Ap0s a pesagem, a amostra foi incinerada em forno
mufla a 550°C. Os resultados foram determinados através da relagdo do peso de cada
carboidrato determinado com o peso do AIR total da amostra e expresso em percentagem.
Para determinar celulose + lignina, primeiramente, calculou-se o peso das cinzas para ser
abstraido e, em seguida, procedeu-se 0 mesmo calculo feito com a pectina e a hemicelulose.
Para a realizago da observacdo em microscopio eletronico, as fibras foram metalizadas com
ouro em uma cuba de vidro do aparelho metalizador da Balzers modelo MED 010. A
caracterizacdo por microscopia eletronica de varredura das fibras com e sem tratamento
enzimatico foi realizada em um Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) modelo Zeiss
DMS 940 A.

4.4.9 Determinacao do teor de amido

A determinacdo de amido no bagac¢o do pedinculo do caju apos a extracdo do
suco foi realizada segundo a metodologia descrita pela AOAC (1995), utilizando o acido 3,5-
dinitrosalicilico. Tomou-se 5 g da amostra, colocou-se aproximadamente 30 ml de agua. O
material foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. Realizaram-se trés lavagens com agua
destilada, descartando-se o sobrenadante. Transferiu-se o residuo para um erlenmeyer de 250
ml com 50 ml de agua destilada. Adicionou-se 5 ml de HCI P.A. O material foi colocado no
refluxo e deixou-se ferver por duas horas. Esperou-se o material esfriar, neutralizou-se o
material com Na,CO3; (20%), utilizando-se papel de tornassol. Filtrou-se o material em funil
de vidro com papel filtro qualitativo, transferiu-se o contedo para um baldo volumétrico de
100 ml e aferiu-se com agua destilada. Agitou-se o baldo, tendo o cuidado de destampéa-lo a
cada agitacdo para a saida do gas proveniente do Na,COj3. Retirou-se uma aliquota de 1 ml,
transferiu-se para um tubo de ensaio, adicionou-se 1 ml de DNS, agitou-se em agitador de
tubos e levou-se ao banho-maria a 100°C por 5 minutos. Esfriou-se em banho de gelo,
adicionou-se 8 ml de agua destilada, agitou-se, novamente, em agitador de tubos e realizou-se
a leitura em espectofotdometro a 540 nm. A curva de calibragdo foi construida conforme
descrito no item 4.4.4.
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4.4.10 Vitamina C

A vitamina C foi determinada por método espectofotométrico segundo
STROHECKER E HENNING (1967). Para a construcdo da curva padrdo, adicionou-se em
uma série de balbes de 100 ml, 1; 2; 3; 4 e 5 ml de solucdo de &cido ascorbico 0,1%.
Completou-se o volume com acido oxalico 0,4%. Inicialmente, zerou-se o espectrofotbmetro
com agua destilada, ao comprimento de onda de 520 nm. Em um tubo de ensaio, transferiu-se
Iml de &cido oxalico 0,4%, adicionou-se 9 ml da solucéo corante de DFI (2,6-dicloro-fenol-
indofenol 0,02%) e realizou-se a leitura L;. Adicionou-se ao tubo de ensaio alguns cristais de
acido ascorbico, para descorar a solucdo e realizou-se a leitura L;a. De cada baldo, transferiu-
se um 1ml da solucdo para dois tubos de ensaio. Em um dos tubos, adicionou-se 9 ml de agua
destilada, zerou-se novamente o aparelho com esta solu¢do. No outro tubo, adicionou-se 9 ml
de DFI e realizou-se a leitura L,. Adicionou-se a este tubo de ensaio alguns cristais de acido
ascorbico e realizou-se a leitura La,. Repetiu-se esta operacdo para cada um dos baldes
volumétricos. Plotou-se a curva de L contra a concentracdo, onde:

L= (L1— Lia) — (L2 —L2a)
C= concentragdo de acido ascorbico em mg/100 ml.

Para a determinacdo de vitamina C em cada amostra, pesou-se 5 g da amostra em
um bécker. Adicionou-se 40 ml de &cido oxalico 0,4% e agitou-se por 5 minutos. Transferiu-
se a mostra para um baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com &cido
oxalico. Filtrou-se a solucdo em papel de filtro qualitativo e procedeu-se como no preparo da
curva padrdo para determinacdo de L; e L,. Transferiu-se 1 ml do filtrado para dois tubos de
ensaio, em um deles adicionou-se 9 ml de agua destilada e zerou-se novamente o aparelho
com esta solugcdo. No outro tubo, adicionou-se 9 ml de DFI e realizou-se a leitura L.
Adicionou-se a este tubo de ensaio alguns cristais de &cido ascérbico e realizou-se a leitura

Loa. Expressou-se o resultado em mg de acido ascorbico por 100 g de amostra.
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4.4.11 Fendis Totais

Para a determinacdo dos taninos utilizou-se a metodologia descrita por REICHER,
SIERAKOWSKI E CORREA (1981), com adaptagbes. Preparou-se o reagente Folllin
Ciocalteau fosfotungstico-fosfomolibdico conforme descrito por REICHER et al. (1981). Para
a determinacdo dos fendis totais, os padrbes (acido tanico), para a construcdo da curva, e 5 ¢
das amostras foram previamente diluidos, adicionou-se 3 ml do reagente fosfotungstico, 5 ml
de carbonato de sodio a 25% e diluiu-se para 50 ml. Apds 30 minutos de repouso, as solucdes
foram filtradas em papel de filtro qualitativo e as absorbancias foram lidas em
espectofotdmetro a 760 nm. Os resultados foram expressos em g de acido tanico por 100 g de

amostra.
4.4.12 Niveis de Retencdo dos Compostos de Interesse

Os niveis de retencdo dos compostos de interesse, tais como carotendides,

fenolicos totais e acido ascorbico, foram calculados segundo a equagéo 1:

TC, (%) x (V%E )

TC. (%)

RC (%) = %100 1)

Equacdo 1- Niveis de retencdo de compostos de interesse, onde: RC = nivel de retencdo dos
compostos de interesse; TCc = teor dos compostos no concentrado; (Vc/Ve) = relagdo entre o
volume do concentrado, no nivel de concentracdo avaliado, e o volume do extrato inicial; TCg

= teor dos compostos no extrato (EBC).
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da aplicacdo de preparacdo enzimatica na maceracdo de bagaco em

bancada

5.1.1 Influéncia da raz&@o bagaco: 4gua, concentracdo enzimatica e tempo

A figura 12 e tabela 03 mostram os extratos ordenados com maiores intensidades
de coloracdo amarela obtidos nos experimentos iniciais. As maiores intensidades de coloracédo
amarela foram obtidas, respectivamente, no extrato aquecido a temperatura de 30°C, com 500
ppm de complexo enzimatico pectinolitico, na propor¢cdo de 1:1 (peso de bagaco: agua)
(condicao A, figura 11 A); extrato do bagaco do pedinculo do caju obtido sem enzima, a
temperatura de 30°C, na proporc¢do de 1:1 (peso de bagaco: agua) (condicao B, figura 11 B);
extrato do bagaco do peddnculo do caju obtido a temperatura de 30°C, como 250 ppm de
complexo enzimatico pectinolitico, na propor¢do de 1:2 (peso de bagaco: agua) (condicdo C,
figura 11 C) e extrato do bagaco do pedinculo do caju obtido sem enzima, a temperatura de

30°C, na proporcdo 1:2 (peso de bagaco: agua) ( condicdo D, figura 11 D).

Figura 12 - Extratos ordenados com maiores intensidade de coloragéo amarela.
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Tabela 03- Parametros b de cor instrumental dos extratos do bagaco do pedinculo do caju

obtido em bancada.

Tratamentos Parametro b de cor instrumental
A (30°C, 500 ppm, 1:1) 8,2
B (30°C, S/E, 1:1) 6,5
C (30°C, 250 ppm, 1:2) 4,4
D (30°C, S/E, 1:2) 3,0

S/E= sem enzimas.

No extrato do bagaco do pedunculo do caju obtido na condicdo A, o complexo
enzimatico pectinolitico, em conjunto com a forca mecanica impressa pela prensagem do
bagaco, agiu sobre a fibra do caju hidrolisando as unidades de &cido poligalacturénico e
liberando uma maior quantidade de pigmentos carotendides. Esse extrato também se
encontrava menos diluido devido a proporcéo de agua: bagaco ser de 1:1. O extrato obtido na
condicdo B foi o segundo extrato com maior intensidade de coloragdo amarela, pois o
pigmento encontrava-se menos diluido do que os obtidos na proporcdo 1:2 (bagacgo: agua),
além do que a for¢a mecanica da prensa agindo sobre 0 bagaco contribuiu para a liberacdo de
parte dos pigmentos carotendides. Ja o extrato obtido na condigdo C foi o terceiro a apresentar
maior intensidade de coloracdo amarela, nesse extrato a concentracao enzimatica foi menor,
houve, dessa forma, menor acdo das enzimas sobre a fibra do caju para a liberacdo de
pigmentos carotenoides, além do que, nesses extratos 0s pigmentos encontravam-se mais
diluidos, propor¢cdo 1:2 (bagaco: agua). O extrato que apresentou menor intensidade de
coloracdo amarela foi o obtido na condicdo D, pois neste extrato, 0s pigmentos carotendides
encontravam-se mais diluidos e houve somente a acdo mecanica da prensagem sobre o

bagaco, j& que ndo apresentou a adi¢do de enzimas.

CINAR (2005) estudou o efeito da aplicagédo de 1.0 ml de pectinase/ 100 g de
material na extragdo de pigmentos carotenoides analisados por método espectofotométrico
provenientes de cenouras, casca de laranja e batata doce e observou que houve maior teor de

pigmentos carotendides nos experimentos conduzidos por 24 horas de maceracdo enzimatica,
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indicando que a aplicagdo de enzimas maximizou a obtencdo desses pigmentos. SUN et al.
(2005) estudou a concentracdo enzimatica de Pectinex Ultra SPL e de Pectinex Smash XXL
para otimizar a extracdo de compostos carotenodides de cenoura e observou que a melhor
condigdo foi obtida na concentragcdo de 0,10% de Pectinex XXL em relacdo ao peso de
cenoura utilizado no experimento. AZEREDO et al. (2006) estudaram a a¢do de 1000 ppm de
preparado enzimatico de Pectinex Ultra SPL macerado por uma hora para a obtencdo do
extrato do bagaco do peddnculo do caju e apds a realizacdo de cinco prensagens, obteve um
ganho de 29,57%, em relacdo ao somatdrio dos teores de carotendides, ao longo das
extracdes. J& a maceracdo e prensagem, realizadas somente com agua, para a obtengdo desses
pigmentos resultaram em um somatério 20,97% de carotendides ao longo das prensagens.
Esses resultados corroboram com os resultados obtidos no presente trabalho, onde houve

maior intensidade de coloragdo amarela nos extratos obtidos com enzimas.

5.1.2 Temperatura

A tabela 04 contém os resultados de parametros b de cor instrumental para os

extratos obtidos em escala de bancada ap06s prensagem:

Tabela 04- Valores de pardmetro b de cor instrumental dos extratos iniciais ap6s prensagem.

Condicéo Parametro b de cor instrumental
30°C, 500 ppm, 1 hora, 1:1 (A) 27,7
40°C, 500 ppm, 1 hora, 1:1 (B) 23,3
30°C, sem enzimas, 1 hora, 1:1 (C) 20,3

As maiores intensidades de coloracdo amarela foram obtidas, respectivamente, no
extrato processado na condicdo A; seguido pelo extrato obtido na condicdo B; e por ultimo,
extrato obtido na condicdo C (tabela 04). O extrato obtido na condigcdo A, apresentou maior
coloracdo amarela, devido, provavelmente, ao maior teor de compostos carotendides. Ja o
extrato obtido na condicdo B apresentou menor intensidade de coloracdo amarela do que o
extrato processado nas mesmas condi¢Ges a 30°C. Isso ocorre porque 0s carotendides sdo

compostos termolabeis e facilmente oxidaveis e embora a temperatura de tratamento ndo
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tenha sido muito elevada, o tempo de permanéncia de uma hora nessa temperatura fez com
que parte desses compostos se degradassem. Os extratos obtidos nas condicGes C
apresentaram menores intensidades de coloracdo amarela do que os obtidos com enzimas,
condicdes A e B, isso, provavelmente ocorreu porque ndo houve acdo do preparado
enziméatico na parede celular da célula vegetal, hidrolisando os compostos de parede e
facilitando a extracdo desses compostos (tabela 04). Ja os extratos mantidos por duas e trés
horas no banho-maria também apresentaram degradacdo desses compostos, devido,
certamente, ao tempo prolongado de processamento, o que fez com que esses extratos

apresentassem menor intensidade de coloragédo amarela.

AZEREDO et al. (2006) utilizaram uma temperatura de 30°C durante a
maceracdo enzimética do bagaco do caju para a obtencdo do extrato contendo pigmentos
carotendides, que segundo 0s autores é a temperatura Otima do complexo enzimético
pectinolitico, confirmando os resultados obtidos neste trabalho. J& SUN et al . (2005),
estudando a obtencdo de compostos carotendides provenientes de cenoura, incubaram a polpa
a uma temperatura de 40-45°C, considerada a temperatura 6tima pelos autores. No entanto, a
polpa de cenoura foi previamente branqueada em &gua, o que faz com que os tecidos vegetais
figuem mais amolecidos para acdo das enzimas, o que diminuiu o0 tempo de maceracao para
40 minutos, diminuindo o tempo de exposicdo desses compostos a essa temperatura, enquanto
que a constituicdo da parede celular do bagaco do caju é mais fibrosa, diminuindo o acesso do
complexo enzimatico pectinolitico, necessitando, dessa forma, de mais tempo de permanéncia
na temperatura de 40°C, o que pode ter levado a degradacdo de parte desses compostos,

fendmeno que ocorreu, simultaneamente, a provavel oxidacao dos compostos pelo oxigénio.

5.2 Avaliacbes da obtencéo do extrato do bagago do pedunculo de caju (EBC)

5.2.1 Avaliacao do numero de extragdes sucessivas

A figura 13 apresenta os valores dos pardmetros b de cor instrumental para

sucessivas prensagens do bagago do pedinculo do caju. O parametro b de cor instrumental,
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que foi positivo em todas as prensagens, indicando coloracdo amarela, foi crescente até a
quinta prensagem, apresentou-se praticamente constante nas prensagens de nimero seis, sete e
oito e diminuiu nas prensagens nove e dez. Dessa forma, realizaram-se cinco extracdes

sucessivas, devido aos valores crescentes desse parametro (figura 13).

20 +

15 A

10 ~

Parametro b de Cor Instrumental

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Numero de Estagios de Prensagens

Figura 13 - Grafico do nimero de prensagens versus parametro b de cor instrumental para a

obtencdo do extrato do bagaco do pedunculo do cajul.

AZEREDO et al. (2006) e BARRETO et al. (2007) em seus estudos objetivando
extrair compostos carotenodides de bagaco de caju também utilizaram cinco passagens do

bagaco pela prensa, nas quais obtiveram melhores resultados.
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5.2.2 Avaliacdo da aplicacdo de preparado enzimatico para obtencdo do extrato do
bagaco do pedunculo do caju (EBC)

5.2.2.1 Efeito da presenca de preparado enzimatico e da temperatura na obtencdo de

compostos carotendides a partir do extrato do bagaco do pedinculo do caju

Os teores de carotenoides nos extratos obtidos nas diferentes condi¢des estudadas
se encontram na figura 14. Nos extratos obtidos com 500 ppm complexo enzimatico
pectinolitico, nas temperaturas de 30°C (condicdo A) e 40°C (condicdo B), macerados por
uma hora, na proporc¢édo de 1:1 (bagaco: 4gua) os valores de carotendides totais cumulativos,
ou seja, a soma do todos os valores de carotendides ao longo das sucessivas prensagens,
expressos em [-caroteno, foram semelhantes. Dessa forma, observou-se que nas duas
temperaturas houve ac¢do do complexo enzimatico pectinolitico aplicado em bagaco de caju, ja
gue estes experimentos apresentaram maiores teores de carotendides, indicando que houve
uma maior hidrolise dos tecidos celulares da fibra de caju nestas temperaturas, liberando
maior teor de carotendides. No entanto observou-se uma acdo mais expressiva desse
complexo enzimatico na temperatura de 30°C, ja que houve um ganho de 116%, na primeira

prensagem em relacao ao extrato obtido na temperatura 40°C (figura 14).
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Figura 14 — Teores de Carotenoides dos extratos obtidos a partir do bagaco do pedunculo do

caju na proporcao de 1:1 (bagaco: agua) macerados por 1 hora.

O extrato obtido na condicdo A apresentou valores maiores de carotendides do
gue os obtidos nas mesmas condices mas sem enzimas (condi¢do C), apresentando, na
quinta prensagem, um ganho de 18%. Ja nos extratos obtidos na condicdo B, os valores de
carotenoides foram semelhantes até a quarta prensagem, aos dos extratos processados nas
mesmas condicGes sem enzimas (condi¢do D), havendo um ganho de 10,5% na condi¢édo B
em relagdo aos valores obtidos na condic¢éo D, na quinta prensagem (figura 14).

Com relacdo aos extratos processados sem enzimas, oS extratos obtidos na
condigdo D apresentaram, na quinta prensagem um ganho de 11,7%, em relagdo aos extratos
obtidos nas condicdes C. Isso foi provavelmente, devido & maior acdo da temperatura de 40°C

sobre os tecidos celulares da fibra do caju, condicdo em que a fibra do caju ficou mais
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amolecida do que na temperatura de 30°C, facilitando a expulsdo do contetdo intracelular

durante a prensagem, onde se encontravam os pigmentos carotenoéides (figura 14).

Segundo CINAR (2005) celulases e pectinases hidrolisam pectina e celulose
liberando carotendides da parede da célula vegetal e aumentando a eficiéncia da extracdo. O
autor estudou a concentracdo de pigmentos carotendides, pela medicdo dos valores de
absorbéancia, obtidos a partir de cenouras, batata doce e casca de laranja macerados por 6, 12,
18 e 24 horas com uma concentragdo de 100 ppm de pectinases por Kg de material, em casca
de laranja e em batata doce, obtendo valores de absorbéancia cumulativos de 2,4 e 1,4,
respectivamente. J& em cenouras, o autor utilizou uma combinacdo de 1000 ppm de pectinases
e 50 ppm de celulases por cada Kg de material , obtendo uma absorbancia cumulativa de 1,15.
Todos os experimentos foram conduzidos em temperatura ambiente. Observou-se que o0s
extratos do bagaco do pedinculo do caju obtidos com 500 ppm de complexo enzimético
pectinolitico macerados por uma hora nas temperatura de 30 e 40°C apresentaram, valores de
absorbancia cumulativas de 2,16 e 2,24, respectivamente. Esses resultados foram semelhantes
aos obtidos pelo autor em casca de laranja, no entanto, no presente experimento, a maceragao
enzimética foi somada ao efeito mecéanico da prensagem, o que resultou em resultados

semelhantes em tempo de maceracdo menor, 1 hora.

AZEREDO et al. (2006) estudaram a extracdo de pigmentos carotendides por
cinco prensagens seqlenciais e adi¢cdo de 1 ppm de Pectinex Ultra SPL/ Kg de bagaco de
pedunculo de caju e encontraram uma eficiéncia global em somatorio dos carotendides totais
ao longo das prensagens de 29,57%. Ja no experimento em que o bagaco foi submetido ao
congelamento, adicionado a mesma quantidade de enzimas e prensado cinco vezes, a
eficiéncia global foi de 46,72%. Segundo os autores, 0 bagaco de peddnculo de caju continha

uma concentracao inicial de 27 mg/kg de carotendides.

BARRETO et al. (2007) acompanharam o grau de retencdo de compostos
bioativos, como carotendides totais, em mistura dos extratos do bagaco do pedunculo do caju
bruto, concentrado e no retentado, resultantes de cinco ciclos de prensagem/diluicéo e filtrado,
encontrando um teor significativamente maior de carotenoides no retentado, devido ao carater
lipofilico destes compostos, 0s mesmos praticamente ndo foram extraidos durante a
prensagem, permanecendo preferencialmente no retentado. Foram detectados tracos de
carotendides no extrato bruto da safra de caju colhidos em 2005, e apenas um baixo teor foi

detectado no extrato concentrado. O teor médio de carotendide encontrado no retentado foi de
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43,3 w/g, enquanto que o valor encontrado nos extratos brutos na safra de 2005 foi de 0,02 p/g
e nas safras de 2007 foi de 0,9 wg. Os valores encontrados neste trabalho foram maiores do
que os obtidos pelo autor em até 100 vezes (900 w1), pois 0 processo de prensagem foi

auxiliado pela adicdo do complexo enzimético pectinolitico.

Assuncdo e Mercadante (2002) estudaram diferentes variedades de pedunculo de
caju vermelho e amarelo coletados no Brasil, sendo trés variedades provenientes da Regido
Nordeste, estado do Piaui, e duas provenientes da Regido Sudeste, estado de Séo Paulo. As
autoras observaram que B-caroteno e B-cryptoxantina foram os carotendides presentes em
maior quantidade nas variedades provenientes da regido Nordeste, encontrando valores totais
de carotendides de 174 + 39,7ug/100g para o caju amarelo, 204 + 41,5 pg/100g para o caju

vermelho e 119 + 16,7 ng/100g para o caju vermelho redondo.

ROMAN-SALGADO et al. (2008) estudaram a aplicacdo de enzimas ndo
comerciais em pimenta-malagueta para obtencdo de carotendides por método
espectofotométrico e encontraram valores superiores em 110% em relagdo ao grupo controle,
sem adicdo de enzimas, encontrando 7,1 g de carotenoides/ kg de material na pimenta tratada

enzimaticamente.

Para o acompanhamento do efeito da aplicagio do complexo enzimaético
pectinolitico para a obtencdo de compostos carotendides foram realizadas as analises de cor
instrumental, perda de massa, acgUcares redutores, solidos solUveis totais, pH, perfil
granulométrico, teores de pectina, celulose e hemicelulose, teores de miricetina, kaempferol e

quercetina.

Na figura 15 podemos observar os valores de parametro b de cor instrumental
para os extratos estudados. O valor b de cor instrumental, assim como o teor de carotendide
foi maior nos extratos obtidos na condicdo A do que nos extratos obtidos nas condigdes B,
com excecdo da terceira extracdo. Essas diferencas dos valores de parametro b de cor
instrumental foram mais expressivas nas primeiras e segundas extragcdes, onde se observou
uma maior acdo do complexo enzimatico pectinolitico, ja que o preparado foi adicionado
antes da primeira prensagem e esse efeito foi combinado ao mecanico da prensagem. Isso
facilita a dilaceracdo dos tecidos celulares expulsando o0s compostos carotendides e
aumentando a intensidade de coloracdo amarela. Uma possivel explicacdo para os menores

valores de parametro b de cor instrumental nos extratos processados na temperatura de 40°C ¢
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que esses compostos sdo termolabeis e facilmente oxidaveis, o que fez com que o teor de
carotenoides nessas condi¢cfes de processamento fosse um pouco menores que os obtidos na

temperatura de 30°C (figura 15).

Paramertro b de cor instrumental

1 2 3 4 5
NuUmero de estagios de prensagens

n 30°C, 500 ppm (A) M 40°C, 500 ppm (B)

[ | 30°C, sem enzimas (C) 40°C, sem enzimas (D)

Figura 15 — Valores dos parametros b de cor instrumental dos extratos obtidos a partir do

bagaco do pedunculo do caju na proporcao de 1:1(bagaco: agua) macerados por 1 hora.

Nos extratos obtidos na condicdo A, em todas as prensagens, os valores dos
parametros b de cor instrumental foram maiores do que os extratos obtidos nas condigdes C,
com excecdo da terceira prensagem, na qual os valores foram préximos. Isso provavelmente
deveu-se ao a acdo combinada das enzimas com o efeito mecanico da prensagem, liberando os
compostos intracelulares dos tecidos vegetais da fibra do caju, onde se encontram 0s

carotenoides (figura 15).

Nos extratos processados nas condigdes B e D, os maiores valores de pardmetro b

de cor instrumental foram obtidos nos extratos incubados sem enzimas, indicando que apesar



73

de haver uma acdo enzimatica pectinolitica nesta temperatura, essa acdo ndo foi téo
expressiva guanto a observada na condicdo A. Esses resultados diferiram dos resultados
obtidos para carotenoides, provavelmente por essa ser uma analise instrumental, onde

parametros como luminosidades interferem em seus resultados (figura 15).

Ja nos extratos obtidos sem adicdo de complexo enzimatico pectinolitico,
condicBes C e D, observou-se que, semelhantemente aos valores obtidos para carotenoides, 0s
maiores valores de parametro b de cor instrumental foram obtidos nas condi¢des D, devido ao
efeito da temperatura de 40°C, em que foi processado esse extrato, sobre a fibra do bagaco do
pedunculo do caju, que favoreceu ao amolecimento da fibra aquecida em &gua durante a
incubacdo, facilitando a dilaceracdo dos tecidos pela prensa no momento das extracées (figura
15).

BARRETO et al. (2007) estudaram os parametros a*, b* e L* de cor instrumental
para o extrato bruto proveniente do bagago do pedunculo do caju e encontrou valores de b*
iguais a 23,1. Todos os valores encontrados neste trabalho para os extratos obtidos com
enzimas foram superiores ao encontrado pelos autores, indicando que acdo do complexo
facilitou a extracdo desses compostos. Segundo os autores, o principal carotendide encontrado
no extrato foi o all-trans-B-criptoxantina, seguido pelo all- trans- B-caroteno, que possuem

coloragéo entre o amarelo e o laranja, contribuindo para um maior valor de b*.

Na figura 16 podemos observar os valores dos parametros L de cor instrumental
nos extratos obtidos com e sem adicdo de complexo enzimético pectinolitico. Observamos
que os extratos obtidos nas condi¢Ges A, apresentaram na primeira e segunda extracoes
menores valores de L do que os obtidos nas condi¢des B, indicando que nesses dois estagios
de prensagem, os extratos obtidos nas condi¢fes A foram mais escuros. Ja dentre os extratos
obtidos sem enzimas, os extratos obtidos nas condi¢des D apresentaram menores valores de L
do que os obtidos nas condi¢cdes C, apresentando coloracdo mais escura, resultados que

confirmam os valores b de cor instrumental.
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Parametro L de cor instrumenatl

1 2 3 4 5
Numero de estagios de prensagens

B 30°C, 500 ppm (A) B 40°C, 500 ppm (B)

u 30°C, sem enzimas (C) 40°C, sem enzimas (D)

Figura 16 — Valores dos parametros L de cor instrumental dos extratos obtidos a partir do

bagaco do peddnculo do caju na proporcao de 1:1(bagaco: agua) macerados por 1 hora.

A figura 17 representa os teores de perda de massa em percentagem dos extratos
estudados. Os extratos obtidos com adicdo de complexo enzimatico pectinolitico (condicBes
A e B) apresentaram maior percentagem de perda de massa do que 0S seus respectivos grupos
controles, sem adicdo de preparado enzimatico (condi¢cdes C e D). Isso provavelmente deveu-
se a acdo combinada das enzimas pectinoliticas a forca mecanica da prensa sobre a fibra do
caju, dilacerando a célula e liberando o seu conteddo intracelular, ocasionando maior perda de
liquido pelas células e aumentando a perda de massa nos extratos adicionados de enzimas
(figura 17).
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Figura 17 — Teores de perda de massa em percentagem do bagaco do peddnculo do caju

durante os estagios de prensagem.

O extrato obtido no experimento A apresentou maior teores de perda de massa em
relacdo ao peso do bagaco inicial durante os estagios de prensagem do que 0s processados nas
condicdes B. Esse fato pode ser explicado pela a¢do do preparado enzimatico pectinolitico em
funcdo da temperatura. No experimento conduzido na condicdo A, temperatura de 30°C, pode
ter ocorrido um melhor desempenho do complexo enzimatico pectinolitico do que no
experimento conduzido na temperatura de 40°C (condi¢do B), ocasionando uma maior perda

de massa (figura 17).

Durante a obtencdo dos extratos do bagaco do pedunculo do caju, 0s maiores
teores de perda de massa em percentagem, entre 0s extratos obtidos sem enzimas, foram

encontrados, respectivamente, nos extratos obtidos nas condi¢des C e D. Esse fato deveu-se a
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acdo da forca mecénica impressa pela prensa durante o processamento, liberando o contetido

de liquido contido nos cloroplastos, no qual se encontravam os carotendides (figura 17).

A figura 18 representa os teores de acucares redutores dos extratos obtidos a partir
do bagaco do peddnculo do caju. Dentre os extratos obtidos com adicdo de preparado
enzimatico pectinolitico, o que apresentou maior teor de agUcares redutores foi o processado
nas condi¢des A, indicando que houve maior acdo de hidrélise das enzimas pectinoliticas na
pectina presente na parede celular nessas condi¢des. A hidrélise dos componentes de parede
celular levou a uma maior concentracdo de acUcares redutores, havendo a reducdo dos
polissacarideos presentes na parede celular que compde a fibra de caju. J& nos extratos obtidos
nas condi¢cbes B, os teores de agUcares redutores foram menores do que os valores obtidos na
temperatura de 30°C. Observou-se que ao longo das prensagens, os valores de agucares
redutores foram diminuindo gradativamente, indicando que os extratos foram ficando mais
pobres nesses compostos (figura 18). Dentre os processos estudados, observou-se que 0s
extratos obtidos na condicdo A, apresentou maior teor de acucares redutores do que 0s
extratos dos grupos controles, sem enzimas (condi¢do C). Esse mesmo comportamento ndo
foi observado nos extratos processados nas condi¢cdes B e D, onde os extratos obtidos com
enzimas apresentaram menores teores de acucares redutores do que 0s grupos controles, sem
enzimas. Dessa forma, houve um melhor desempenho do complexo enzimatico pectinolitico,
quando adicionado ao bagaco de caju, na temperatura de 30°C (figura 18). O teor de agUcares
redutores nos extratos obtidos sem adi¢do de complexo enzimatico pectinolitico foi maior nos
extratos obtidos nas condi¢cdes D e B, respectivamente. Os agucares presentes nos extratos
obtidos sem enzimas sdo resultantes, somente, dos acucares aderidos nas fibras do caju
restantes da extracdo do suco, ja que ndo houve acdo das enzimas pectinoliticas na parede
celular da fibra do caju durante a obteng&o desses extratos (figura 18).
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pedunculo do caju na proporc¢do de 1:1 (bagaco: dgua) e macerados por 1 hora.

Segundo Cinar (2005), a utilizacdo de pectinases e celulases para a hidrélise da
pectina e celulose presente na parede celular ocasiona um aumento na producdo de acgucares.
Branddo et al. (2003) estudando a composicdo quimica de pedunculos de caju in natura,
encontrou um valor de 8,1% de acUcares redutores em glicose. Simdes et al. (2001) estudaram
a caracterizacdo fisico-quimica de pedunculos de caju CCP-76 em diferentes estagios de
desenvolvimento e encontrou valores compreendidos entre 7,57 a 9,60% para 0s estagios de
maturacdo mais avancados. Souza Filho et al. (1991) estudando a variacdo de parametros
fisico-quimicos em suco de caju clarificado com 120 mg de enzima pectinases adicionada a
700 ppm de gelatina em tempos de armazenagem de zero, 30, 60, 90 e 120 dias, encontrou

valores variando entre 8,74 e 9,62% de agucares redutores.

A figura 19 apresenta os resultados obtidos para os sélidos solGveis totais dos
extratos resultantes a partir do bagaco do peddnculo do caju. Os sdélidos soluveis totais

expressos em °Brix, representam os solidos sollveis presentes no extrato que sdo sollveis em
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agua, sendo constituido, no caso do extrato do bagago do pedinculo do caju, em sua maioria

por agucares.
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Figura 19 - Teores de Sélidos solUveis totais (°Brix) dos extratos obtidos a partir do bagacgo

do pedunculo do caju na proporc¢do 1:1 (bagaco: &gua) macerados por 1 hora.

Dentre os extratos obtidos com adicdo de complexo enzimatico pectinolitico, os
que apresentaram maiores teores de sélidos sollUveis foram o0s extratos processados nas
condicdes A, indicando que o desempenho do complexo enzimatico pectinolitico foi maior na
temperatura de 30°C. Isso provavelmente deveu-se a acdo de hidrdlise que o complexo
exerceu sobre a parede celular da fibra do caju, reduzindo os teores de componentes de parede
celular, tais como pectinas, celuloses e hemiceluloses a aglcares redutores, aumentando,

assim, o teor de sélidos solUveis totais (figura 19).
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Os extratos obtidos nas condi¢des B e D apresentaram teores de solidos soltveis
semelhantes a partir da terceira prensagem, o que também ocorreu com os resultados obtidos
para acgucares redutores, indicando que, provavelmente, a acdo do complexo ndo foi muito
efetiva na temperatura de 40°C, em relacdo & hidrdlise dos componentes de paredes. Ja todos
0s experimentos conduzidos nas condi¢fes A apresentaram maiores teores de sélidos solUveis

do que os processados nas condi¢cbes C (figura 19).

Nos extratos obtidos sem adi¢do de complexo enzimético pectinolitico, os valores
de solidos sollveis encontrados nos experimentos C e D foram semelhantes em todas as
prensagens, com excecao da terceira, sendo esses teores devido aos sélidos soluveis restantes
da extracdo do suco, adicionados aos obtidos pelo efeito de mecénico de prensagem. Assim
como nos resultados obtidos para acucares redutores, em todos os extratos, ao longo das
prensagens, os extratos foram ficando mais pobre em sélidos sollveis totais (figura 19).

Branddo et al. (2003) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas de caju in
natura e encontrou valores de solidos sollveis totais de 9,8° Brix. Lavinas et al. (2006)
estudou a estabilidade de suco de caju armazenado sob diferentes condi¢Ges de temperatura,
encontrando valores entre 10,50 e 11,67° Brix. Souza Filho et al. (1991) estudaram a variagédo
de parametros fisico-quimicos em suco de caju clarificado com 120 mg de enzima pectinaes
adicionadas a 700 ppm de gelatina em tempos de armazenagem de zero, 30, 60, 90 e 120 dias
e encontrou, no tempo zero, um valor de 10,40 °Brix. Os valores encontrados neste trabalho
foram menores do que os encontrados pelos autores supracitados, pois durante a obtencéo do
extrato do bagaco do pedunculo do caju, a maior parte dos sélidos solUveis totais ja haviam

sido extraidos durante a obtencéo do suco.

A figura 20 mostra os resultados obtidos para os valores de pH dos extratos
obtidos a partir do bagaco do pedunculo do caju. Dentre os extratos obtidos com adi¢do de
complexo enzimético pectinolitico, 0s que apresentaram menores valores de pH foram os
extratos os processados na condicdo A, seguidos pelos extratos obtidos nas condices B.
Esses valores permaneceram praticamente constantes até a segunda extragdo, sofrendo uma
leve queda a partir da terceira extracdo. Isso provavelmente se deveu ao fato de que o
complexo enzimatico pectinolitico hidrolisou as unidades de &cido poligalacturonico a
unidades menores, fazendo com que o pH sofresse um leve declinio a partir da terceira

extracdo. No entanto, observou-se que os valores de pH foram menores a temperatura de
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30°C, indicando um melhor desempenho do complexo enzimatico pectinolitico nessa

temperatura (figura 20).
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Figura 20 — Valores de pH dos extratos obtidos a partir do bagaco do peddnculo do caju na

proporcao de 1:1 (bagaco: 4gua) macerados por 1 hora.

Ja nos extratos obtidos sem adicdo de preparado enzimatico, os maiores valores de
pH foram obtidos nas condicdes de tratamento D, seguido pelos valores obtidos nas condicdes
C. Observou-se que nesses extratos houve um comportamento diferente em relacdo aos
tratamentos conduzidos com enzimas, havendo uma tendéncia de crescimento nos valores do
pH a partir da terceira prensagem. Isso ocorreu devido a falta do complexo enzimatico
pectinolitico, ndo havendo a hidrolise dos acidos poligalacturénicos liberando unidades de

hidrogénio que estavam presentes na pectina da parede celular (figura 20).

Segundo UENOJO & PASTORE (2006), as enzimas pectinoliticas

depolimerizantes, como as poligalacturonases, hidrolisam as a-1,4- liga¢des glicosidicas entre
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dois residuos de acido galacturdnico. Ja as pectinas liases catalisam a - eliminagao entre dois
residuos de acido galacturdnico mais ou menos esterificados. Quebram a ligacdo por
transeliminacdo do hidrogénio dos carbonos das posicdes 4 e 5 da porcdo aglicona do
substrato pectina. Isso, provavelmente, explica os decrescentes valores de pH nas faixas de
temperatura entre 30 e 40°C.

BRANDAO et al. (2003) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas de caju in
natura e encontrou valores de pH de 4,01, sendo esse valor maior do que os encontrados nos
extratos obtidos com enzimas e do que os valores dos extratos obtidos sem enzimas nas
temperatura 40°C. No entanto esse valor foi semelhante ao valor obtido no experimento
conduzido na temperatura de 30°C, sem adicdo de enzimas pectinoliticas. Ja Simdes et al.
(2001) estudando pedunculo de caju ando CPP-76 colhidos em diferentes estadios de
desenvolvimentos, encontrou valores de pH variando entre 4,50 e 4,70, valores préximos aos
encontrados no extrato do bagaco do pedunculo do caju, obtido na temperatura de 30°C, sem
enzimas. LAVINAS et al. (2006) estudaram a estabilidade de suco de caju armazenado sob

diferentes condicdes de temperatura, obtendo valores de pH variando entre 4,27 a 4,32.

A figura 21 representa o perfil granulométrico das fracGes de bagaco retidas nas
peneiras de diferentes aberturas, ap6s a retirada de todo o pigmento e dos componentes
sollveis. Esse experimento foi realizado a fim de acompanhar a de hidrolise da pectina
presente na fibra do bagaco do caju por acdo do complexo enzimatico pectinolitico.
Observou-se que o perfil granulométrico da fibra do bagaco de caju, apds a quinta prensagem,
nas condicdes A, apresentou 0 seguinte comportamento: o tipo 1 representa o bagaco retido
nas peneiras de abertura entre 2 e 16 mm, que deteve 10% da massa inicial de 500 g; o tipo 2
, representa o bagaco retido nas peneiras de abertura entre 0,25 e 2 mm, que deteve 17,61% da
massa inicial e o tipo 3 representa o bagaco retido nas peneiras de abertura menor ou igual a
0,25 mm, que deteve 0,4% da massa inicial. Observou-se que houve uma maior concentracdo

da massa, ap0s a maceracgao enzimatica no tipo 2 (figuras 21 e 22).
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Peso em Percentagem

1 2 3

Categorias Granulométricas

B  30°C, semenzimas (B) 30°C, 500 ppm (A)

Figura 21 — Perfil granulométrico dos bagacos do peddnculo do caju apos a extragdo do

pigmento macerados com e sem adi¢do de complexo enzimatico.

Ja o perfil granulométrico da fibra do bagaco do caju apds a quinta prensagem,
nas condic¢Bes B, apresentou o comportamento descrito a seguir: 8,6% da massa inicial detida
na categoria 1, peneiras de abertura entre 2 e 16 mm; 13,20% detida na categoria 2, peneiras
de abertura entre 0,25 e 2 mm e 0,5% detida na categoria 3, peneiras de abertura igual ou

menor que 0,25 mm (figuras 21 e 22).

Observou-se que na segunda categoria, fibra retida entre as peneiras de abertura
entre 0,25 e 2 mm, houve maior reten¢do na fibra tratada enzimaticamente, 0 que superou a
fibra sem tratamento enzimatico em 4,41%. Isso se deveu ao fato de que a fibra com diametro
maior, retida nas peneiras de abertura entre 2 e 16 mm, foi hidrolisada pelo complexo

enzimatico pectinolitico, diminuido assim sua granulometria, ja que na condicdo inicial de
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macera¢do ndo havia a fibra de menor granulometria, que so fez-se presente ap6s a obtencdo
do AIR (figuras 21 e 22).
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Figura 22 — Diferentes granulometrias dos bagacos tratados com e sem enzimas. 1 A e 1B- O
bagaco retido nas peneiras de abertura entre 2 e 16 mm; 2 A e 2 B- O bagaco retido nas
peneiras de abertura entre 0,25 e 2 mm; 3 A e 3 B-O bagaco retido nas aberturas igual ou

menor que 0,25 mm.
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A tabela 05 traz os resultados de pectina, celulose e hemicelulose das diferentes
fragdes do AIR do bagaco do pedunculo do caju. Nas fibras de maior granulometria, retidas
nas peneiras entre 2 e 16 mm e entre 0,25 e 2 mm, respectivamente, 0s teores de pectina
foram maiores nas fibras que ndo sofreram tratamento enzimaético, pois ndo houve a agéo
hidrolitica do complexo enzimatico sobre essas fibras. O fato de ter ocorrido uma diminuicéo
no teor de pectina somente nas fibras de maior granulometria, ocorreu porque essas fibras
estavam mais expostas a acdo das enzimas, devido ao seu maior tamanho, pois embora nas
fibras de menor granulometria a superficie de contato fosse maior, facilitando a acdo
hidrolitica da enzima, no inicio do processo 0 bagaco apresentava-se intacto, entdo a fibra
retida nas peneiras de abertura menor ou igual a 0,25 mm sé apareceu em maior quantidade
apos a obtencdo do AIR (tabela 05).

Tabela 05 - Teores de pectina, hemicelulose e celulose apds a extracdo de pigmentos e quinta
passagem pela prensa nas fracdes de fibra de caju com e sem tratamento enzimatico.

30°C, 1h, 1:1 2<6<16 0,25<0<2 0<0,25
CIE S/E CIE SIE CIE SIE
Pectina 51,75 78,82 56,21 59,26 46,91 40,29

(% em peso seco)

Hemicelulose 26,75 18,51 25,28 21,48 40,03 44,71
(% em peso seco)

Celulose + 21,5 2,67 18,51 19,26 13,06 15
Lignina

(% em peso seco)

0= abertura da peneira; C/E = com enzimas; S/E= sem enzimas.

Ja os teores de hemicelulose foram maiores nas fibras retidas nas peneiras entre 2
e 16 mm e entre 0,25 e 2 mm, na fibra com tratamento enzimatico, ja na fibra retida no
didmetro igual ou menor a 0,25 mm, o teor de hemicelulose foi maior na fibra tratada sem
enzimas. Isso ocorreu porque ndo houve uma acao tao expressiva da hemicelulase nas fibras
de maiores granulometrias, ja que o complexo apresenta um maior teor de pectinases (tabela
05).
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J& os teores de celulose foram maiores na fibra retida nas peneiras de abertura
entre 2 e 16 mm, tratada enzimaticamente, do que na fibra ndo tratada, devido & pouca a
atividade celulasica do complexo enzimatico pectinolitico. J& para as fracbes retidas nas
peneiras de abertura entre 0,25 e 2 mm e menor ou igual a 0,25 mm, os teores de celulose
foram semelhantes, indicando que as fibras possuiam, nessas granulometrias, teores de
celulose semelhantes, ja que ndo houve uma acgdo tdo expressiva do complexo enzimatico

pectinolitico nessas fracoes (tabela 05).

5.2.2.2 Influéncia do tempo de maceragdo enzimatica para a obtengdo de compostos

carotenoides a partir do bagaco do pedunculo do caju

A figura 23 apresenta os valores de carotendides cumulativos totais expressos em
[-caroteno dos extratos obtidos a partir do bagaco do pedunculo do caju macerado por uma e
duas horas. Os maiores valores de carotendides cumulativos, que representa a soma de todos
os valores da concentracdo de carotendides ao longo das sucessivas prensagens, foram
encontrados nos extratos processados nas condi¢bes A, ja os macerados por duas horas
apresentaram valores menores. 1sso provavelmente ocorreu devido ao tempo prolongado em
que a mistura bagaco: agua permaneceu nessa temperatura, 0 que ocasionou a degradacdo de
parte dos compostos carotendides, diminuindo os seus valores, fendmeno facilitado pela acdo
de oxigénio. Os extratos processados nas condicfes A obtiveram valores maiores de
carotenodides cumulativos do que os obtidos em seus respectivos grupos controles,
experimento C, sem enzimas, com excecdo da quarta prensagem. Esse mesmo
comportamento néo foi encontrado dentre os extratos macerados por duas horas, nos quais 0s
experimentos conduzidos nas condicdes B e D apresentaram valores semelhantes de

carotenoides (figura 23).
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Figura 23 - Teor de Carotendide em mg/l dos extratos obtidos a partir do bagaco do

pedunculo do caju macerados por uma e duas horas na proporcdo de 1:1 (bagaco: agua).

Dentre os extratos obtidos sem enzimas, 0s extratos obtidos nas condigdes C
apresentaram maiores valores de carotendides do que os extratos processados nas condicbes
D. Esses resultados confirmam os resultados obtidos nos extratos com enzimas, experimentos
A e B, onde o prolongado tempo de incubacdo, provavelmente, facilitou a oxidacdo dos
compostos carotendides pela acdo do oxigénio, além do que o prolongado tempo de
permanéncia na temperatura de 30°C, embora branda, pode ter degradado parte desses

compostos, que sao termolabeis (figura 23).

Para 0 acompanhamento do tempo de maceracdo enzimatica para a obtencdo de
compostos carotendides foram realizadas as analises de cor instrumental, perda de massa,

acucares redutores, solidos soluveis totais, pH, quercetina miricetina e kaempferol.
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A figura 24 mostra os valores obtidos de pardmetro b de cor instrumental para os
extratos macerados por uma e duas horas. Os extratos obtidos nas condigcdes A apresentaram
maiores valores de pardmetro b de cor instrumental do que os macerados nas condicbes B,
com excegdo das terceira e quinta extrages, onde esses valores foram semelhantes. Esses
valores foram maiores principalmente, nas primeiras e segundas extracdes, onde se observou
a maior acdo das enzimas pectinoliticas, ja que o complexo foi adicionado antes da primeira
prensagem. Os valores obtidos para 0s parametros b de cor instrumental confirmam os valores

de carotendides obtidos nesses extratos (figura 24).

Parametro b de cor instrumental

1 2 3 4 5

NuUumero de estagios de prensagens

B 30°C, 1 h, 500 ppm (A) B 30°C,2h,500 ppm (B)

30°C, 1 h, sem enzimas (C) | 30°C, 2 h, sem enzimas (D)

Figura 24 - Valores dos parametros b de cor instrumental dos extratos obtidos a partir do
bagaco do peddnculo do caju macerados por uma e duas horas na proporc¢do de 1:1 (bagaco:

agua).
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Nos extratos obtidos sem adi¢cdo de complexo enzimético pectinolitico, nas
condicdes D, os valores de parametro b de cor instrumental foram maiores, com excec¢édo da
primeira extracdo, onde esses valores foram menores do que os obtidos nas condi¢bes C e na

segunda prensagem, nas quais esses valores foram semelhantes (figura 24).

Ja nos extratos macerados por uma e duas horas, sem enzimas, condi¢bes C e D,
os valores dos pardmetros b de cor instrumental, foram semelhantes, indicando que o tempo
de permanéncia de duas horas de incubagcdo ndo aumentou a obtencdo desses compostos

durante as prensagens (figura 24).

A figura 25 apresenta os valores de pardmetro L de cor instrumental para os
extratos macerados por uma e duas horas. Observou-se que para os parametros L de cor

instrumental os valores foram praticamente constantes em todas as condicdes.

35
30
25
20
15 +

10 +

Parametro L de Cor Instrumental

1 2 3 4 5
Numero de estagios de prensagens

B 30°C, 1h, 500 ppm (A) W 30°C,2h, 500 ppm (B)
30°C, 1 h, sem enzimas (C) B 30°C, 2 h, sem enzimas (D)
Figura 25 - Valores dos parametros L de cor instrumental dos extratos obtidos a partir do

bagaco do pedunculo do caju macerados por uma e duas horas na proporcéo de 1:1 (bagaco:

agua).
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A figura 26 apresenta os valores obtidos para perda de massa durante a obtencéo
dos extratos do bagaco do pedunculo do caju, macerados por uma e duas horas. Os extratos
que apresentaram maiores teores de perda de massa foram os obtidos nas condicGes D, isso
certamente pode ser explicado pelo tempo de permanéncia em banho-maria, duas horas de
incubacéo, esse tempo mais prolongado fez com as fibras do bagaco do caju ficassem mais
amolecidas e liberassem maior contetdo intracelular durante as prensagens. J& 0s extratos
obtidos nas condi¢cbes B, com enzimas, apesar de apresentarem adicdo de preparado
enzimatico, apresentaram menores teor de perda de massa dentre 0s experimentos estudados.
Provavelmente, esse fato ocorreu porque houve a desnaturacdo e desestabilazacdo do
complexo enzimatico pectinolitico, fazendo com que as enzimas perdessem parte ou

totalmente a sua atividade (figura 26).
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Figura 26 — Perda de massa em percentagem dos extratos obtidos a partir do bagaco do

pedinculo do caju macerados por uma e duas horas na proporc¢do de 1:1 (bagaco: agua).

Dentre os extratos obtidos com enzimas, 0s que apresentaram maiores teores de
perda de massa foram os processados nas condicGes A, jA que 0s extratos obtidos nas
condigdes B, foram incubados por duas horas, diminuindo ou inativando a acdo do complexo
enzimatico pectinolitico (figura 26). Ja dentre os extratos processados sem enzimas, 0S
obtidos nas condi¢cbes D apresentaram maiores valores de perda de massa do que o0s
processados nas condicbes C, devido ao maior amolecimento dos tecidos, ocasionado pelo

maior tempo de incubacéo a 30°C (figura 26).

A figura 27 apresenta os resultados obtidos para aglcares redutores dos extratos
produzidos a partir do bagaco do peddnculo do caju macerados por uma e duas horas. Os

maiores valores de acUcares redutores, dentre os extratos obtidos com enzimas, foram
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encontrados nos extratos processados na condigdo A, seguidos pelos extratos obtidos nas
condicdes B. Isso indica que houve melhor desempenho do complexo enzimatico pectinolitico
aplicado ao bagaco do pedunculo do caju no tempo de maceracdo de uma hora, pois houve
maior hidrélise dos componentes presentes na parede celular do bagaco do caju, hidrolisando
esses componentes a aclcares redutores, aumentando, dessa forma, o teor de agucares. Os
teores de acUcares redutores foram maiores nos extratos obtidos nas condi¢bes A do que nos
obtidos nas condi¢bes B, indicando, que, provavelmente, o complexo enzimatico foi efetivo
nessas condicGes de tratamento, pois 0s extratos obtidos sem adi¢do de enzimas apresentaram

menores valores de agucares redutores (figura 27).
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Figura 27 — Teores de Acucares redutores obtidos nos extratos produzidos a partir do bagaco
do pedunculo do caju macerados por uma e duas horas na proporc¢édo 1:1 (bagaco: agua).
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Dentre os extratos obtidos sem enzimas, 0s que apresentaram maior teor de
acucares redutores foram os processados nas condi¢des C, seguidos pelos extratos obtidos nas
condicdes D. Isso, provavelmente, se deveu ao fato de que houve uma maior absorcéo de agua
pelas células da parede celular da fibra do bagago no tempo de incubagdo de duas horas,
liberando maior contetddo celular durante a prensagem e conseqlientemente, diluindo as

quantidades de acucares redutores (figura 27).

Dentre os extratos macerados por duas horas, condigdes B e D, os valores de
acucares redutores foram semelhantes, indicando que ndo houve um desempenho tdo
expressivo do complexo enzimatico pectinolitico nesta temperatura, devido, provavelmente, &

desestabilazacdo ou desnaturacao do complexo durante o tempo de incubacdo (figura 27).

A figura 28 mostra os valores de sélidos solUveis totais para os extratos obtidos a
partir do bagaco do pedunculo do caju, macerados por uma e duas horas. Os valores obtidos
para sélidos sollveis totais confirmam os valores obtidos para aglUcares redutores e assim
como naqueles, os valores foram diminuindo ao longo das prensagens, indicando que o
bagaco foi ficando mais pobre em sdélidos solUveis ao longo das prensagens. Dentre 0s
extratos obtidos com enzimas, 0s maiores valores de solidos sollveis foram obtidos nos
experimentos conduzidos nas condi¢fes A, seguidos pelos extratos processados nas condicoes
B. Isso provavelmente ocorreu porque o desempenho do complexo enzimatico aplicado em
bagaco de caju foi melhor no extrato macerado por uma hora, pois no extrato macerado por

duas horas pode ter ocorrido uma desnaturacdo enzimatica (figura 28).
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Figura 28 — Valores de Sélidos Soluveis Totais dos extratos obtidos a partir do bagaco do

pedunculo do caju macerados por uma e duas horas na proporcdo de 1:1 (bagaco: agua).

Os valores de solidos solGveis totais foram superiores nos extratos obtidos nas
condicdes A em relacdo aos valores obtidos nas condi¢Ges C, indicando que houve a hidrdlise
do &cido poligalacturdnico as unidades menores de solidos por acdo do complexo enzimatico

presente na condigéo A (figura 28).

Ja dentre os extratos macerados por duas horas, os valores de solidos solUveis
totais foram semelhantes nos extratos obtidos nas condicbes B e D. Uma das possiveis
explicacOes para 0 baixo desempenho do complexo enzimatico pectinolitico nas condigdes de
processamento B, é o fato de ter ocorrido uma provavel desnaturacdo enzimatica do complexo
(figura 28).
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A figura 29 apresenta os resultados de pH obtidos para os extratos processados a
partir do bagaco do pedunculo do caju, macerados por uma e duas horas. Os extratos obtidos
nas condicbes A apresentaram maiores valores de pH do que os extratos obtidos nas mesmas
condigdes macerados por duas horas, condi¢gdes B. No entanto no experimento macerado por
uma hora os valores de pH permaneceram praticamente constante até a terceira prensagem,
diminuindo na quarta e quinta prensagens. No experimento conduzido por duas horas os
valores de pH foram aumentando ao longo de cada prensagem, diminuindo somente na quinta
prensagem, indicando que o complexo enzimético pectinolitico ndo foi efetivo na hidrdlise
dos 4cidos poligalacturdnicos nesse experimento, devido ao tempo prolongado de

aquecimento, o que pode ter levado a enzima a uma desnaturacdo térmica (figura 29).
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Figura 29 — Valores de pH para os extratos obtidos a partir do bagagco do pedunculo do caju

macerado por uma e duas horas.
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Os extratos obtidos nas condigdes C apresentaram maiores valores de pH do que
0s extratos obtidos nas mesmas condi¢fes, macerados por duas horas, condices D. Em
ambos 0s experimentos, os valores de pH foram crescentes ao longo das prensagens, devido a
auséncia do complexo enzimatico pectinolitico agindo sobre as unidades de &cido
poligalacturdnicos, o que fez com que o pH diminuisse nos extratos obtidos com adigdo de

enzimas (figura 29).

SOUZA FILHO et al. (1991) estudaram a variacdo de parametros fisico-quimicos
em suco de caju clarificado com 120 mg de enzima pectinases adicionada a 700 ppm de
gelatina em tempos de armazenagem de zero, 30, 60, 90 e 120 dias e encontrou um pH de
4,25 que sofreu um leve aumento para 4,40 com 120 dias de armazenagem, valores menores
do que os encontrados neste trabalho, devido a utilizacdo de um diferente complexo
pectinolitico e de o material analisado ndo ser exatamente 0 suco de caju e sim 0 extrato

resultante do bagaco do pedunculo apos a extracao do suco.

A tabela 06 apresenta os resultados de flavondides obtidos a partir do bagago do
pedunculo do caju nas diferentes temperaturas e tempos de maceracdo ao longo das
prensagens. Os teores de quercetina, miricetina e kaempferol foram analisados relacionando-
se 0s tempos de maceracao, temperatura e concentracdo enzimatica, simultaneamente. Nos
extratos obtidos com adic¢do de 500 ppm de complexo enzimatico pectinolitico, na proporcéao
de 1:1 (peso de bagaco:adgua), macerado por uma hora, esses valores foram maiores nos
obtidos nas temperaturas de 40, seguidos pelos extratos obtidos na temperatura de 30°C, na
primeira extracdo, ou seja, houve um acréscimo nesses compostos com aumento da
temperatura. J& na quinta prensagem, dos extratos obtidos nas mesmas condi¢es acima, 0
teor de mirecetina e quercetina foi aumentando gradativamente com o acréscimo de 10°C na
temperatura em que foi conduzido o experimento, enquanto que os teores de kaempferol
permaneceram praticamente constantes na quinta prensagem. Dentre 0s experimentos
conduzidos com enzimas, o maior teor de flavonoides totais foi obtido na temperatura de
40°C, na primeira prensagem com enzimas, 583 mg/L (tabela 06). Isso provavelmente
ocorreu devido a acdo combinada das enzimas, prensagem e aumento de temperatura. Tanto o
preparado enzimatico como a prensagem, facilitaram a hidrolise e dilaceracdo dos tecidos
celulares da fibra de caju, que ja se encontravam mais amolecidos devido & agdo da

temperatura do tecido intracelular.
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Tabela 06- Tabela dos valores de quercetina, mirecitina, kaempferol e flavonoides totais nos

extratos de bagaco do pedunculo do caju.

1 hora 2 horas

Miricetina Quercetina kaempferol Total Miricetina Quercetina kaempferol Total
(mg/l) (mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/l) (mg/l) (mg/1) (mg/l)

30°C
CIE
1° 0,07 0,26 0,03 0,36 _ 0,18 0,33 0,51
5°, 0,09 0,63 0,07 0,79 0,05 0,88 0,08 1,01
SIE
1° 0,75 2,42 0,18 3,35 1,31 1,96 0,15 3,42
5° 0,26 07 0,06 1,02 0,15 0,75 0,06 0,96
40°C
CIE
1° 2,61 3,01 0,21 5,83 _ _ _ _
5° 0,58 1,09 0,06 1,73 _ _ _ _
SIE
1° 0,05 0,38 0,03 0,46 _ _ _ _
5° 0,72 0,94 0,07 1,73

S/E = Sem enzimas; C/E= com enzimas.

Ja nos extratos obtidos nas mesmas condigdes descritas anteriormente, sem
enzimas, nas primeiras extracfes, a medida que a temperatura foi acrescida de 10°C, houve
uma diminuicdo no teor de flavonoides. Na quinta prensagem dos extratos sem enzimas, 0s
valores de kaempferol permaneceram constantes, ja os valores de miricetina e quercetina
aumentaram com o0 aumento de 10°C na temperatura em que foram conduzidos os
experimentos. Dentre 0s experimentos conduzidos sem enzimas, 0 que apresentou maiores
teores de flavonoides foi o conduzido na temperatura de 30°C, resultante da primeira
prensagem, macerado por duas horas (tabela 06).

Em relacdo aos experimentos conduzidos na temperatura de 30°C, com adicéo de
500 ppm de complexo enzimatico pectinolitico, na propor¢do de 1:1 (peso de bagago: agua),
macerado por duas horas, resultante da quinta extracdo, apresentou 0 maior teor de
flavondides totais de 1,01 mg/L. J& nos experimentos conduzidos nas mesmas condigdes, sem
enzimas, os extratos resultantes da primeira extracdo, macerados por uma e duas horas,
apresentaram teores semelhantes de flavondides amarelos, 3,35 e 3,42 mg/L, respectivamente
(tabela 06).
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BRITO et al. (2007) estudaram e quantificaram flavonoides em peddnculo de caju
por cromatografia liquida, encontrando um total de 0,15 mg/g de miricetina e 0,11 mg/g de
quercetina. Todos os valores de quercetina encontrados no presente trabalho foram superiores
aos obtidos pelos autores. No entanto, condigdes como clima, temperatura, radiacdo solar,
periodo de colheita e outras condi¢es geogréaficas influenciam no teor desses compostos na
fruta, além do que o material analisado neste trabalho foi o extrato do bagaco do caju, que
embora devesse apresentar menores valores de flavonoides que a fruta, pertence a outra safra
e as matérias foram cultivados sobre diferentes condi¢cdes geograficas. LAVECCHIA &
ZUORRO (2008) estudaram o efeito de quatro preparacGes enzimaticas comerciais de
pectinases, celulases e hemicelulases para a extracao de licopeno de pele de tomate, nas
seguintes condi¢Oes: temperatura de 25°C e tempo de incubacdo de 4 horas; temperatura de
40°C e tempo de incubacdo de 3 horas. Os autores encontraram 440 mg de licopeno/ 100 g de
pele de tomate em base seca, sendo a melhor temperatura a de 40°C, confirmando os
resultados obtidos nesse trabalho, indicando que o incremento da temperatura em conjunto
com a maceracdo enzimatica aumenta a extracdo desses compostos bioativos. FU et al.
(2008) estudaram a extracao de luteolina e apigenina de Cajanus cajans através de tratamento
enzimatico com preparado comercial de celulase, 3-glucosidade e pectinases, encontrando as
melhores condicBes de extracdo com adicdo de 0,4 mg/ml de pectinases, incubando por 18
horas, na temperatura de 30-35°C, pH de 3,5-4,0, por sistema de cromatografia liquida,
encontrando, nessas condicdes de tratamento valores de 0,268 mg/g para a luteolina e 0,132
mg/g para a apigenina. Os valores obtidos neste trabalho foram maiores do que os relatados
pelo autor, na temperatura de 30°C, com enzimas, em condi¢des semelhantes de temperatura e
concentracdo enzimatica, e em menor tempo de maceracdo (1 hora), sendo de 0,36, na
primeira prensagem, e de 0,79, na quinta prensagem. Isso se explica pelo fato dos materiais
estudados serem diferentes e além do que, a prensagem em conjunto com 0 preparado
enzimatico, facilitou a obtencdo de um maior teor desses compostos no presente trabalho.
BOLANOS et al. (2005) estudaram a aplicacdo de preparados comerciais de celulase e endo-
1,4-B-D-gluconases em pétalas de margaridas para a extracdo de xantofilas na temperatura de
28°C e tempo de maceracdo de 120 horas, encontrando teores de 29,3 g de xantofila/ Kg de

flor.
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5.3 Caracterizacdo Fisico-quimica do Residuo e do Sobrenadante do Extrato do Bagaco
do Pedunculo do Caju (EBC)

A caracterizacdo fisico-quimica do residuo e sobrenadante resultante da
centrifugacdo do extrato do bagaco do pedunculo do caju pode ser observada na tabela 07 a

sequir:

Tabela 07 - Caracterizacdo fisica e quimica do residuo e do sobrenadante da centrifugacdo do
EBC.

Caracteristicas Fisico- quimicas Residuo Sobrenadante

Fendis totais (mg/100g) 95,95 54,60
Acido ascorbico (mg/100g) 8,62 6,80
Carotendides totais (mg/100g) 10,50 0,072
Acucares totais (g/100g) 0,85 1,84
Acucares redutores (g/100g) 0,45 1,71

Solidos solveis totais (°Brix) 0,7 2,8
pH 3,65 4,08

Observou-se que tanto o residuo quanto o sobrenadante resultante da
centrifugacdo do extrato do bagaco do pedinculo do caju sdo fontes de compostos
antioxidantes, como fenois totais, carotendides e vitamina C. O residuo da centrifugacédo
apresentou maior teor de fenois totais, vitamina C e carotendides, 95,95; 8,62 e 10,50 mg/100
g, respectivamente, contra 54,60; 6,80 e 0,072 mg/ 100 g, presentes no sobrenadante. O teor

de amido presente em bagaco in natura foi de 5,50%.

5.3.1 Perdas Ocasionadas por Evaporacéo no Extrato do Bagaco do Pedunculo do Caju

A tabela 08 mostra os resultados de perda dos compostos de interesse durante a
concentragéo:
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Tabela 08 - Perdas de compostos de interesse ao longo da concentracdo a vacuo do extrato do
bagaco do pedunculo do caju.

Nivel de Perdas com base no extrato inicial (%)

concentragao Carotendides Fendlicos totais Acido ascorbico
25% 13,54 _ 24,12
50% 17,36 9,92 26,40
5% 59,72 14,50 56,32
90% 57,33 25,19 74,94

Concentrou-se 0 sobrenadante do extrato do bagaco do peddnculo do caju nos
niveis de 25, 50, 75 e 90% de concentracdo e verificou-se que as perdas dos compostos
carotendides, fendlicos totais e vitamina C foram aumentando gradativamente como aumento
do nivel de concentracdo. 1sso ocorreu porque 0s compostos carotenoides, vitamina C e acido
ascorbico permaneceram por um tempo prolongado sob a temperatura de 60°C, degradando
esses compostos que sdo termossensiveis, além disso, os experimentos foram conduzidos em
rotaevaporador em laboratério, o que também facilita a acdo do oxigénio na oxidacdo desses

compostos devido ao lento processo de evaporacao (tabela 08).

BARRETO et al. (2007) estudaram e quantificaram vitamina C, fendis totais e
carotendides totais em material retentado do extrato do bagaco do pedunculo do caju,
concentrado e bruto, das safras de 2005 e 2007. Os autores observaram que 0 maior teor de
vitamina C foi encontrado no extrato concentrado, indicando que o tratamento de
concentracdo nédo influenciou nos teores desses compostos. No entanto, os autores utilizaram
uma temperatura mais branda de concentracdo, 37°C, causando perdas significativamente
menores nos teores desses compostos do que os valores encontrados neste trabalho. Para os
teores de fendis totais, 0s autores encontraram maiores valores no retentado do que no extrato,
188 mg/ 100g e 57 mg/100g, respectivamente. Os valores sdo proximos aos encontrados neste
trabalho sendo de 95,95 mg/100g no residuo resultante da centrifugacédo, que se assemelha ao
retentado, e 54,60 mg/100 g para o sobrenadante resultante da centrifugacdo do extrato. O
autor encontrou valores 60 vezes maior de carotenodides no retentado (54,9 pw/g) do que no

extrato (0,9 p/g) para a safra de 2007, corroborando com os resultados encontrados no
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presente trabalho, onde os resultados foram 146 vezes maior no residuo do que no

sobrenadante.
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6.0 CONCLUSOES

e As melhores condigdes para a obtencdo de compostos carotendides em escala laboratorial
foram a adicdo de 500 ppm de preparado enzimatico pectinolitico, proporcdo bagaco: agua

1:1 (massa/massa), tempo de maceracdo de uma hora e temperatura de 30°C;

e A aplicacdo de complexo enzimatico pectinolitico no bagago do caju para a obtencdo do
extrato aumentou a quantidade de agucares redutores, solidos sollveis totais, parametro b de
cor instrumental, ocasionou diminui¢do do pH nos extratos, havendo reducdo nos teores de

pectina e hemicelulose no bagaco tratado enzimaticamente;

e Em escala de planta piloto, as melhores condigdes para a obtengdo de compostos
carotendides cumulativos foram obtidos nas temperaturas de 30°C, com adi¢do de 500 ppm de
complexo enzimatico pectinolitico, macerado por uma hora, na proporcdo de 1:1 (peso de
bagaco: agua) e cinco extracdes sucessivas, pois apesar de extrato obtido na temperatura de
40°C apresentar um ganho de 3,5% em relacdo ao experimento conduzido na temperatura de
30°C, nas mesmas condi¢des, na quinta prensagem, apresenta um gasto maior de energia,

tornando o processo mais dispendioso;

e Todos os extratos obtidos com adicdo de complexo enzimatico pectinolitico apresentaram
maiores teores de compostos carotendides, apresentando ganhos percentuais de 18 e 10,5%,
nas temperaturas de 30°¢ 40°C, respectivamente, em relacdo aos extratos obtidos sem

enzimas;

e Os teores de flavondides totais foram maiores nos extratos obtidos na temperatura de 40°C,
com adicdo de 500 ppm de complexo enzimatico pectinolitico, macerado por uma hora, no
primeiro ciclo de prensagem, indicando que a acdo combinada da temperatura com preparado

enzimatico maximizou a obtencéo desses compostos;

® O residuo e o sobrenadante resultante da centrifugacdo da mistura dos dez extratos S80 ricos
em compostos fendlicos e acido ascorbico, sendo que o residuo apresenta uma concentracao

em torno de 146 vezes maior em relacdo compostos carotendides do que o sobrenadante;
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e A concentracdo do extrato por evaporacdo ndo foi uma boa alternativa para a concentragéo
de carotendides, vitamina C e compostos fendlicos presentes no extrato, pois ocasionou

perdas significativas nos teores desses compostos.
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7.0 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Emprego de outras prepara¢des enziméticas ou combina¢des na maceracao de bagaco

do peddnculo do caju para a obtencéo de carotendides;

e Otimizar o processo de obtengdo dos carotenoides a partir do bagaco do pedunculo do
caju, estudando diferentes temperaturas, concentracbes enzimaticas, tempo de
maceracao e propor¢do bagago: agua;

e Estudar a estabilidade dos extratos do bagaco do pedunculo do caju;

e Estudar o comportamento dos extratos durante 0 armazenamento de modo a evitar a
decomposicéo dos carotenoides, utilizando antioxidantes e embalagens adequadas;

e Estudar o poder antioxidante in vitro e in vivo dos extratos obtidos a partir da
maceracao do bagaco do pedunculo do caju;

e Avaliacdo da maceracdo enzimética de bagaco do pedunculo do caju para a obtencédo

de compostos carotendides em escala industrial.
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ANEXO

ANEXO A - Equagéo de compressdo da mola do tipo Expeller

A forca aplicada na mola apresentou um comportamento linear em funcédo da distancia até a
compressdo de 80 mm, o que pode ser observado na figura 30 e tabela 08, a partir dai o
comportamento passou a ser nédo linear. Neste trabalho utilizou-se 21,7 mm de deformacéo a

mola, resultando em 804,61 N de forca aplicada.

Tabela 09: Correlacdo entre a distancia de compressdo da mola utilizada com da forca
exercida sobre o sistema da prensa expeller.

CARACTERISTICA VALORES
Compresséo (mm) 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Forca (N) 361 739 1123 1512 1902 2298 2695 3159 3824 4608

3500 ~

3000 A /
2500 | /
2000 /

1500 - ]
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500 - /

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Forca (N)

Compresséao (mm)

Figura 30 - Grafico da compressdo da mola (mm) em prensa do tipo Expeller versus forca

(N).

A regressdo linear resultou na equagdo 1, que apresentou um R? de 0,9836, indicando uma
forte correlagdo linear entre os dados de compressdo da mola (mm) e a forca resultante em
Newtons.
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Forca = (44,811 * Distancia) — 242,45 (2)

Equacdo 02- Relagdo entre a distancia em mm e a compressdo em N em prensa do tipo
Expeller.



