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RESUMO

Tecnologias emergentes tém sido vastamente estudadas para serem utilizadas como
alternativa aos métodos convencionais de processamento, pois desencadeiam
alteracdes na matriz na maioria das vezes positiva e sdo promissoras na preservacao
de alimentos e na inativacdo de microrganismos patogénicos. Embora as tecnologias
nao térmicas sejam amplamente estudadas na ciéncia de alimentos os estudos sobre
a toxicidade de alimentos expostos ao processamento nao térmicos sdo escassos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade e o efeito protetor do suco de caju ndo
processado e processado termicamente contra o estresse oxidativo em Artemia
(Artemia salina). Para tanto, foram realizados testes de toxicidade aguda e efeito
protetor em suco de caju ndo processado e processado termicamente frente a
nauplios instar Il de A. salina. As amostras resultantes dos experimentos foram
investigadas quanto a mortalidade, enzimas oxidativas e morfologia. Ndo houve
mortalidade de nauplios expostos ao suco de caju ndo processado e processado por
ultrassom. No entanto, as amostras plasmolizadas provocaram mortes a 1000 pug/mL.
A amostra processada por ultrassom foi a Unica amostra que apresentou efeito
protetor contra o0 estresse oxidativo provocado pela exposicdo dos nauplios ao
peréxido de hidrogénio. A maioria das amostras de suco de caju causou danos
estruturais aos nauplios. A atividade das enzimas antioxidantes ndo se alterou
significativamente. O resultado da aplicacdo de tratamentos ndo térmicos aos
alimentos depende da matriz utilizada. Mais estudos sdo necessarios para investigar
os produtos gerados pelas tecnologias de processamento ndo térmico do suco de

caju.

Palavras-chave: Artemia salina; suco de caju; processamento nao térmico;

toxicidade.



ABSTRACT

Emerging technologies have been extensively studied to be used as an alternative to
conventional processing methods, as they trigger changes in the matrix, most of the
time positive, and are promising in food preservation and in the inactivation of
pathogenic microorganisms. Although non-thermal technologies are widely studied in
food science, studies on the toxicity of foods exposed to non-thermal processing are
scarce. The objective of this work was to assess the toxicidityand the protective effect
of unprocessed and non-thermal processed cashew apple juice against oxidative
stress in brine shrimp (Artemia salina). For this purpose, acute toxicity and protective
effect tests on nonprocessed and non-thermally processed cashew juice on A. salina
were carried out. Samples resulting from experiments were investigated regarding
mortality, oxidative enzymes, and morphology. There was no mortality of nauplii
exposed to non-processed and sonicated cashew juice. However, plasmolized
samples provoked deaths at 1000 pg/mL-1. Sonicated sample was the only sample
that presented a protective effect against hydrogen peroxide stress. Most cashew juice
samples caused structural damage to nauplii. Antioxidant enzymes activity did not
change significantly. The result of applying nonthermal treatments to food is dependent
on the matrix used. More studies are needed to investigate the products generated by

cashew juice raw and non-thermal processed technologies.

Keywords: Artemia salina; cashew apple juice; non-thermal processing; toxicity.
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1. INTRODUCAO

Os consumidores atuais tém buscado alimentos mais naturais, ricos em
fibras e compostos bioativos, e que ao mesmo tempo oferecam a praticidade de
consumo (CORATO, 2020). Neste contexto, a industria alimenticia tem impulsionado
a producao de vegetais minimamente processados e produtos vegetais prontos para
o consumo (PUTNIK et al., 2017).

A obtencédo de um produto seguro e de qualidade envolve as boas praticas
agricolas, de manipulacéo e de processamento (SANT'ANNA et al., 2020). Para isto,
a aplicacao de métodos tradicionais, como a utilizagéo do cloro para a sanitizacdo e o
uso de tecnologias promissoras, é necessaria para obter um produto seguro e de
qualidade (DE CORATO, 2020).

Nos ultimos anos, varias tecnologias de processamento néo térmico foram
desenvolvidas para satisfazer as necessidades da industria e do consumidor, tais
como ultrassom, alta pressao, processamento 6hmico, luz UV pulsada, plasma frio e
oz6nio, dentre outras. Os processamentos ndo térmicos parecem ser menos
prejudiciais aos produtos do que 0s processamentos térmicos, entretanto, seus efeitos
variam consideravelmente de uma matriz alimentar para outra (OLIVEIRA et al.,
2018).

O processamento por plasma frio € considerado uma tecnologia emergente
nao térmica, pois seus efeitos sdo observados mesmo em temperaturas mais baixas
gue a de pasteurizacédo, portanto, existe uma tendéncia a utilizacao destas tecnologias
em substituicdo ou complementacdo aos tratamentos térmicos, a fim de preservar a
composicao nutricional dos alimentos (COUTINHO, 2019).

O ultrassom € uma tecnologia considerada segura, ndo toxica, nao
prejudicial ao ambiente e induz a menores perdas de carater nutricional e sensorial
dos produtos, quando comparado aos processos térmicos convencionais. Além disso,
existe uma ampla oferta de equipamentos disponiveis no mercado incluindo banhos
ultrassonicos e diferentes sondas, que podem ser adaptados a diferentes operacdes
apresentando-se como uma opg¢ao a ser explorada pela industria alimenticia (OJHA
et al., 2018).

Embora as tecnologias néo térmicas sejam amplamente estudadas na

ciéncia de alimentos os estudos sobre a toxicidade de alimentos expostos ao
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processamento ndo térmicos sao escassos e raramente relatam a producdo de
radicais livres, ou mesmo de produtos téxicos (ALVES FILHO et al., 2020).

Nesse sentido, apesar dos resultados promissores nas propriedades e na
preservacao dos alimentos, quando processados por tecnologias ndo térmicas, pouco
se sabe sobre sua toxicidade em sistemas bioldgicos, fazendo-se necessario estudos
de toxicidade aguda (MIGUEL et al., 2021).

O ensaio de toxicidade aguda é a etapa inicial para investigar o potencial
toxico sistémico de uma substancia administrada em Unica dose (SCANDELAI et al.,
2019). Atualmente, um modelo que se destaca no estudo de toxicidade é o
microcrustaceo Artemia salina, um invertebrado aquético, amplamente utilizado como
uma fonte de alimento vivo para alimentar organismos aquaticos (SARKHEIL et al.
2018).

A confiabilidade e a validade dos testes ecotoxicoldégicos com Artemia
salina foram confirmadas por diversos testes com diferentes estressores, incluindo
nanoparticulas (REKULAPALLY et al., 2019), compostos quimicos (MORGANA et al.,
2018), pesticidas (CRUZEIRO et al., 2017) e farmacéuticos (NUNES et al., 2006).

Embora existam estudos sobre o efeito protetor contra estresse oxidativo
de diferentes compostos em A. salina, nenhum descreveu o efeito protetor de sucos
processados por técnicas ndo térmicas, fazendo-se necessaria a avaliacdo destas
técnicas, a interpretacdo dos resultados e sua posterior recomendacdo para uso na
indastria alimenticia (MIGUEL et al., 2021).
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2. ESTADO DA ARTE

2.1 Sucos de frutas processados

2.1.1 Suco de frutas

O suco de fruta € uma bebida feita a partir da extracdo ou prensagem do
liquido natural contido nas frutas e legumes. Em paises como Reino Unido, Espanha,
Austria, Dinamarca, Franga, Hungria e Irlanda, uma por¢édo de suco de fruta conta
para as recomendacdes diarias de frutas e vegetais (Science Hub Food-Based Dietary
Guidelines in Europe, 1992).

Sabe-se que uma alimentacéo balanceada e diversificada, com a presenca
dos principais grupos alimentares € capaz de fornecer uma ampla variedade de
nutrientes, indispensaveis a manutencao da vida e promocéo da saude (SANTANA e
ALVES, 2022).

A cultura alimentar que compde o cardapio atual da alimentacédo do brasileiro
é fundamentada em uma mistura de habitos advindos do inicio da colonizac¢do do pais,
com a insercdo de grande quantidade de espécies provenientes de diferentes regides
geograficas (SILVA et al., 2022).

A fruticultura € uma atividade tradicional da agricultura brasileira e que
desponta com significativa importancia econémica e social, uma vez que é
responsavel pela geracdo de inimeros empregos ao longo de toda a cadeia produtiva,
bem como pela oferta de alimento relacionado ao bem-estar e qualidade de vida, visto
qgue as frutas sdo fonte de vitaminas e nutrientes indispensaveis a dieta humana
(CARDOSO, 2020).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, com 40 milhées de
toneladas (ABRAFRUTAS, 2021). As frutas por serem pereciveis passam pelo
processo de deterioracdo rapidamente, dificultando sua comercializacao,
especialmente a longas distancias (LIMA et al., 2018). O consumo de frutas por
adultos teve aumento significativo no periodo de 2006-2018 no percentual de
consumo regular de frutas no Brasil (SILVA e CLARO, 2019).

Entretanto nota-se significativa diferengca nas quantidades adquiridas

quando se trata da situacdo de domicilio, em que a populacdo urbana adquire
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aproximadamente 27,69 quilos de frutas per capita ao ano e a populacao rural 19,02
quilos, bem menos que a média nacional (IBGE, 2022).

A flora brasileira possui mais de 40.000 espécies vegetais ricas em
fitoquimicos. Frutos fontes de antioxidantes fendlicos, flavonoides, polissacarideos,
vitamina C e os terpenos, com alto potencial para produzir conhecimento e produtos
com valor agregado util em fitomedicina e suplementos alimentares para prevenir e
tratar diversos tipos de doencas (CARVALHO e CONTE-JUNIOR, 2021).

A area cultivada com frutas corresponde a aproximadamente 3 milhdes de
hectares e a producéo brasileira € em especial aplicada ao mercado interno, com
exportacdo de apenas 3% de sua producdo. Existe uma vasta variedade na producao
de frutas no Brasil, isso porque as culturas estdo espalhadas por todo o pais, onde as
frutas sdo comumente consumidas em sua forma natural ou processada (LEITE
FILHO et al., 2020).

Frutas que apresentam a coloracdo variando do vermelho ao azul séo
importantes fontes de compostos fendlicos em dietas alimentares devido a presenca
das antocianinas (CASSIDY, 2017). As antocianinas sdo capazes de trazer beneficios
a saude de diversas maneiras, como por exemplo, capturando radicais livres e
diminuindo lesBes oxidativas que podem desencadear doencas crbnicas
degenerativas (LIMA et al., 2008).

Estudos confirmaram que a prevencdo de doencas degenerativas esta
associada ao consumo de frutas que indicam elevada capacidade antioxidante, e
ainda, reforcam que os mesmos séo de grande interesse pela capacidade de absorver
radicais livres e assim impossibilitar reacdes oxidativas (VERRUCK et al., 2018;
BOMBANA et al., 2021).

Ao longo dos ultimos anos nota-se a crescente importancia dada pelos
consumidores a qualidade nutricional dos alimentos, principalmente frutas in natura, o
gue tem incentivado o mercado a apresentar diferentes possibilidades de produtos
(CARDOSO, 2020).

Segundo o0 mesmo autor, neste sentido, destaca-se a importancia da
realizacdo de estudos de mercado que analisem as preferéncias dos consumidores e
fatores relacionados a aquisicdo de produtos, como maneira de fornecer subsidios
para aplicacdo de politicas publicas e estratégias de marketing. Pallant et al. (2020)

ressaltam a importancia da participacdo do consumidor na personalizacdo de
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produtos, experiéncias e servicos, como forma de impulsionar a comercializacdo e
uso.

No Brasil, o controle das bebidas a base de frutas € realizado tendo como
referéncia os Padrbes de Identidade e Qualidade (PI1Q), definidos pelo MAPA, que
indicam as caracteristicas fisicas, quimicas e organolépticas especificas para cada
tipo de produto (NOGUEIRA et al., 2020).

Seguindo uma tendéncia mundial, a industria aposta em uma maior
demanda por produtos saudaveis, que beneficia o consumo de sucos no Brasil
(VENTURINI FILHO, 2018; MAIA et al., 2019).

O consumo de sucos de frutas tem aumentado continuamente em funcéo do
valor nutritivo e dos efeitos benéficos para a saude, ocorrendo uma crescente
comercializagdo desses produtos no mercado internacional (CHOI et al., 2019).
Apresenta destaque especial as bebidas nédo carbonatadas, como os sucos de fruta,
gue tem chamado a atencdo de consumidores de refrigerantes nos ultimos anos
(VASILAKI et al., 2019).

Neste sentido, com o crescimento do consumo de sucos de frutas, o
mercado fica mais competitivo, 0 que leva o consumidor a exigir cada vez mais
caracteristicas de qualidade. Além da sua composicéo benéfica a saude, os aspectos
sensoriais sdo muito importantes para a aceitacdo do produto (MAGRO, 2020).

Segundo 0 mesmo autor, 0S sucos com aroma e sabor pronunciados, boa
aparéncia e coloragcdo, sdo caracteristicas fundamentais de qualidade. Porém,
algumas propriedades dos sucos, como a sua composi¢ao rica em polissacarideos,
podem influenciar o rendimento produtivo, bem como sua qualidade, podendo este
fator estar diretamente ligado com a aceitacéo do produto.

As polpas de frutos sdo amplamente utilizadas como matérias primas pela
industria de alimentos para elaboracgéo de varios produtos, dentre estes os para sucos
desta categoria estdo: abacaxi, a acerola, o caju, a goiaba, a manga, o maracuja e a
pitanga. As frutas sdo constituidas de agua, carboidratos, proteinas, vitaminas e sais
minerais (ABIR, 2019).

Com o intuito de garantir a homogeneidade e a seguranca dos
consumidores, o Ministério da Agricultura elaborou a Instru¢do Normativa N°1, de 07
de janeiro de 2000, com atualizagcéo por meio da Instrugcdo Normativa n°® 49, de 26 de
setembro de 2018 (BRASIL, 2018) com parametros analiticos e quesitos

complementares aos Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ’s) de diferentes polpas
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de frutas, abordando caracteristicas organolépticas, fisicas, quimicas, microscopicas
e sanitarias, e estabelecendo limites minimos especificos para cada polpa de fruta.

Os perigos biolégicos s&o: a contaminacdo, 0 crescimento e/ou
sobrevivéncia dos microrganismos patogénicos e deteriorantes dos alimentos, e/ou a
producdo ou persisténcia de produtos do metabolismo microbiano. Os perigos
microbiolégicos sdo responsaveis por, aproximadamente, 97% dos casos de
contaminagao e vém ao encontro aos relatos de surtos de toxinfeccdo. (PERERA e
PERERA, 2019).

Os sucos de frutas sdo bebidas ndo fermentadas obtidas de frutas maduras
por processamento tecnolégico adequado que devem ser submetidas a tratamento de
conservacdo que assegurem sua qualidade nutricional e microbiolégica até o
momento do consumo (BRASIL, 2009).

Além disso, algumas tecnologias emergentes no processamento minimo
podem ser aplicadas de acordo com a escala de maturidade tecnoldgica e custo
operacional, como alta pressao, aquecimento 6hmico, infravermelho, irradiagéo,
plasma frio, pulso elétrico, ultrassom, a emissao de raios na faixa ultravioleta (SENAI,
2019).

Segundo 0 mesmo autor, o uso destas técnicas tem o intuito de permitir que
o produto chegue ao consumidor de maneira apropriada para 0 consumo, sem a
degradacdo das suas caracteristicas naturais e com inativacao de algumas enzimas

gue podem causar alteracoes.

2.1.2 Processamentos

A qualidade dos alimentos é uma concepcéo que vem sendo disputada pelos
diferentes atores que integram os sistemas agroalimentares, desde produtores até
consumidores, 0s quais carregam distintos interesses e capacidades de influenciar o
ambiente institucional, no qual se estabelecem critérios de qualidade que séo, de
modo preponderante, vinculados a aspectos sanitarios e de aparéncia (RAMOS et al.,
2021).

Os padrbes alimentares no Brasil e no mundo sofreram modificacdes nas
tltimas décadas, marcadas pela reducdo do consumo de alimentos in natura ou

minimamente processados, como legumes, verduras e frutas. Em contrapartida,
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observa-se aumento do consumo de alimentos ultra processados, como embutidos,
refrigerantes e alimentos congelados (CATTAFESTA et al., 2020).

Devido a essa mudanca nos padrdes alimentares, a classificagao dos alimentos
de acordo com o seu grau de processamento se torna uma ferramenta essencial para
a verificacdo de fatores relevantes a esse processo de transicdo (MONTEIRO et al.,
2019).

Deste modo, Monteiro e colaboradores propuseram a classificacdo NOVA, que
categoriza alimentos e produtos alimenticios em quatro grupos, conforme a extensao
e a finalidade do processamento industrial a que sado submetidos (MONTEIRO et al.,
2016).

Os alimentos sao classificados em quatro grupos: alimentos in natura ou
minimamente processados, ingredientes culinarios processados, alimentos
processados e alimentos ultra processados (MONTEIRO et al., 2016). Alimentos in
natura sdo obtidos diretamente de plantas ou animais e adquiridos sem sofrer
alteracdo apos deixarem a natureza (MONTEIRO et al., 2019).

Minimamente processados s&do alimentos in natura submetidos a
procedimentos como limpeza, remocdo de partes ndo desejadas, trituracdo e
embalagem (MONTEIRO et al., 2019). Os alimentos ultra processados, por sua vez,
sdo formulacdes industriais, muitas vezes prontas para consumo, que apresentam
cinco ou mais ingredientes em sua composi¢cdo (MONTEIRO et al., 2016).

Danos aos alimentos por micrébios patogénicos causam perdas econdémicas
generalizadas. Algumas das bactérias nocivas mais frequentemente detectadas em
alimentos causam doencas. Em alguns casos, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Salmonella spp., sdo o0s principais micrébios que causam a morte
em humanos (TIMMONS et al., 2018).

Vérias estratégias, como tratamento com cloro, acido ascoérbico e acido citrico,
tém sido usadas para descontaminacdo de alimentos, mas sdo menos eficazes, pois
reduzem o pequeno numero de patogenos (PRASAD et al., 2017).

O processamento térmico € a abordagem mais utilizada para a preservacao de
alimentos para controlar patdgenos e microrganismos que provocam deterioracéo de
alimentos. Embora o tratamento térmico tenha inUmeras desvantagens, como
alteracdes na aparéncia, danos na textura, alteracdes no sabor e nas qualidades
sensoriais e reducdo das caracteristicas nutricionais, esses sao fatores essenciais
para o consumidor (SRIVASTAV et al., 2020).
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As pesquisas tém avancado no sentido da utilizacéo de tecnologias que alterem
0 minimo possivel as caracteristicas originais (sabor, cor, aroma e cComposSi¢ao
nutricional) dos alimentos e que mantenham as propriedades benéficas dos produtos
e atendam a todas as demandas dos consumidores, resultando na obtencdo de
produtos com valor aumentado e despertando novas expectativas para a agricultura
e para a industria (BINOTI e RAMOS, 2015).

A contaminacédo dos alimentos ocorre durante os diversos processos aos quais
os alimentos sao expostos antes de chegarem ao consumidor. Portanto, diferentes
métodos de descontaminacdo que nao causam danos aos alimentos tém sido
relatados nos ultimos anos, sdo eles: plasma frio (CP), aquecimento dielétrico
(radiofrequéncia e aquecimento por micro-ondas), processamento de alta pressao
(HPP), infravermelho (IR), aquecimento 6hmico, processamento de ozonio, campo
elétrico pulsado (PEF), luz pulsada (PL), e ultrassom dentre outros (SRIVASTAV et
al., 2020).

Portanto, essas tecnologias emergentes tém o desafio de manter a qualidade
dos produtos, j& que o processamento térmico tradicional causa impactos negativos
(DJEKIC et al., 2018).

O desenvolvimento de tecnologias verdes no setor de fabricacdo de alimentos
€ particularmente relevante com o objetivo de converter agro-matérias-primas em
produtos alimenticios com a qualidade desejada e propriedades funcionais,
aumentando a eficiéncia de fabricacdo. Além disso, as empresas terdo que se manter
competitivas em um momento em que as demandas dos consumidores e do governo
por desenvolvimento sustentavel estdo aumentando constantemente (CHEMAT et al.,
2017).

Segundo 0s mesmos autores, 0S processos nao térmicos reconhecidos como
tecnologias de valor agregado ganharam importancia nas ultimas décadas como
alternativas sustentaveis ao processamento convencional de alimentos por meio da
reducao direta do consumo de energia e agua durante o processamento, mas também
pela reducéo do impacto da energia durante o armazenamento.

As tecnologias emergentes sao consideradas uma maneira eficaz de otimizar
0 Uso de recursos naturais, economizando energia e reduzindo custos na industria de
alimentos, sendo consideradas uma alternativa viavel em relacdo as técnicas
convencionais de processamento e conservacdo. Dentre estas tecnologias encontra-

se o ultrassom (US), o qual consiste na utilizacdo de energia acustica para promover
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modificacdes na estrutura dos alimentos e, por isso, a indlstria vem mostrando cada
vez interesse na aplicacdo desta tecnologia (BARRETO et al., 2018).

Novas técnicas ndo térmicas estdo provando serem mais econbémicas em
termos de energia, ecoldgicas e eficientes para a qualidade do produto e seguranca
microbiana (MANZOOR et al., 2019). Mas novas tecnologias (campo elétrico pulsante
e ultrassom) requerem energia operacional muito baixa e aceleram 0s processos
(SIDDEEG et al., 2019), melhoram a qualidade dos produtos e eliminam ou reduzem
impactos desfavoraveis no meio ambiente (ZHANG et al., 2019).

A qualidade dos sucos processados depende das propriedades fisico-quimicas
(acidez, pH, sdlidos soluveis, acucares, cor, viscosidade e vitamina C) e das
caracteristicas microbioldgicas e sensoriais (FREITAS, 2019).

Segundo o0 mesmo autor, para agradar o consumidor e serem considerados de
boa qualidade, estes produtos devem apresentar atributos sensoriais e nutricionais
semelhantes ao do produto in natura. A instrugcdo normativa N° 37, de 1° de outubro
de 2018, do ministério da agricultura, pecuéria e abastecimento (MAPA), fixa os
parametros analiticos e quesitos complementares aos padrdes de identidade e
qualidade de sucos de frutas.

Atualmente, ultrassom e o campo elétrico pulsado estdo sendo usados para a
preservacao de frutas e sucos de vegetais (KHANDPUR e GOGATE, 2016). As ondas
sonoras podem inativar microrganismos e enzimas por meio da quebra ou
desnaturacao de estruturas proteicas (CINTAS, 2016).

Segundo 0s mesmos autores, certos microrganismos podem ser utilizados como
indicadores de contaminacao e de falha nas praticas de higiene e sanitizacao durante
0s processos de producédo, manipulacéo, transporte e armazenamento dos alimentos.

A tecnologia de ultrassom € sustentavel em si € uma tecnologia rapida, de baixo
custo, ndo térmica, ndo destrutiva, com muitas vantagens: processos rapidos,
eficiéncia aprimorada do processo, eliminagdo de etapas do processo, produto de
melhor qualidade e retencdo do perfil volatil, qualidade sensorial e estética
caracteristicas dos produtos alimenticios, levando a uma melhor vida de prateleira
(ALENYOREGE et al., 2019).
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2.1.3 Plasma frio

O interesse em tecnologias que fornecam produtos ricos em compostos
bioativos aumenta muito porque podem melhorar a saude e o bem-estar dos
consumidores. O processamento nao térmico de alimentos com o auxilio da tecnologia
de plasma parece ser uma das solu¢des mais promissoras, recentemente estudadas,
que, por um lado, podem aumentar a vida util dos produtos sem empobrecer sua
composicdo quimica (MUNEKATA et al., 2020).

O termo plasma foi introduzido por um fisico americano, Irving Langmuir, pela
primeira vez em 1928 para se referir a um gas ionizado quase neutro. E considerado
como o quarto estado fisico da matéria, juntamente com os outros: solidos, liquidos e
gases. Suas particulas incluem elétrons, ions, radicais livres, &tomos e moléculas em
seus estados fundamentais (SHEIKHI et al., 2020).

Segundo 0os mesmos autores, esse processo de ionizacdo faz com que esses
gases se tornem condutores de eletricidade, pois é fornecida energia sob tipo, vazao,
frequéncia e pressdo adequados ao processo. Este gas, eletricamente condutor e
ionizado, chamado plasma, ndo possui forma nem volume definido, e tem densidade
menor que 0s gases correspondentes.

O plasma frio (PF) é classificado como plasma néo térmico (plasmas fora do
equilibrio) e plasma térmico (plasmas proximos do equilibrio). Os plasmas térmicos
sao caracterizados por elétrons de alta temperatura e particulas densas, enquanto 0s
plasmas frios sdo compostos de elétrons de temperatura relativamente alta e
particulas de baixa temperatura (FARBER et al., 2019).

Em plasmas ndo térmicos, diferentes temperaturas podem ser alcancadas para
diferentes espécies de plasma, principalmente em torno da temperatura ambiente. O
plasma néo térmico usa energia de forma mais eficiente para obter melhor seletividade
quimica. Em plasmas nao térmicos, a temperatura do elétron governa a ionizacao e
0s processos quimicos (ANANTHANARASIMHAN et al., 2019).

O plasma estd em um estado meta estavel com uma carga elétrica liquida
aproximadamente zero (MISRA et al.,, 2018). Apenas plasma ndo térmico (frio) é
aplicado a produtos alimenticios (FERNANDES e RODRIGUES, 2021).

O uso crescente, ainda em fase de testes laboratoriais, de plasma frio a pressao
atmosférica (PFPA) em sucos de frutas e vegetais € considerado na literatura

relevante como o processo ndo térmico de intervencdo emergente que pode preservar
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as propriedades funcionais dessas bebidas diarias, mantendo sua qualidade e
seguranca (PUTNIK et al., 2019).

O plasma origina-se a partir de elétrons, que através da ionizagdo produzem a
excitacdo atdbmica ou molecular, dissociagcdo e producdo de estados moleculares
radicais e metaestaveis formando, com isso, um meio gasoso ativo que pode ser
utiizado de forma segura, sem provocar danos aos meios que O circunda
(SUROWSKY et al., 2015; MISRA et al., 2015).

A tecnologia de PF ganhou muito interesse da comunidade cientifica de ciéncia
e tecnologia de alimentos nos ultimos 10 anos. Desde as primeiras pesquisas sobre a
aplicacao do plasma no processamento de alimentos, essa tecnologia emergente tem
mostrado grande potencial na industria alimenticia (FERNANDES e RODRIGUES,
2021).

Os primeiros estudos com PF focaram na sanitizacdo de diversos produtos
alimenticios (STAREK et al., 2019). Esses estudos comprovaram que o PF era uma
tecnologia adequada para sanitizacdo e, aparentemente, nenhuma mudanca
significativa foi observada nos aspectos fisicos ou sensoriais dos produtos
alimenticios.

Até meados da década de 2010, muitos cientistas afirmavam que o PF néo
induzia qualquer alteracédo na qualidade nutricional dos alimentos. No final da década
de 2010, o conhecimento do PF evoluiu. Muitos estudos mostraram que o PF mudou
a qualidade nutricional dos produtos alimenticios, mas essas mudancas foram
principalmente para melhorar a qualidade dos alimentos (CAMPELO et al., 2020).

Diversas frutas e sucos de frutas tém vida atil curta, e a preservacéo e
sanitizacdo desses produtos foram escopos de diversos estudos desde o inicio. A
maioria dos estudos se concentrou na preservacgao de frutas inteiras, como tomates,
mirtilos, morangos e outros (HOU et al., 2019; STAREK et al., 2019). Muitos artigos e
revisdes publicaram uma quantidade significativa de informag¢des e conhecimentos
sobre inativacdo microbiana e preservacao da vida util (GAVAHIAN e KHANEGHAH,
2019).

Ha trés mecanismos basicos desencadeados pelo plasma que contribuem para
a inativacdo microbiana: (a) interacdo quimica entre a superficie celular e os radicais,
espécies reativas ou particulas carregadas; (b) dano a membrana celular e
componentes internos, por radiacdo UV; e (c) destruicdo de material genético atraves

do UV formado durante a recombinacgéo de espécies (COUTINHO et al., 2018).
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O plasma néao térmico pode ser formado por fontes de energia elétrica, de
micro-ondas e de radiofrequéncia que geram uma alta diferenca de potencial elétrico
entre dois ou mais eletrodos. Dentre todas as tecnologias utilizadas para formar PF, o
plasma de barreira dielétrica (DBD), o plasma a jato e o plasma de descarga luminosa
sdo as tecnologias mais estudadas para aplicacdo com frutas e sucos de frutas
(BEVILACQUA et al., 2018).

O principal efeito do PF nas células bacterianas, fingicas ou de esporos esta
relacionado a interacdo das espécies reativas do plasma com o0s componentes
celulares, como membranas celulares ou revestimento de esporos (BERMUDEZ-
AGUIRRE, 2020).

Entre as vantagens do PFPA estao a geracdo de espécies reativas a pressao
atmosférica sem equipamentos caros de vacuo, geracao seletiva de espécies reativas
a depender da escolha do gas de trabalho, geracéo eficiente de espécies reativas em
ambientes liquidos e alta eficiéncia de inativacao por parte dos radicais (LEE et al.,
2015).

Liao e colaboradores (2017) mostraram que, conforme estudos anteriores, 0s
mecanismos de inativacdo microbiana por plasma nao-térmico tém efeitos biolégicos
e fisicos (Figura 2).

Embora o mecanismo néo tenha sido totalmente compreendido até o momento,
sabe-se que seus principais efeitos sao devidos a: fotodesorgcédo, eroséo, ataque
quimico, perfuracdo da membrana, disruptura eletrostatica, oxidacdo de
macromoléculas, difusdo de espécies reativas e efeitos danosos ao DNA (SCHLUTER
e FROHLING, 2014).
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Figura 1 - Principais compostos gerados pelo plasma e seus efeitos para a

inativacdo de microrganismos
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Fonte: Adaptado de Schliter; Frohling (2014, p. 22).

A radiacdo UV, com fétons emitidos pelo plasma, é capaz de destruir o material
genético dos microrganismos, quebrando as bases das fitas do DNA e impedindo
assim a capacidade das células se replicarem. Porém, o efeito mais comprovado da
emissao UV foi através de plasma a baixa presséo, enquanto o UV do PFPA tem
efeitos mais reduzidos (HERTWIG et al., 2018).

A inativacdo de enzimas em produtos alimenticios pela aplicacdo do PF tem
sido estudada, ja que a reducédo da atividade enzimatica pode evitar o escurecimento
e problemas no processamento e armazenamento desses produtos. As principais
enzimas endogenas responsaveis pelo escurecimento sdo: PPO (polifenoloxidase) e
POD (peroxidase) (THIRUMDAS et al., 2015).

Com a aplicacdo do plasma com presenca de campos elétricos e geragdo de
especies reativas, ocorre uma interagdo com os aminoacidos, que impede as enzimas
de atuarem em seus substratos e/ou nas coenzimas de ligacdo, causando uma
catalise devido as altera¢des de conformacédo em torno do centro ativo (THIRUMDAS
e ANNAPURE, 2020).
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Estudos com PF em suco de maca turvo mostraram inativacao significativa da
POP (ILLERA et al., 2019). Ao contrario, a aplicacdo dessa tecnologia em sucos de
frutas também afeta o teor de compostos bioativos, com aumento ou reducdo
dependendo das condi¢cdes empregadas no processo (PAIXAO et al., 2018).

O tempo de processamento também foi significativo para Khani et al. (2017),
gue observaram que o plasma causou inativacado da POD do tomate em mais de 90%;
ja para lllera et al. (2019), em anadlise de sucos de maca, houve uma reducéo
significativa da atividade da enzima PPO com o aumento do tempo de processo.

A qualidade nutricional de véarias polpas e sucos melhorou com o
processamento a PF. Alguns estudos mostraram que a capacidade antioxidante, o
teor de fendlicos totais e o teor de vitamina C aumentaram ap0s o processamento com
PF e que essa tecnologia pode ser utilizada para produzir alimentos mais nutritivos e
com melhor bioacessibilidade de nutrientes (ALMEIDA et al., 2017).

O uso recente de técnicas avancadas de identificacdo de compostos, como a
Ressonancia magnética nuclear (RMN) mostra que o PFPP ndo apresentou efeito
significativo sobre a composicdo geral de sucos de laranja e acerola, embora
pequenas mudancas possam ser observadas (ALVES FILHO et al., 2018).

A aplicacdo de PF em suco de mac¢a mostrou elevada inativacdo da enzima
polifenoloxidase (>80%) apés 5 minutos de processamento a uma voltagem de 10.5
kV. Os parametros de cor foram alterados positivamente, assim como a atividade
antioxidante das amostras tratadas aumentou apds o0 processamento, devido ao
aumento do contetdo de compostos fendlicos. A estabilidade dos parametros
avaliados se manteve durante um periodo de 21 dias (ILLERA et al., 2019).

Os autores obtiveram resultados satisfatorios com diminuicao significativas de
aflatoxinas, com tratamentos de rapida duracdo e também conseguiu inativar fungos
da superficie do amendoim. O tratamento ndo afetou a qualidade sensorial do
alimento (IQDIAM et al.,2019).

Diante desse cenario, tratamentos nao-térmicos tém sido explorados como
alternativas para garantir a qualidade de alimentos sem modificar as suas
propriedades fisico-quimicas, nutricionais e sensoriais desejadas (BERISTAIN-
BAUZA et al., 2018).

Segundo os mesmos autores, o PFPA pode ser uma opgao no processamento

de alimentos, ja que tem a garantia de manter a temperatura ambiente que a maioria
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dos produtos precisa, para evitar que algumas propriedades fisico-quimicas
importantes sejam degradadas.

O tratamento por PF ainda € um processo desconhecido em relagédo aos efeitos
adversos nos alimentos, como por exemplo a oxidag&o de lipidios (LAROQUE et al.,
2022). Alguns dos principais desafios que limitam sua aplicacdo industrial incluem as
alteracbes das caracteristicas nutricionais e sensoriais decorrentes da producéao de

radicais livres, que podem resultar em auto oxidacao (NIVEDITHA et al., 2021).

2.1.4 Ultrassom

A industria alimenticia tem impulsionado a producao de vegetais minimamente
processados e produtos vegetais prontos para o consumo (CORATO, 2020). Ao
considerar que frutas e hortalicas sdo alimentos pereciveis e que podem ser
submetidos a diferentes fontes de contaminacdo, ha preocupacédo na busca pela
garantia de qualidade destes alimentos (ALVARENGA et al., 2021).

A obtencdo de um produto seguro e de qualidade envolve as boas préaticas
agricolas, de manipulacéo e de processamento (SANT ANNA et al., 2020). Para isto,
a aplicacdo de métodos tradicionais, como a utiliza¢do do cloro para a sanitizacao e o
uso de tecnologias promissoras, € necessaria para obter um produto seguro e de
qualidade (CORATO, 2020).

O ultrassom (US) considerado como uma tecnologia de processamento de
alimentos nao térmica ganhou atencao significativa devido a sua capacidade de reter
o frescor original, sabor e compostos nutricionais dos produtos, bem como menor
consumo de energia, em comparacdo com procedimentos convencionais como
pasteurizacdo (WANG et al., 2020).

O US pode ser empregado na industria de processamentos de frutas e hortalicas,
seja para contribuir na melhoria da qualidade e na seguranga dos produtos, seja para
potencializar processos ja existentes (OJHA et al., 2018).

Recentemente, estudos avaliaram a aplicacdo do ultrassom em frutas e
hortalicas, e em suco de frutas, com resultados positivos nos aspectos sensorial,
microbioldgico, fisico-quimico e nutricional (SAO JOSE et al., 2014; WANG et al.,
2020, ALVARENGA et al., 2020), indicando este método como tecnologia inovadora,
viavel, de baixo custo e com resultados desejaveis para a preservacao da qualidade
(DOLAS et al., 2019).
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O US é a simples descricdo de uma onda que transporta energia mecanica
através da vibracdo local de particulas em frequéncias de 20 kHz ou mais. Essa
frequéncia é situada acima do limite audivel para o homem, acima de 16 kHz. De
modo geral se propaga, em solidos, liquidos e tecidos (ZHANG et al., 2021).

As ondas ultrassbnicas (também chamadas de ondas supersénicas) sdo ondas
sonoras na faixa de frequéncia de 20 kHz a 100 kHz (SINGLA e SIT, 2021).
Geralmente, o US de baixa intensidade é considerado uma ferramenta ndo destrutiva
para monitorar as mudancas de compostos fisico-quimicos durante o processamento
de alimentos (WANG et al., 2020).

Quando as ondas de US se propagam em solucdo, uma série de ciclos de
compressao e rarefacdo sao gerados. Durante o ciclo de pressdo negativa, quando a
forca de cisalhamento excede as forgas intermoleculares de Van der Waals do liquido,
bolhas séo geradas na solucédo (QASIM et al., 2020).

Segundo 0s mesmos autores, essas bolhas crescem e finalmente entram em
colapso, o que é denominado cavitacdo. O colapso dessas bolhas cria regides de alta
pressao local e temperaturas na solucdo. Bolhas de cavitacdo também fornecem area
de superficie interfacial adicional para facilitar a nucleacdo heterogénea primaria.

Na Figura 3 é apresentada de forma resumida a combinacéo entre os fenémenos
gue ocorrem durante a cavitacdo. Estes processos proporcionam a liberacdo de
energia mecanica e quimica (SAO JOSE et al., 2014). Esses fendmenos afetam os
microrganismos e provocam morte a partir da ruptura da membrana celular, calor
localizado e liberacéo de radicais livres (LEPAUS e JOSE, 2020).
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Figura 2 - Resumo entre fendbmenos fisicos e quimicos durante a aplicacédo do

ultrassom, que resultam na inativacdo dos microrganismos
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Fonte: Lepaus e José (2020, p. 79).

O aumento na disponibilidade dos compostos bioativos observado em alguns
estudos é atribuido principalmente a liberacdo do conteudo intracelular apés ruptura
pelo processo de cavitagdo (CAMPOLI et al., 2018).

A tecnologia do US também é estudada com intuito de minimizar os prejuizos
causados pela pasteurizacdo nas propriedades fisico-quimicas, nutricionais e nos
compostos bioativos de sucos (OJHA et al., 2018).

O uso combinado de US e calor (termossonicacdo) tem sido empregado como
substituto ao tratamento térmico em suco de frutas, pois oferece menor dano a bebida,
sendo esta considerada de boa qualidade nutricional e sensorial (ANAYA-ESPARZA
et al., 2017a).

MARTINEZ-FLORES et al. (2015) e JABBAR et al. (2014) mostraram efeito
positivo no uso da termossonicagdo em sucos quando comparado ao tratamento
térmico, com o aumento do teor de carotendides, vitamina C e polifenois. Além de
oferecer vantagens em termo de produtividade e rendimento, € considerada uma
tecnologia “amiga do ambiente” por oferecer menor gasto de energia e agua,
contribuindo para o desenvolvimento sustentavel (CAO et al., 2018).

O processo de termossonicacao tem sido eficaz devido a um “efeito aditivo”

causado pela combinacdo de calor e cavitacdo. Este efeito, ou choque térmico,
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aumenta a regido de letalidade bacteriana e inativacdo enzimatica. O calor e ondas
sonoras agem simultaneamente aumentando a sensibilidade nas paredes das células
bacterianas, podendo ocorrer danos na estrutura celular (ANAYA-ESPARZA et al.,
2017a).

Contudo, quando essa temperatura € muito elevada, geralmente maior que 55
°C, este “efeito aditivo” pode n&o acontecer, isso porque altas temperaturas podem
prejudicar a formacéo de grandes bolhas durante a cavitacdo (ANAYA-ESPARZA et
al., 2017b).

O efeito da pasteurizacdo térmica e do US em produtos vegetais foram
comparados por CAO e colaboradores (2018) em suco de bayberry e por Etzbach e
colaboradores (2019) em pasta de goldenberry (Physalis peruviana L.).

Em ambos os estudos a sonicagao promoveu reducao significativa da atividade
de enzimatica, atingindo niveis acima de 90%. Embora a inativacdo enzimatica
atingida pelo US nao tenha sido 100% como na pasteurizacao térmica, em termos de
qualidade as amostras tratadas por US apresentaram menores perdas e maiores
retencbes de compostos bioativos do que no processo térmico convencional.
Comportamento semelhante foi demonstrado por Saeeduddin e colaboradores em
2015 em suco de péra.

Santos, Rodrigues e Fernandes (2018) observaram melhoramento da
estabilidade e aumento do contetdo de vitaminas em suco de acerola processado por
US. A homogeneidade do suco, medida pelo valor de nuvem, foi melhorada em todas
as condicdes de processamento aplicadas e nao foi observado separacédo de fase,
problema comum em sucos de fruta ndo processados.

Os resultados ap6s o tratamento com o US dependem, além do tipo de
microrganismos, de diversos fatores. As condi¢cOes de operagao (tempo, temperatura
e amplitude das ondas ultrassénicas) poderao interferir nos resultados. Fatores como
0 volume e composi¢ao do alimento tratado também podem interferir na eficiéncia da
operacdo (JAMBRAK et al., 2018).

2.2 O cajueiro (Anacardium occidentale L.)
O cajueiro, cujo nome cientifico € Anacardium occidentale L., pertence a familia

Anacardiaceae € uma espécie arbOrea com troncos tortuosos, de origem botéanica do

norte e nordeste do Brasil (FAO, 2020). O caju possui o sabor suculento e acido da
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polpa de pseudofruto, é utilizada como matéria-prima na fabricacéo de sucos, doces,
licores, chas e bebidas na regido em que ocorre (OLIVEIRA, 2019).

Dentre as espécies da familia Anacardiaceae, apenas a Anacardium
occidentale é cultivada comercialmente e compreende o0s tipos precoce e comum. O
cajueiro-comum possui maior potencial produtivo individual, porém os pomares de
cajueiro precoce tém uma maior produtividade, pois permite o plantio de um maior
namero de plantas por hectare (ICB, 2020; MARTINS et al., 2019)

Além disso, espécies desta familia se caracterizam por apresentar habito de
vida arbéreo, arbustivo, raramente subarbustivo, grandes nervuras nas folhas, frutos
drupas, sd@maras ou bagas, inflorescéncia terminal ou axilar, e flores actinomorficas,
unissexuais ou bissexuais (SILVA-LUZ et al., 2019).

Os frutos e pseudofrutos de muitas espécies constituem um importante recurso
alimentar, como por exemplo o cajueiro (Anacardium occidentale L.), mangueira
(Mangifera indica L.), pistache (Pistacia vera L.) e umbuzeiro (Spondias tuberosa
Arruda) (FYFE et al., 2020).

Uma revisao de literatura mostrou que o cajueiro (A. occidentale) tem um
potencial medicinal significativo pois contém metabdlitos secundarios responsaveis
por efeitos terapéuticos. Na medicina popular suas indica¢des simbolizam riqueza de
viabilidade para acdes farmacoldgicas e tratamentos alternativos, que envolvem que
envolvem processos inflamatorios, infecciosos e cicatrizantes (NOVAES e NOVAES,
2021).

Também é possivel constatar que ha estudos na literatura que corroboram com
aideia de que existe relacéo entre o uso popular do cajueiro por diferentes populacées
e seu potencial biologico. Além de tudo, torna-se evidente que a mesma se apresenta
como um vegetal ampla aplicabilidade para a farmacologia (ARAUJO et al., 2020).

As folhas do cajueiro sédo bastante utilizadas pela medicina em todo o mundo,
seus extratos estudados j& comprovaram diversas eficacias no tratamento de doencas
e inibicdo da proliferacdo de microrganismos, como fungos e bactérias (SILVA e
LOPES, 2020).

Segundo os mesmos autores, no Brasil a parte aérea do cajueiro (folhas) néao
tem merecido seu real destaque, visto que a maioria dos produtores agricolas
consideram as podas das arvores como sendo um rejeito, uma vez que a indastria

nao tem dado a relevante importancia das suas propriedades e aplicacoes.
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E importante conhecer os rendimentos extrativos e condi¢cées operacionais de
extracdo que maximizem a recuperacao dos extratos presentes nas folhas do cajueiro,
bem como sua composicdo quimica, de modo a fornecer dados para o
desenvolvimento de novos produtos, como por exemplo, fitoterdpicos (LEMOS e
GALVAO, 2019).

Inicialmente, Durante a 22 Guerra Mundial, surgiu um grande interesse
industrial pelo cajueiro devido ao liquido da casca da castanha-de-caju com casca
(LCC). Com o fim da guerra, em 1945, o interesse da economia passou a ser a ACC,
iniciando, assim, um crescimento significativo da agroindustria de caju (SECA, 2020).

O cajueiro € uma arvore sempre-verde que cresce a uma altura de 8 a 20 m,
dependendo das caracteristicas do solo e do clima. Normalmente comeca a florir no
terceiro ano, atingindo a producdo total no oitavo ano (FAO, 2020).

O pedunculo, seu pseudofruto, € chamado de caju, e apresenta coloracao
variada em tons de amarelo a vermelho. Junto a ele, tem-se a améndoa da castanha
de caju que, em seu interior, armazena a castanha. O caju e a castanha sao
apreciados na culinéaria nordestina, tanto in natura quanto em outros produtos
alimenticios (NOVAES e NOVAES, 2021).

Durante o seu desenvolvimento, a planta possui inflorescéncia do tipo panicula
(com surgimento no apice dos ramos) caracterizada por formato piramidal, com cacho
terminal e suas ramificaces vao decrescendo da base para o apice que contém flores
masculinas e hermafroditas em propor¢des variadas, produzidas na periferia da copa,
onde se encontram dois tipos de flores: hermafroditas ou perfeitas e masculinas ou
estaminadas (ADIGA et al., 2019).

O consumo do pedunculo de caju é bastante apreciado devido ao seu aroma e
sabor peculiares, sendo vastamente aceito pelos consumidores. Além disso, o caju
tem se destacado devido aos avancos nas descobertas sobre as propriedades
farmacoldgicas, como atividade antimicrobiana e antimutagénica, acdo anti-

inflamatoria e prevencao da obesidade e diabetes (CARVALHO et al., 2020).
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Figura 3 - Cajueiros (A. occidentale) no interior de Pernambuco e o pseudofruto

(caju)

Fonte: Novaes e Novaes (2021, p. 2).

O caju corresponde a cerca de 90% do peso total do fruto e pode ser consumido
diretamente ou processado como sucos, cajuina e doces. A produc¢do mundial de caju
em 2019 foi de 1,32 milhdo de toneladas e o Brasil participou com 81,4% desse
volume, seguido por Mali (12,7%) e Madagascar (5,9%) (FAOSTAT, 2022).

A castanha de caju é uma das quatro nozes mais conhecidas no mundo,
conhecidas por sua elevada importancia nutricional e sabor inimitavel. Como parte de
uma dieta saudavel e equilibrada, a castanha de caju pode modular o risco de doencas
cardiovasculares, incluindo acidente vascular cerebral e sindrome metabdlica (LIU et
al., 2018a).

Um estudo anterior avaliou os efeitos da dieta juntamente com subprodutos
industriais, como a fruta do caju na saude intestinal e no metabolismo lipidico de ratos
com dislipidemia induzida pela dieta (BATISTA et al., 2018).

O cultivo do caju e a comercializacdo de suas améndoas séo realizados em 32
paises, com destaque para Vietn3, india, Brasil e Indonésia (OLUYOLE et al., 2017).
No Brasil, estas atividades vém sendo realizadas em regiées de clima quente e seco
(MELO et al., 2018), sendo o Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte os estados
responsaveis por 90,58% da producao nacional de caju no ano de 2020 (IBGE, 2022).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2019), no
altimo relatério divulgado no més de agosto de 2019, pelo Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica (IBGE), estima-se que a producgéo seja de 122,6 mil toneladas
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de castanha de caju in natura, uma reducéo de 13,2 % na compara¢cdo com 0 ano
anterior, quando a producéo foi de 141,3 mil toneladas.

No Brasil, em 2019, houve um aumento de 39,9% de exportacdes da castanha
de caju principalmente para os EUA e Canad4a, enquanto o pedunculo fica
concentrado no comércio interno e local brasileiro, (ICB, 2020).

Nesses paises, o produto é processado e uma parte deste produto € destinada
para consumo interno e outra parte para reexportacéo, ou seja, a castanha € vendida
para outros paises, inclusive o Brasil, tornando o Vietnd e a India os maiores
exportadores mundiais de améndoa da castanha do caju (BRAINER e VIDAL, 2020).

A rigueza em proteinas (21%), carboidratos (25%), acidos graxos
monoinsaturados (48%), minerais, vitamina B e tocoferéis comprova a importancia
econdmica e social das améndoas de caju em escala global (BHOOMIKA e SUDHA,
2018; OLGA et al., 2018; OLUBODE et al., 2020). Além disso, 0 caju também possui
alto teor de triterpendides e fendlicos, o que desempenha um papel importante na

inibicdo de bactérias causadoras de gastrite em humanos (SALEHI et al., 2020).

2.3 Artemia salina Leach como modelo experimental

O estudo toxicologico é de grande importancia para assegurar o uso de
determinado material biolégico, além de permitir informacdes sobre suas
potencialidades, uma vez que a partir deste tipo de estudo pode-se obter informacdes
guanto a atividade bioativa de determinado material (RAHMAN e PRATAMA, 2019).

Segundo os mesmos autores, a RDC N° 243, de 26 de julho de 2018,
substancia bioativa é definida como “nutriente ou n&o nutriente consumido
normalmente como componente de um alimento, que possui acdo metabdlica ou
fisiolégica especifica no organismo humano”. A toxicidade é definida como a
capacidade de determinado composto tender a causar uma desordem biolégica e/ou
até a morte de um organismo teste.

A Artemia salina (A. salina) € um microcrustaceo de agua salgada utilizado
como alimento vivo para peixes, podendo ser encontrada facilmente em lojas
especializadas. Este ensaio é rotineiramente utilizado para se detectar potencial
bioldgico a partir da analise da toxicidade de extratos e compostos, por se tratar de

um bioensaio simples e de baixo custo (ISLAM et al., 2019).
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Através desse ensaio € obtida a concentracdo letal média (CL50), que € a
concentracdo de um produto quimico no ar ou ha agua que leva a morte de 50% de
uma populagé@o em teste num tempo pré-estabelecido, sendo consideradas toxicas as
substancias que apresentarem valores de CL50 abaixo de 1000 pg/mL (MARTINS et
al., 2021).

No ambiente marinho, o zooplancton forma um importante depositario de
organismos que ajudam a canalizar o fluxo de energia através da cadeia alimentar
(OZKAN et al., 2016). Entre varios zooplanctons, A. salina foi escolhido como o
organismo de teste devido ao seu comportamento de alimentacdo por filtro néo
seletivo e alta capacidade reprodutiva (GUTNER-HOCH et al., 2019).

Artemia € um género que pode sobreviver em altas taxas de salinidade (4,5-
340%) pertencente a familia Artemiidae (GBIF, 2019). Ele pode sobreviver e melhorar,
especialmente em um ambiente hipertonico, e pode ser encontrado em todo o mundo.
E um dos poucos organismos que podem sobreviver nos lagos de 4gua salgada do
mundo com microalgas e bactérias (JOHARI et al., 2019; SELLAMI et al., 2020).

Este organismo apresenta um ciclo biolégico complexo que comeca com a
incubacédo de cistos dormentes. A hidratacdo deve causar incubacéo dentro de 48
horas, iniciando a primeira fase larval da A. salina. Os cistos absorvem a agua de
maneira rapida e facil. Se as condicbes ambientais forem favoraveis, como a
temperatura adequada, salinidade, luz solar e oxigénio os embrides internos comegam
o desenvolvimento (LACERDA, 2019).

Figura 4 - Representacdo da morfologia de Artemia salina
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Fonte: Adaptado de Amat (1985, p. 15).

O corpo € composto por trés segmentos: cabeca, torax e abdome, como mostra
a figura abaixo. A espécie apresenta dimorfismo sexual, as principais diferencas
morfologicas entre machos e fémeas sdo a largura do terceiro segmento abdominal,
comprimento total e o comprimento do abdome. O macho adulto atinge de 8 a 10 mm
de comprimento, e a fémea de 10 a 12 mm (DUMITRASCU, 2011).

Segundo 0 mesmo autor, as condi¢des propicias de vida sédo calor, presenca
de luz solar e uma ampla faixa de concentracdo de sal. Apesar disso, sdo seres que
sobrevivem em aguas com baixas dosagens de oxigénio, podendo sobreviver a
periodos de seca em estado de cisto, voltando a se reproduzir em situacdes propicias.

Quando as condi¢cdes ambientais sdo favoraveis com alto teor de oxigénio
dissolvido, abundancia de alimento e salinidade dentro dos niveis aceitaveis, ocorre a
ovoviviparidade: os nauplios desenvolvem-se dentro do saco ovigero da fémea até ao
instar | e, posteriormente, sao libertados pelas fémeas no ambiente. No caso da
oviparidade, esta ocorre quando as condicdes ambientais sdo desfavoraveis, ou seja,
guando ha escassez de alimento, baixo teor em oxigénio dissolvido e alta salinidade
(ALVES, 2021).

O desenvolvimento e metabolismo do embrido séo interrompidos (diapausa e
criptobiose) durante o estado de gastrula e uma camada espessa segregada pelas
glandulas localizadas no utero (glandulas de casca) desenvolve-se em volta do
embrido, formando quistos que sao libertados pelas fémeas para o ambiente (CRIEI e
MACRAE, 2002).

Dessa maneira, 0 método de ensaio de toxicidade do camardo marinho, que
usa larvas de A. salina como animais de teste, € um teste de bioensaio biolégico
simples, rapido e de baixo custo que requer uma quantidade minima de amostra
(HAMRUN et al., 2020).

Além disso, A. salina pode ser utilizada como nauplios (dentro das 24 h de vida)
ou no estado adulto (3 semanas de vida, adulto mede 2 cm de comprimento) para o
teste (KOKKALI et al., 2011). O ensaio de toxicidade é baseado na letalidade de
Artemia na presenca de quaisquer compostos bioldgicos e/ou quimicos (MANSFIELD
et al., 2015).
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Figura 5 - Imagem de uma Artemia salina no estado adulto

Fonte: Constantin e Mioara (2011, p. 119).

A literatura descreve varios trabalhos envolvendo a avaliagdo da toxicidade de
extratos e substancias frente as larvas de Artemia spp., uma vez que este método néo
faz uso de animais maiores, ndo precisa de uma infraestrutura avancada para manter
os individuos. Além disso, os animais utilizados em outros métodos necessitam de
acompanhamento e controle do seu metabolismo, o0 que nao é exigido pela Artemia,
acarretando assim uma notavel reducdo de custos na sua utilizacdo em testes de
toxicidade (VICTAL et al., 2015).

Desta forma, diversos autores relatam o uso da A. salina em diferente atividade
biolégica, como Paz e colaboradores (2022), investigaram a toxicidade do extrato
vegetal, 6leo essencial e hidrolato. Eles perceberam que a toxicidade do Z. officinale
Roscoe foi maior que o A. sativum L. nos dois ensaios, e 0 extrato vegetal de ambas
as plantas possui maior toxicidade que o 6leo essencial e o hidrolato. E concluiram
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gue resultado favorece uma conduta terapéutica complementar para o combate de
infeccbes microbianas.

Segundo Dionisio e colaboradores (2018) em um trabalho publicado na
EMBRAPA, usando a metodologia de toxicidade por meio do bioensaio com A. salina,
onde eles investigaram o extrato concentrado de carotenoides obtido da fibra do
pedunculo de caju - ECC. Como resultado, com relacdo ao ECC, a dose letal média
(DL50) foi de 1,75 mg/mL. Segundo Meyer e colaboradores (1982), valores superiores
a 1,0 mg/mL indicam que o material testado € atdxico, o que € um importante resultado
guando se vislumbra uma aplicacao alimentar do material.

Miguel e colaboradores (2021), avaliando a toxicidade e o efeito protetor da
agua de coco processada por PF e US, como resultados desse trabalho nédo foi toxica
para os nauplios de A. salina a 10, 100 ou 1000 ug mL™, todas as amostras de agua
de coco, incluidas as nao tratadas, apresentaram efeito protetor contra o estresse
oxidativo causado pelo H20:2 atingindo niveis de 87,5% de protecdo em relacdo ao
controle (24 h de experimento).

Silva e colaboradores (2013), avaliando a toxicidade do extrato hidroalcoolico
da folha do cajueiro submetido a distintas doses de irradiacdo, demonstraram que
todos os materiais apresentaram toxicidade utilizando-se A. salina, sendo que esta
toxicidade variou de acordo com o processo aplicado. Os autores sugerem que a
irradiacdo pode vir a alterar a composicdo dos componentes quimicos do material e,

consequentemente, alterar a sua toxicidade.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade de sucos de caju (Anacardium occidentale L.,) processados

por plasma frio e ultrassom através da utilizagdo de Artemia salina como modelo

experimental.

3.2 Objetivos especificos

Realizar dois tipos de processamentos ndo térmicos em suco de caju: plasma
frio e ultrassom;

Determinar as concentragoes letais (CLso) do suco de caju processado por
plasma frio e por ultrassom, no modelo experimental de Artemia salina;
Avaliar a lipoperoxidacao induzida pelo suco de caju processado por plasma
frio e por ultrassom, no modelo experimental de Artemia salina;

Quantificar a atividade das enzimas catalase e superdxido dismutase em
Artemia salina, exposta ao suco de caju processado por plasma frio e por
ultrassom;

Avaliar o efeito protetivo do suco de caju processado por plasma frio e por
ultrassom, contra a toxicidade em Artemia salina induzida por peroxido de
hidrogénio;

Caracterizar as alteragcbes morfolégicas e ultraestruturais no modelo
experimental de Artemia salina, exposto ao suco de caju processado por
plasma frio e por ultrassom, através de técnicas de microscopia 6tica, eletrénica

de varredura e eletronica de transmissao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caju
O suco de caju foi preparado a partir da diluicdo de 100g de polpa de caju sem
conservantes em 200 mL de agua destilada. A polpa foi adquirida no comércio local.

4.2 Processamentos

4.2.1 Ultrassom

O suco de caju foi processado segundo metodologia descrita por Alves Filho e
colaboradores (2020). Para tanto, foi utilizado um desruptor ultrassénico de 500W,
Uniqgue® modelo DES500 com frequéncia constante de 18kHz e macro ponta de
titdnio com diametro de 13 mm. A sonda de titanio foi imersa 1,5 cm abaixo da
superficie do liquido. Amostras de 100 mL de suco de caju foram colocadas em um
reator encamisado e em seguida foi aplicada poténcia ultrassdnica de 5000 WIL,

durante 5 minutos, a 25 °C (banho de agua circulante).

4.2.2 Plasma a frio

O suco de caju foi processado em gerador de plasma Inergiae modelo
PLS0130, segundo metodologia descrita por (PORTO et al., 2020). O sistema consiste
em gerador acoplado a camara contendo dois discos de aluminio de 8 cm de diametro
separados a distancia de 15 mm. Duas chapas de acrilico de 5 mm de espessura
foram utilizadas como barreira dielétrica. Aliquotas de 20 mL do suco de caju foram
acondicionadas em placa de Petri de poliestireno fechada e submetidas a exposicao
direta ao plasma. As frequéncias utilizadas foram 50 e 1.000 Hz e as voltagens 17 e

20 kV. O tempo de processamento foi de 15 min para todos os tratamentos.

4.3 Teste de toxicidade aguda utilizando nauplios instar Il de Artemia salina

como modelo experimental

Os cistos dormentes de alta eclosdo foram adquiridos comercialmente e a
metodologia foi baseada na que foi descrita por Meyer (MEYER et al., 1982). Para a
obtencdo dos nauplios instar Il, cistos foram hidratados em 350 mL de agua do mar
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artificial, preparada previamente com agua destilada e sal marinho, mantidos sob
constante aeracao e com fotoperiodo de 8h luz/16h escuro, a temperatura de 22 + 2°
C.

Inicialmente, 10 nduplios foram adicionados em placas de poliestireno de 24
pocos, contendo 1 mL de agua do mar artificial. Sequencialmente, foram adicionadas
diferentes concentracdes dos sucos de frutas (10, 100 e 1.000 pg/mL?). Todos os
testes foram realizados em quintuplicata e foi utilizado como controle positivo uma
solucdo com dicromato de potassio 0,5 M e para o controle negativo apenas agua do
mar artificial. As placas foram armazenadas a 22 *+ 2° C durante 24 e 48 horas sob
iluminacéo constante.

Apbs 48h de experimento, os animais mortos (imobilizacdo observada por 10
segundos) foram contabilizados com auxilio de um microscopio estereoscépico. Em
seguida, os nauplios mortos foram fixados em solucdo contendo glutaraldeido a 2,5%,
formaldeido a 4%, diluidos em tampao cacodilato de sédio 0,05 M, e mantidos em
temperatura ambiente até o processamento para microscopia. Os dados foram
plotados no programa Excel (V.15.26-Microsoft) e a equacgao da reta foi calculada para
determinar a concentracdo capaz de eliminar 50% dos individuos (CLso). Todos 0s

experimentos foram conduzidos em quintuplicata.

4.4  Lipoperoxidagdo

A atividade de lipoperoxidacdo foi avaliada pelo método Fox modificado como
equivalentes de hidroperoxido de cumeno (CHP) (HERMES-LIMA et al., 1995; JIANG
et al.,, 1991; VITORINO et al.,, 2015). Nauplios de artémias foram congelados e
homogeneizados em metanol 100% (1:5 pesos/volumes). Os homogenatos foram
centrifugados a frio a 21,130 x g e o sobrenadante (15 uL/por pogo) foi transferido
para microplacas de 96 pocos. As amostras foram tratadas com 90 uL de FeSOa (1
mM), 35 uL de H2SO4 (0,25 M), 35 pL de alaranjado de xilenol (1 mM) e 175 pL de
agua ultrapura. A incubacao ocorreu por 1 h a temperatura ambiente e a absorcgao foi
medida a 580 nm (Leitor de placas Biotek Epoch). Em seguida, 10 yL de CHP (175
MM) foram adicionados as amostras e a absorbancia a 580 nm foi lida novamente apdés

15 min.
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45 Atividades enzimaticas

4.5.1 Preparo de extrato celular para a determinacao das atividades enzimaticas

As células foram coletadas por centrifugacdo (4000 rpm r, 5 minutos e 4°C) e
lavadas por quatro vezes com agua destilada. Posteriormente, as células (0,5 g) foram
ressuspendidas em 2,5 mL de tampéao fosfato de potassio (50 mM e pH 7,0). Em
seguida, as células foram rompidas através de agitacdo em vortex e pérolas de vidro
(Sigma, diametro 425-600 um), esse procedimento foi repetido por 4 vezes, com
intervalos de um minuto em banho de gelo. Por fim, o homogenato celular foi
centrifugado (20000 xg por 20 minutos, 4 °C) e o sobrenadante foi utilizado para a
determinacao das atividades enzimaticas (JAMNIK e RASPOR, 2003).

4. 5.2 Catalase

A atividade da catalase foi determinada de acordo com estudos anteriores
(JEMEC et al., 2008 e MADHAV et al., 2017) com algumas modificagdes. Para tanto,
50 mg de biomassa foram homogeneizados em 2 mL de tampé&o fosfato (0,5 M, pH
7,5), centrifugados a 12.000 rpm a 4 °C por 30 min (YILANCIOGLU et al., 2014) e 0
sobrenadante foi utilizado para a dosagem enzimatica. Em seguida, 50 uL de
sobrenadante foram adicionados a 1 mL de solugdo de perdxido de hidrogénio (20
mM) preparada em tampéo de triz HCL/EDTA (200mM/2mM)). A reagéo foi medida
espectrofotometricamente durante 3 minutos a 25 °C a 240 nm (Leitor de placas Biotek
Epoch). A atividade da catalase foi expressa como umoles de peréxido de hidrogénio

esgotado/min/mg de proteina (coeficiente de extingdo, €240 = 43,6 M~ 1 cm™1).

4.5.3 Superéxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase foi medida de acordo com o método
descrito por Kono (1978) com adaptacdes. Resumidamente, a mistura de reacao (2,1
mL) contém 100 uL de tampéao de carbonato de sddio (50 mM, pH 7), 20 uL de EDTA
(0,01M ou 0,001M), 20 pL de nitroazul de tetrazolio (24 mM), 20 pL de hidroxilamina
(1 mM), 20 pL de Triton X-100 (0,3%). Posteriormente, 20 pL de extrato de células
foram adicionados e a absorbancia foi lida a 560 nm (Leitor de placas Biotek Epoch)

por 5 min contra o branco (mistura de reacdo sem extrato de células). Neste
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experimento, um controle especifico contendo mistura de reagcdo com extrato celular
(provenientes de individuos ndo expostas) também foi executado. A mudanca na
absorbancia por minuto foi calculada e usada na estimativa da atividade enzimatica

(coeficiente de extingdo, €240 = 39,4 M~ 1 cm™1).

4.6 Efeito protetivo do suco de caju contra a toxicidade induzida por peroxido

de hidrogénio em Artemia salina

Primeiramente, a toxicidade dos sucos de frutas processados néao
termicamente foi avaliada através da metodologia descrita acima para o teste de
toxicidade aguda de Artemia salina. Em seguida, aquelas amostras que n&o
apresentarem toxicidade foram testadas quanto ao efeito protetivo.

Os cistos de Artemia salina foram eclodidos e transferidos para microplacas de
24 pocos contendo agua do mar artificial. Em seguida foi adicionado H202, a
concentracéo final 127,45 mM (CLso). ApOs 2h de interacéo, os sucos de fruta foram
adicionados aos po¢os nas concentracdes finais de 10, 100 e 1000 pg/mL, em volume
final de 2mL. A contagem dos individuos bem como a investigacdo das alteracdes
morfologicas foram realizadas em 24, 48 e 72h de experimento (LES et al., 2015). O
grupo controle foi exposto a apenas a agua do mar artificial e o controle positivo foi
exposto a peréxido de hidrogénio (127,45 mM). O experimento foi realizado nas

condicOes de teste de toxicidade aguda.

4.7 Microscopia

Exemplares de nauplios de Artemia salina foram investigados com diferentes

abordagens em microscopia Optica, eletrbnica de varredura e transmissao.

4.7.1 Microscopia optica

Para a investigacdo histolégica dos animais expostos a diferentes
concentracdes de sucos de frutas processados ndo termicamente os individuos foram
anestesiados a frio, fixados, desidratados e incluidos em historesina de acordo com
metodologia descrita por Castro e colaboradores (2018). Amostras foram seccionadas

em micrétomo rotativo (RM 2265 — Leica), coradas e observadas em microscoépio
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optico de campo claro (Primo Star — Zeiss). O registro fotografico foi através do
software Zen Lite (Zeiss).

Com o intuito de investigar a producao de radicais livres e o0 estresse oxidativo
foram utilizadas diferentes sondas fluorescentes (KULKARNI et al., 2018; MUGONI et
al., 2014). O material foi observado no microscoépio confocal a laser (CLSM 710 —

Zeiss).

4.7.2 Microscopia eletronica de varredura

Para a andlise de mudancas na superficie dos individuos foi utilizada a
microscopia eletronica de varredura de acordo com metodologia descrita por Campos
e colaboradores (2016) (CASTRO et al., 2018).

4.7.3 Microscopia eletrénica de transmissao

Para a investigagdo de modificagdes subcelulares foi utilizada microscopia
eletrbnica de transmissédo de fragmentos dos tecidos dos individuos. As amostras
foram fixadas, desidratadas e incluidas em resina de acordo com metodologia descrita
por Morris e colaboradores (2017) (MORRIS et al., 2017).

4.8 Determinacao da CLso

Apos diferentes periodos de exposi¢cao, quando pertinente, os dados obtidos
nos testes de letalidade foram processados através de utilizagdo do programa
Microsoft Excel e, os valores de CLso foram computados a partir da porcentagem de
morte e logaritmo das concentracdes por analise Probit, como descrito por Finney, em
1971(FINNEY, 1971).

4.9 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média = desvio padrdo da média de trés
experimentos independentes. A CLso (expressa em mg/L) foi determinada com base

na mortalidade cumulativa obtida de trés experimentos independentes em cada
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instante (24, 48, 72 e 96 h) usando a analise Regression Probit com o SPSS Statistics
for Windows versao 17.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA). A CLso em mg/L foi convertida
em CLso mmol/L para tornar a toxicidade relativa mais facil de examinar.

As comparacdes estatisticas entre os grupos foram realizadas usando ANOVA
unidirecional seguida por teste de LSD, considerando p<0,05 estatisticamente
significativo. Quando uma tendéncia estiver presente, o menor nivel de efeito
observado (LOEL) foi definido como a menor concentracdo que induz efeito

estatisticamente significativo (a = 0,05) dos controles negativos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados da toxicidade aguda do suco de caju em nauplios instar Il de

Artemia salina processado por ultrassom e plasma frio

As propriedades nutricionais favoraveis apresentadas pelos sucos, devem-se
tanto a sua macro composicao, relacionada a carboidratos, proteinas e fibras, quanto
a vitaminas, minerais, compostos bioativos e alto potencial antioxidante
(KALAYCIOGLU e ERIM, 2017).

Tal composicdo pode proporcionar beneficios a salde desde que 0s processos
de conservacéo e garantia da qualidade do produto preservem estes elementos sob
sua forma ativa (VIEIRA, 2020).

O ensaio de A. salina é uma ferramenta util na avaliacdo toxicologica de
diversos produtos naturais, industrializados e residuos (SILVA et al., 2020).

A interacdo de nauplios de Artemia salina em suco de caju ndo tratado néo
levou a efeito téxico, mesmo em alta concentracdo (1000 pg/mL) e tempo de
exposicdo 48h (Fig. 6A). A amostra exposta a K2Cr207 0,5M (controle positivo) foi letal
para 100% dos nauplios em contraste com a exposta apenas a agua do mar artificial
(controle negativo) que nao apresentou individuos mortos (Fig. 6). Os controles

exibiram os mesmos resultados em todos os experimentos.
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Figura 6 - Resultados do teste de toxicidade aguda utilizando nauplios instar Il de
Artemia salina em suco de caju in natura em 24 e 48 horas
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CN - Grupo controle negativo: &gua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: dicromato de potassio 0,5M; 10 — concentragdo
da amostra (10 mg/mL); 100 — concentracéo da amostra (100 mg/mL); 1000 — concentragdo da amostra (1.000 mg/mL); 24 horas

e 48 horas de experimentagao.

Dessa forma, também foi realizada a toxicidade do suco de caju processado
por ultrassom para avaliar seu nivel de toxicidade, e consequentemente oferecer um
produto de qualidade aos consumidores. O resultado do bioensaio € mostrado logo
abaixo onde o suco de caju processado por ultrassom ndo apresentou morte de

individuos em todas as concentracdes e tempos testados (Fig. 7).

Figura 7 - Resultados do teste de toxicidade aguda utilizando nauplios instar Il de
Artemia salina em suco de caju processado por ultrassom em 24 e 48 horas
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CN - Grupo controle negativo: &gua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: dicromato de potassio 0,5M; 10 — concentragao
da amostra (10 mg/mL); 100 — concentragao da amostra (100 mg/mL); 1000 — concentragédo da amostra (1.000 mg/mL); 24 e 48
horas de experimentagéo.

O ultrassom pode ser empregado na industria de processamentos de frutas e
hortalicas, seja para contribuir na melhoria da qualidade e na seguranca dos produtos,
seja para potencializar processos ja existentes (OJHA et al., 2018).

Recentemente, estudos avaliaram a aplicacdo do ultrassom em frutas e
hortalicas, e em suco de frutas, com resultados positivos nos aspectos sensorial,
microbiolégico, fisico-quimico e nutricional (ALVARENGA et al., 2020), indicando este
método como tecnologia inovadora, viavel, de baixo custo e com resultados
desejaveis para a preservacédo da qualidade (DOLAS et al., 2019).

Hoje, o uso de tecnologias de processamento de alimentos ndo térmicos esta
disponivel para atender as demandas dos naturais e saudaveis sucos de frutas com
o minimo de danos as suas propriedades nutricionais e organolépticas naturais. No
processo de transformacdo de sucos de frutas convencional, este € termicamente
tratado e resulta em alguma perda de compostos nutricionais tais como flavonoides
(IGUAL et al., 2011) e carotenoides (FRATIANNI et al., 2010).

Sendo assim, também foi realizada a toxicidade do suco de caju processado
por plasma frio a 50Hz, para preservar sua composicao nutricional. O suco de caju
processado por plasma frio a 50 Hz ndo causou toxicidade aos nauplios nos expostos
a 10 pg/mL e 100 pg/mL. Por outro lado, a 1000 pg/mL (concentracdo maxima testada)
a letalidade foi observada para 43% dos nauplios as 24h e para 73% dos individuos
as 48h (Fig. 8).
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Figura 8 - Resultados do teste de toxicidade aguda utilizando nauplios instar Il de
Artemia salina em suco de caju processado por plasma a frio a 50Hz em 24 e 48 horas
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CN - Grupo controle negativo: &gua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: dicromato de potassio 0,5M; 10 — concentragao
da amostra (10 mg/mL); 100 — concentragdo da amostra (100 mg/mL); 1000 — concentragdo da amostra (1.000 mg/mL); 24 e 48

horas de experimentagéo.

Embora o suco de caju plasmolizado, 50 Hz, atinja alta toxicidade (73% dos
individuos em 48h), esse nivel de toxicidade s6 foi alcangado em concentragdes muito
altas, como 1000 pg/mL. Compostos téxicos conhecidos como nanoparticulas de
prata sdo letais para 50% dos individuos de Artemia salina (LC50) em concentracfes
mais baixas como 10,70 pg/mL (AN et al., 2019) e 3,79 pg/mL-1 (GAMBARDELLA et
al., 2015).

Miguel e colaboradores (2021) demonstraram que a 4gua de coco néo tratada
e ndo tratada termicamente (ozénio, plasma frio e ultrassom) ndo causou mortes em
nauplios de Artemia salina. Este fato reforca que os efeitos do processamento nao
térmico em alimentos sdo dependentes da matriz alimentar (PAIXAO et al., 2019).

Os efeitos do processamento a plasma em matrizes alimenticias,
principalmente em sucos de frutas, ainda sdo pouco compreendidos do ponto de vista
quimico. De fato, o efeito da aplicagdo dessa tecnologia deve ser cuidadosamente
investigado para entender qualquer alteracdo no perfil dos componentes apds o
tratamento.

Um estudo recente elucidou que o processamento a plasma frio afeta a

concentracdo de substancias como acgucares, acido malico, acido latico e vitamina C
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no suco de caju (LEITE et al., 2021). Além disso, o processamento a plasma também
afeta a composicao da castanha de caju (ALVES FILHO et al., 2019).

Os dados obtidos sugerem que, no caso do suco de caju, é possivel que alguma
substancia toxica seja gerada ou aumente sua concentracdo. Por outro lado, na dgua
de coco (MIGUEL et al., 2021) é possivel que alguma substéancia com acédo contra
radicais livres tenha gerado ou aumentado, levando a um efeito protetor.

O plasma a frio é considerado uma tecnologia ndo térmica, pois apresenta boas
caracteristicas de modificacdo de alimentos, inativacdo de enzimas e destruicdo de
microrganismos a temperatura ambiente. O plasma age nos alimentos através das
espécies reativas formadas como elétrons, ions e radicais livres (THIRUMDAS et al.,
2017).

No processamento de sucos, a tecnologia ultrassénica € relatada por ter um
efeito minimo sobre a degradacéo dos parametros de qualidade, como cor, conteudo
de acido ascorbico e antocianinas em alguns sucos de frutas estudados como o de
amora preta e morango (TIWARI et al., 2010).

Segundo os mesmos autores, outros estudos indicam que 0 processamento
com ultrassom aumenta a extracdo de fendlicos e outros compostos bioativos no
mosto de uvas ou de vinho, e que a extracdo de compostos bioativos e antocianinas
assistida por ultrassom melhora a extracdo e producdo de compostos bioativos entre
6% e 35%.

Estas melhorias sdo possiveis devido as propriedades de transferéncia
instantanea de energia acustica em sucos de frutas. O tratamento com ultrassom pode
penetrar as paredes celulares da fruta e liberar o contetdo da célula preso nos tecidos
do fruto. A preservacdo térmica, tais como pasteurizacdo e a esterilizacdo séo
comumente usados para destruir 0s micro-organismos e inativar enzimas nos sucos
de frutas (MENA et al., 2013).

A letalidade da tecnologia do plasma frio atmosférico depende de varias
variaveis operacionais, entre as quais destaca-se a poténcia de entrada (tensédo e
frequéncia). Quanto maior a frequéncia e tensdo de entrada, maior a inativacao
(DASAN et al., 2016).

O efeito antimicrobiano do plasma frio é resultado da acdo de particulas
carregadas e espécies reativas presentes no plasma que podem causar danos a
membrana celular, podendo levar a maior penetracéo de espécies reativas na célula,
danos ao DNA e quebra de ligagdes quimicas (FERNANDEZ & THOMPSON, 2012).
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Todavia, também foi realizada o teste de toxicidade com o suco de caju
processado por plasma frio com uma frequéncia maior a 1000Hz, para avaliar se o
suco seria toxico em diferentes frequéncias. O suco de caju processado por plasma
frio a 1000 Hz também néo apresentou efeito toxico em 10 pg/mL e 100 pg/mL, e

efeito toxico a 1000 pg/mL para 20% dos individuos as 24h e 63% as 48 horas.

Figura 9 - Resultados do teste de toxicidade aguda utilizando nauplios instar Il de
Artemia salina em suco de caju processado por plasma a frio a 1.000Hz em 24 e 48
horas
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CN - Grupo controle negativo: agua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: dicromato de potassio 0,5M; 10 — concentracédo
da amostra (10 mg/mL); 100 — concentragao da amostra (100 mg/mL); 1000 — concentragcéo da amostra (1.000 mg/mL); 24 e 48

horas de experimentagéo.

Muitos trabalhos tém sidos realizados com a utilizagdo do suco de frutas para
determinar sua atividade ou nao, toxica ou citotéxica. Podemos citar por exemplo, o
trabalho de Jiménez e colaboradores (2011) que utilizou o suco de Berberis boliviana
e testou a letalidade frente aos nauplios de Artemia salina. Os resultados mostraram
uma concentracao letal média (CLso) de 247 pg/mL, que o significa que este extrato
pode ser considerado para mais estudos para determinar sua viabilidade para uso
farmacéutico.

Outros trabalhos também demonstraram bons resultados com teste de
toxicidade aguda frente a nauplios instar Il de Artemia salina, como encontrou o Miguel
e colaboradores (2021) utilizando a agua de coco processado com plasma e
ultrassom. Como resultados, a agua de coco néo foi toxica para nauplios de Artemia
salina em 10, 100 ou 1000 pg/mL.
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5.2 Lipoperoxidagéo
Como forma de entender melhor os mecanismos de toxicidade, determinamos
a quantidade de peroxidacéao lipidica utilizando o suco de caju in natura e processado
(ultrassom e plasma frio) em nauplios de A. salina (Fig. 10). A lipoperoxidacao foi
maior nos nauplios tratados com suco de caju processado por plasma frio a 50 Hz
(8,2+0,43 pmol/mg) e menor na amostra tratada com suco de caju in natura (7,54+0,47

pumol/mg) (Fig. 10).

Figura 10 - Resultados do teste de lipoperoxidacao utilizando nauplios instar Il de
Artemia salina em suco de caju in natura e processado por plasma frio (50 e 1.000 Hz)
e por ultrassom
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CN - Grupo controle negativo: agua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: Peréxido de hidrogénio 127,45 mM; Grupo
do suco de caju in natura (15 pL/por pogo); Grupo do suco de caju processado por ultrassom (15 pL/por pog¢o); Grupo do suco

de caju processado por plasma a 50Hz (15 pL/por pogo); Grupo do suco de caju processado por plasma a 1000Hz (15 pL/por

pogo).

Os radicais livres sdo moléculas instaveis e que perdem um elétron ao
interagirem com outras moléculas ao seu redor, a sua formacgdo é decorrente da
metabolizacdo do oxigénio e sdo oriundas através de acdes enddgenas, quando se
formam naturalmente pelo organismo e derivam de rea¢fes metabdlicas, ou por acdes
exogenas, estimulos externos como 0s raios ultravioletas, alimentos industrializados
e gordurosos (MANGELA e MARTINS, 2021).

As concentragbes de radicais livres presentes no organismo sao reguladas
pelos chamados antioxidantes, moléculas capazes de inibir ou reduzir o estresse
oxidativo, que podem ser gerados endogenamente ou podem ser obtidos

principalmente através da alimentag&o. Existe uma infinidade de vitaminas e minerais
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que apresentam funcdo antioxidante presentes nos alimentos, principalmente em
frutas e hortalicas. (LIU et al., 2018b).

As substancias antioxidantes naturais podem ser utilizadas para aumentar o
tempo de conservacdo dos alimentos, além de promover beneficios para a saude,
atuando na prevencao de varias doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como
cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, hipertenséo e diabetes (XU
et al., 2017).

Os antioxidantes sdo substancias que diminuem ou bloqueiam a oxidacao
provocada pelos radicais livres, podem ter origem enddgena ou exdgena: entre 0s
antioxidantes de origem enddgena destacam-se glutationa reduzida (GSH),
superoxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) (ROCHA et
al., 2016).

Segundo 0s mesmos autores, 0s antioxidantes de origem exdgena que auxiliem
na protecdo adequada. inseridos no organismo através da ingestdo de certos
alimentos, os carotenoides, as vitaminas C e E, o selénio, o zinco e os flavonoides.
Estes antioxidantes sdo provenientes da dieta e funcionam como um complemento
aos antioxidantes enddgenos reduzindo os danos causados por radicais livres no
corpo humano.

As superoxidos dismutases (SOD), sdo enzimas que contem metal e que
catalisam a conversao de dois superéxidos em oxigénio e perdxido de hidrogénio, que
€ menos toxico que o superdxido. A catalase (CAT), enzima que se localiza nos
peroxissomas, degrada o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, completando
entdo a reacdao iniciada pela SOD (BARBOSA, 2009).

Esses compostos bloqueiam néo sé a peroxidacdo dos lipidios, mas também a
oxidagdo de outras moléculas, como proteinas, DNA, entre outras. Os principais
antioxidantes dietéticos sdo algumas vitaminas, compostos fendlicos e carotenoides.
Eles interagem com os radicais livres antes que estes possam reagir com as
moléculas bioldgicas, evitando que ocorram as reacdes em cadeia ou prevenindo a
ativacdo do oxigénio a produtos altamente reativos (SILVA et al., 2016).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse em determinar a atividade
antioxidante das frutas, vegetais e especiarias (SILVA, 2019). Nesse sentido Fu e
colaboradores (2011) a fim de fornecer novas informacdes sobre a fungéo antioxidante

de frutas avaliaram 62 frutos, suas atividades antioxidantes e o contetido fenélico total.
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Estes estudos sdo importantes para obter informacdes nutricionais, demonstrar o valor

bioldgico dos alimentos e prioriza-los na alimentacéao.

5.3 Atividade enzimética
5.3.1 Catalase

Para avaliar a resposta ao estresse oxidativo induzido pela aplicacdo do das
tecnologias néo térmicas, foi determinada a atividade da catalase no suco de caju in
natura e processado (ultrassom e plasma frio).

Para avaliar sua atividade e obtivemos esse resultado que mostrado na figura
a baixo. De acordo com o grafico, o teste apresentou uma atividade da catalase variou
de 0,0010+0,0003 pmol/min na amostra tratada apenas com agua do mar artificial
(controle negativo) a 0,0109+0,0054 pumol/mim na amostra tratada com H20:2 controle

positivo (Fig. 11).

Figura 11 - Resultados do teste de catalase utilizando nauplios instar Il de Artemia
salina em suco de caju in natura e processado por plasma frio (50 e 1.000 Hz) e por
ultrassom
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CN - Grupo controle negativo: &gua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: Peréxido de hidrogénio 127,45 mM; Grupo do
suco de caju in natura (15 pL/por pogo); Grupo do suco de caju processado por ultrassom (15 pL/por pogo); Grupo do suco de

caju processado por plasma a 50Hz (15 pL/por poco); Grupo do suco de caju processado por plasma & 1000Hz (15 pL/por pogo).

Segundo Tyutereva e colaboradores (2017), as catalases tém a capacidade de
remover cerca de 25% de todo o H20:2 peroxissomal, bem como a capacidade de atuar
nas regulacdes autofagicas e de morte celular programada, representando a enzima
mais abundante nos peroxissomos.

Além disso, a CAT possui baixa afinidade pelo substrato e atua na remocéo do

excesso, onde apresenta alta taxa de atividade, tendo sido a primeira enzima
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antioxidante documentada (KAUSHAL et al., 2018) e que aparece em todos 0s
organismos eucarioticos e procarioticos (AHMAD, 2014).

Além da catalase, outras enzimas podem atuar no sequestrador de H202, como
a glutationa peroxidase (GPX) ou ascorbato peroxidase (APX), que possuem maior
afinidade pelo peréxido e atuam na sua regulacao fina (RIBEIRO et al., 2017). Entre

outras enzimas também como a superéxido desmutase.

5.3.2 Superoxido desmutase

E importante manter um equilibrio nas concentracdes de ROS intracelulares e
extracelulares. A quantidade de ROS produzida e eliminada € controlada por varios
fatores dentro do ambiente celular. Esses fatores sdo conhecidos como antioxidantes
e enzimas antioxidantes. Uma molécula ou composto normal torna-se instavel quando
perde um elétron, que por sua vez encontra elétrons livres para se tornarem estaveis
novamente (GNANARAJ et al., 2017).

De acordo com a figura 12 podemos ver que o teste da superédxido dismutase
a variou de 3882,97+1143,84 na amostra tratada com suco de caju processado por

ultrassom a 2161,14+1063,9 na amostra tratada com H20:.

Figura 12 - Resultados do teste de superéxido desmutase utilizando nauplios instar Il
de Artemia salina em suco de caju processado por plasma frio (50 e 1.000 Hz) e por
ultrassom
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CN - Grupo controle negativo: agua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: Peroxido de hidrogénio 127,45 mM; Grupo do
suco de caju in natura; Grupo do suco de caju processado por ultrassom; Grupo do suco de caju processado por plasma a 50Hz;

Grupo do suco de caju processado por plasma a 1000Hz; - 20 uL de extrato de células.
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As superoxidos dismutases (SOD) sdo metaloenzimas antioxidantes que
desmutam O2 — em oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio (H2032), eliminando
assim os radicais superéxidos. Eles sdo atores-chave na defesa das células de
espécies reativas de oxigénio (ROS) durante uma infeccdo de patdogenos (MAURYA
e NAMDEO, 2021).

ROS, como superéxido, peréxido de hidrogénio, radicais hidroxila e oxigénio
singlete, entre outros, sdo geralmente toxicos para a célula em concentracfes
elevadas devido a sua alta reatividade com moléculas biologicamente relevantes, por
exemplo, proteinas, acidos nucleicos e lipidios. No entanto, em concentracdes
fisioldgicas, alguns deles também sdo importantes reguladores dos processos de
sinalizacao celular (HERB e SCHRAMM, 2021).

Segundo 0s mesmos autores, 0 estresse oxidativo e seu manejo cuidadoso
também sdo importantes, pois € um dos meios de defesa mais comuns empregados
pelo sistema imunoldgico no combate a patdgenos invasores. Como tal, as EROs séo
componentes da resposta imune antimicrobiana direta e indireta.

Muitos estudos relatam na literatura, modificacbes na atividade enzimatica
foram observadas em nauplios expostos a SnO2, CeO2 e Fes30s-NPs
(GAMBARDELLA et al., 2015). Ulm e colaboradores (2015) descreveram que a
atividade da superoxido dismutase em Daphynia magna exposta a nanoparticulas de
prata em diferentes concentracdes por 48 h ndo se alterou significativamente quando
comparada com o grupo controle.

An e colaboradores (2019) relataram que a mesma atividade enzimatica em
nauplios de Artemia salina expostos a baixa concentracao de nanoparticulas de prata
aumentou significativamente em relagdo ao grupo controle, no entanto, o nivel de SOD
diminuiu em 100 mg/L de AgNPs, em comparagcdo com 0 grupo anterior.

Um incremento substancial na atividade da SOD foi observado em nauplios
expostos a 0,1 mg/L AgNWSs, embora o aumento da concentragdo deste composto
tenha levado a uma diminuicdo significativa na atividade enzimatica. O uso de alta
concentracdo de suco de caju pode ter influenciado na manutencdo dos niveis
enzimaticos pela alta concentragdo de ROS (FONTENELES et al., 2022).

Segundo os mesmos autores, o ultrassom afeta a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, como H202, e, consequentemente, as atividades da superoxido
dismutase, catalase e ascorbato peroxidase. A atividade da S.0.D aumentou até

280% apoOs o processamento. O caju sonicado, pode ser utilizado como fonte de
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enzimas antioxidantes, o que também tem grande importancia na indudstria
terapéutica.

Possivelmente, o uso de menores concentracées de suco poderia levar a um
aumento das enzimas. A diminuigdo da atividade de enzimas antioxidantes como
superéxido dismutase e catalase pode estar relacionada ao aumento das
concentracdes de radicais livres (GOTTFREDSEN et al., 2013; OSTMAN e BOHMER,
2001) possivelmente relacionado ao estresse provocado pelo H20:2.

5.4  Efeito protetivo do suco de caju contra atoxicidade induzida por peréxido
de hidrogénio em nauplios de Artemia salina

O efeito protetor de frutas e hortalicas esta relacionado ao seu valor nutricional
(BIANCHI e ANTUNES, 1999) e a presenca de bioativos com propriedades
antioxidantes. Compostos como vitaminas, clorofilina, flavonoides, carotenoides e
curcumina sao capazes de restringir a propagacao de reacdes em cadeia e lesdes
induzidas por radicais livres (FOTSIS et al.,1997).

Para avaliar precisamente o efeito protetor do suco de caju ndo processado em
relagdo ao estresse oxidativo desencadeado pelo perdxido de hidrogénio (H202), onde
os nauplios foram expostos a 127,45 mM de H202 como agente estressor (MIGUEL
et al., 2021).

Embora o aumento da concentracdo de suco tenha levado a uma
diminuicdo no numero absoluto de mortes, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos estressados com H202 e 0s grupos em que 0 suco foi
adicionado, seja em 24 ou 48 h (Fig. 13). Os controles exibiram os mesmos resultados

em todos 0s experimentos.
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Figura 13 - Resultados do efeito protetivo do suco de caju in natura contra a toxicidade
induzida por peroxido de hidrogénio em Artemia salina
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CN - Grupo controle negativo: &gua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: Dicromato de potassio 0,5M; Grupo somente
com o Peroxido de hidrogénio 127,45mM; Grupo do suco de caju in natura; Grupo do suco de caju processado por ultrassom;
Grupo do suco de caju processado por plasma a 50Hz; Grupo do suco de caju processado por plasma a 1000Hz; - 10, 100 e
1000 ug.mL'l.

O valor nutricional (quantidade de vitaminas e compostos antioxidantes) dos
alimentos auxilia as enzimas antioxidantes (SOD e CAT) a combater a peroxidacdo
lipidica e proteger o DNA (DEL RE e JORGE, 2012).

Além disso, o uso de tecnologias néo térmicas pode contribuir para a melhoria
do efeito protetor, pois pode aumentar a atividade antioxidante dos alimentos vegetais,
devido a maior disponibilidade de compostos bioativos ap6s o0 processamento
(MIGUEL et al., 2021).

Amostras de suco de caju processado por ultrassom, na maior concentracao
(1000 pg/mL) foram capazes de prevenir a morte dos nauplios em 24 horas de
tratamento, diferentemente das demais concentragcfes. Por outro lado, o tratamento
por 48 horas aumentou o niumero de Obitos em relacdo ao grupo exposto apenas ao
H20> (Fig. 14)
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Figura 14 - Resultados do efeito protetivo do suco de caju processado por ultrassom
contra a toxicidade induzida por peréxido de hidrogénio em Artemia salina
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CN - Grupo controle negativo: &gua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: Dicromato de potassio 0,5M; Grupo somente
com o Peréxido de hidrogénio 127,45mM; Grupo do suco de caju in natura; Grupo do suco de caju processado por ultrassom;
Grupo do suco de caju processado por plasma a 50Hz; Grupo do suco de caju processado por plasma a 1000Hz; - 10, 100 e
1000 ug.mL'l.

Os polifendis sdo metabolitos secundarios produzidos pelas de plantas
(ESTEBAN-FERNANDEZ et al., 2018). S0 uma grande familia de moléculas de
origem natural caracterizadas por mais de um anel fendlico, hidroxilados ou multi-
hidroxilados. Na natureza, existe uma vasta diversidade estrutural destes compostos,
por isso foram divididos em 4 grupos: acido fendlico, estilbenos, lignanas e flavonoides
(SINGLA et al., 2019).

Sado altamente conhecidos pelos seus beneficios para a saude, por terem
propriedades antioxidantes e atuarem contra radicais livres (LORENZO et al., 2016).
Este produto natural que faz parte da dieta diaria, seja em vinhos, chocolates, frutas
e legumes, tem um papel preventivo contra varias doencas, como sdo exemplo, as
doencas degenerativas, cardiovasculares e, até mesmo o cancro (ESTEBAN-
FERNANDEZ et al., 2018; CHENG et al., 2015).

Em geral, os antioxidantes (por exemplo, polifenéis) diminuem o dano oxidativo
as biomoléculas e células, contribuindo para reduzir os riscos de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo, como céancer, doencas cardiovasculares,
diabetes, inflamacdo e doencas degenerativas (ZAPATA et al.,, 2019; NARDINI e
FODAI, 2020).
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Com resultados promissores em ensaios in vitro, in vivo e in silico, esses
compostos se destacam como terapias alternativas complementares, adjuvantes e até
mesmo suplementares no tratamento de diferentes condigdes, com atividade anti-
inflamatoria, imunomoduladora e antineoplasica (PARAISO et al., 2020).

Além disso, os polifendis podem ser eficazes por produzir peroxido de
hidrogénio e, com isso, induzir apoptose em células cancerosas por diferentes
mecanismos, devido ao seu efeito pro-oxidante (DO CARMO et al., 2018).

O suco de caju processado por plasma frio a 50 Hz n&o foi capaz de reverter
as mortes causadas pelo estressor. Por outro lado, o nimero de mortes aumentou
com o aumento da concentracdo do suco, para o tratamento 24 horas. Nas 48 horas
do experimento, o numero de ébitos nos grupos aos quais o suco foi adicionado foi
maior do que no grupo exposto apenas ao peroxido de hidrogénio (Fig. 15).

Figura 15 - Resultados do efeito protetivo do suco de caju processado por plasma frio
a 50Hz contra a toxicidade induzida por peréxido de hidrogénio em Artemia salina
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CN - Grupo controle negativo: &gua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: Dicromato de potassio 0,5M; Grupo somente
com o Peroxido de hidrogénio 127,45mM; Grupo do suco de caju in natura; Grupo do suco de caju processado por ultrassom;
Grupo do suco de caju processado por plasma a 50Hz; Grupo do suco de caju processado por plasma a 1000Hz; - 10, 100 e
1000 pg/mL.

Os vegetais, em particular as frutas, apresentam em sua constituicdo varios
compostos com acao antioxidante. Os principais antioxidantes sao as vitaminas C e
E, os carotenoides e os compostos fendlicos, especialmente os flavonoides (AHMAD
et al., 2020; JIANG e XIONG, 2016).
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Dentre os compostos fendlicos naturais, destacam-se os flavonoides e os
acidos fendlicos. Barraza-Garza e colaboradores (2020) mostraram que uma maior
quantidade de polifendis apresentou melhor protecdo contra o estresse oxidativo em
cultura de células in vitro.

Além disso, estudos realizados in vivo mostraram evidéncias de que 0s
compostos fendlicos atuam positivamente no controle da homeostase do organismo,
em mecanismos diversos e auxiliando o equilibrio redox do mesmo. (GRANATO et al.,
2020)

A atividade antioxidante que os compostos fendlicos sdo capazes de oferecer
€ dependente de fatores como a concentracdo e o tipo de composto presente. Ainda,
a acao pode existir sob a forma de sinergismo entre os diferentes compostos
(BODOIRA e MAESTRI, 2020).

O suco e a polpa de caju tém uma quantidade consideravel de vitamina C
(SILVA et al., 2017). Altos teores de polifendis, taninos e fibra alimentar também foram
relatados (MARIA DO SOCORRO et al., 2010). Além disso, foi relatado que cobre,
ferro, zinco e compostos antioxidantes também estédo presentes no suco de caju, que
foram mais abundantes em comparacéo com a fibra de caju (LIMA et al., 2014).

Diferentes partes do A. occidentale tém forte poténcia antioxidante. Por
exemplo, o extrato etandlico da casca da castanha de caju demonstrou alto teor de
fendlicos totais e boa capacidade antioxidante, conforme avaliado pelos ensaios de
eliminacdo de radicais ABTS, eliminagéo de superoxido, oxidacao de desoxirribose e
ensaios de peroxidacao lipidica (RAJINI, 2011).

O consumo alimentar de nutrientes antioxidantes desempenha um papel anti-
inflamatorio, reduzindo o estresse oxidativo e a peroxidacdo lipidica, auxilia na
diminuicdo da circunferéncia abdominal (CA); dislipidemia, diminuindo a lipoproteina
de baixa densidade (LDL) e aumentando a lipoproteina de alta densidade (HDL);
hipertensao arterial (HAS) e resisténcia a insulina (BRITO et al., 2019).

Dessa forma, foi entdo realizada o teste do efeito protetivo do suco de caju
processado por plasma frio em uma frequéncia maior a 1000 Hz, para diminuir assim
os danos causados pelo agressor no caso o peroxido de hidrogénio em nauplios de
A. salina.

As amostras de suco de caju processado por plasma frio a 1000 Hz também
nao foram capazes de reverter os danos causados pelo H202 em 24 e 48h de
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interacdo, porém, as amostras tratadas com 100 pg/mL apresentaram resultado um

pouco melhor que as demais (Fig. 16).

Figura 16 - Resultados do efeito protetivo do suco de caju processado por plasma frio
a 1000Hz contra a toxicidade induzida por peréxido de hidrogénio em Artemia salina
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CN - Grupo controle negativo: 4gua do mar artificial; CP - Grupo controle positivo: Dicromato de potassio 0,5M; Grupo somente
com o Pero6xido de hidrogénio 127,45mM; Grupo do suco de caju in natura; Grupo do suco de caju processado por ultrassom;
Grupo do suco de caju processado por plasma a 50Hz; Grupo do suco de caju processado por plasma a 1000Hz; - 10, 100 e
1000 pg.mL'l.

Ha relatos que diferentes substancias apresentam efeito protetor e minimiza os
danos causados por estressores (H202) reduzindo o teor de ROS, dentre elas
destacam-se a metionina; L-arginina; citocinas; selénio; vitamina C; e Zn, Mn e Cu. O
H202 ndo danifica diretamente substratos orgéanicos; mas, esta molécula pode
atravessar a membrana celular e produzir grupos hidroxila altamente reativos pela
interacdo com ions como ferro e cobre (AHSAN et al., 2003).

A agua de coco tratada com ultrassom fez com que a taxa letal caisse para
16,7% (10 pg/mL), 16% (100 pg/mL) e 5% (1000 pg/mL). A dgua de coco processada
com plasma também foi capaz de prevenir a morte dos nauplios (MIGUEL et al., 2021).

Suco de caju processado por ultrassom 1000 ug/mL, experimento de 24h, foi a
Unica situacéo capaz de prevenir 6bitos. O mirtilo tratado com ozénio foi capaz de
ativar um mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo (PIECHOWIAK et al.,
2020).
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O processamento a plasma também aumentou a atividade antioxidante do suco
de siriguela (PAIXAO et al., 2019), porém, estudos in vivo ndo foram realizados para
demonstrar tal efeito. Pelo exposto, os efeitos do tratamento na acéo protetora
dependem muito da matriz alimentar utilizada.

Nos dultimos anos, varios estudos foram realizados para buscar o0s
sequestradores de radicais eficientes para vencer o estresse oxidativo (YOSHIOKA et
al., 2017). Inameros antioxidantes, principalmente de extratos vegetais, ttm chamado
a atencao para a promoc¢ao da saude (CHOTPHRUETHIPONG et al., 2019).

O caju (Anacardium occidentale L.) € uma planta econémica, abundante na
parte sul da Tailandia. Varias partes do cajueiro, especialmente as folhas do cajueiro,
possuem compostos fendlicos com bioatividades (KAMATH e RAJINI, 2007).

O fruto desta planta, normalmente conhecido como caju, € usado
industrialmente para produzir suco. Constituintes fitoquimicos como flavonoides e
carotenoides representam um conteddo importante que pode estar relacionado a
atividades bioldgicas significativas que tém sido utilizadas como medicamentos
alternativos para a atencédo primaria a saude (KULIS et al., 2012).

5.5 Analise morfologicas do ensaio de toxicidade aguda em nauplios instar Il
de Artemia salina

Sob microscopia, nenhum dano morfolégico foi observado nos nauplios
expostos apenas a agua do mar artificial (controle negativo). As principais
caracteristicas desses animais foram a preservacao de estruturas principais como
antena, endito e mandibula (Fig. 17A-2B). A estrutura do abdome, regido posterior e

anexos ndo sofreram alterag6es morfoldgicas (Fig. 17C-2D).

A exposicdo dos nauplios a situacdo de controle positivo (K2Cr207) exibiu
algumas alteracbes morfoldégicas como enrugamento da superficie, modificacdo da
estrutura do corpo e danos severos a antena, mandibula e endito (Fig. 17E e F). A
regido final e apéndices também apresentaram modificacdes estruturais significativas
(Fig. 17G e H).
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Figura 17 - Microscopia de luz e eletrdnica de varredura de nauplios instar Il de Artemia salina
em teste de toxicidade aguda do suco de caju ndo processado (10, 100 e 1000 ppm). A, E, I,
M e Q — microscopia de luz; B-D, F-H, J-L, N-P, R-T — microscopia eletrénica de varredura.
Observe a modificacdo na estrutura dos nauplios mesmo na microscopia de luz conforme
exposto em Q. A microscopia eletrbnica de varredura revelou modificagdes no abdome e
apéndices dos nauplios. Barras: A, E, I, M e Q — 300 um; B-D, F-H, J-L, N-P, R-T — 50 pm.
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Embora ndo tenham sido observadas mortes significativas nos nauplios
expostos ao suco de caju ndo processado na concentracdo de 10 pg/mL e 100 pg/mL,
alteracdes morfoldgicas relevantes foram observadas em todas as concentracdes. As
alteracbes morfolégicas podem ser notadas mesmo na microscopia de luz

observando-se o tubo digestivo denso (Fig. 171).

Os nauplios também apresentaram alteracbes morfolégica no corpo, em
relacédo ao controle (Fig. 17J, N e R). Os apéndices estavam deformados (Fig. 17K, O
e S). O abdbmen e a regido posterior sofreram deformacao apresentando superficie
enrugada (Fig. 17L, P e T).

Os nauplios expostos ao suco de caju processado por ultrassom em 10, 100 e

1000 pg/ml apresentaram o mesmo padrdo que 0S expostos ao suco de caju
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processado por plasma frio. A microscopia de luz ndo revelou alteracées morfologicas
e teve a preservacao das estruturas de sobrevivéncia (Fig. 18A, E e 1), no entanto, a
microscopia eletrénica de varredura revelou danos no corpo dos nauplios (Fig. 18B, F
e J), apéndices (Fig. 18C, G e K) e abddomen (Fig. 18D, He L).

Figura 18 - Microscopia de luz e eletrdnica de varredura de nauplios instar Il de Artemia salina
em teste de toxicidade aguda do suco de caju processado por ultrassom. A e B - O suco de
caju ultrassonografico na concentracao de 10 ug/mL ndo apresentou toxicidade para A. salina.
C - Nao foram observados danos aos apéndices. D - Abdome com cuticula preservada. E e F
- O suco de caju ultrassonografico na concentracao de 100 ug/mL n&o apresentou toxicidade
para A. salina. G — Anexos preservados. H - Abdémen com leve enrugamento da cuticula. | e
J - N&o foi observada toxicidade em A. salina na concentragéo de 1000 pg/mL. K — Anexos
preservados. L - Abdome com cuticula enrugada. Barras: A, B, E, F, | e J - 300 um; C, D, G,
H, KeL-50 um.
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Nauplios de A. salina expostos ao suco de caju processado por plasma frio a

A

50 Hz, 10 pg/ml exibiram morfologia semelhante em comparacdo com agua do mar
artificial (controle negativo) sob microscopia de luz sem alteracdo morfolGgica e
conservacao de apéndices de sobrevivéncia (Fig. 19A).

No entanto, sob microscopia eletrdnica de varredura, a estrutura dos nauplios
parece estar comprometida (Fig. 19B). Uma visdo mais proxima mostra danos

relevantes aos apéndices (Fig. 3C) e abdémen (Fig. 19D).
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Figura 19 - Microscopia de luz e eletrénica de varredura de nauplios insta Il de Artemia salina
em teste de toxicidade aguda do suco de caju processado por plasma frio (50 e 1000 Hz). A
e B - N&o foi observada toxicidade aguda em A. salina utilizando suco de caju plasmalizado a
50 Hz na concentracédo de 10 yg/mL. C - Sem danos aos apéndices. D - Nenhum dano ao
abdoémen. E e F - Nao foi observada toxicidade aguda em A. salina utilizando suco de caju
plasmalizado a 50 Hz na concentragdo de 100 ug/mL, porém, foram observados danos ao
corpo dos nauplios. G - Anexos danificados. H - Abdémen com leve enrugamento da cuticula.
| e J - Nao foi observada toxicidade aguda em A. salina utilizando suco de caju plasmalizado
a 50 Hz na concentragdo de 1000 ug/mL. K - Sem danos aos apéndices. L - Abdémen com
cuticula enrugada e cavidades visiveis. M e N - N&o foi observada toxicidade aguda em A.
salina utilizando suco de caju plasmalizado a 1000 Hz na concentracao de 10 ug/mL, porém,
foram observados danos ao corpo dos nauplios. O - Anexos com perda de cerdas. P -
Abddmen com leve enrugamento da cuticula. Q e R - Nao foi observada toxicidade aguda em
A. salina utilizando suco de caju plasmalizado & 1000 Hz na concentragao de 100 yg/mL. S -
Sem danos aos apéndices. T - Abddémen com leve enrugamento da cuticula. U e V - Nao foi
observada toxicidade aguda em A. salina utilizando suco de caju plasmalizado a 1000 Hz na
concentracao de 1000 ug/mL. W - Sem danos aos apéndices. X - Abdome sem lesédo de
cuticula. Barras: A,B,E,F, 1, J,M,N,Q,R,U,V-300um; C,D,G,H,K,L,O,P, S, T, W, X
- 50 ym.
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Seguindo 0 mesmo padréo, as amostras expostas ao suco de caju processado
por plasma frio @ 50 Hz em 100 e 1000 pg/ml e suco de caju processado por plasma
frio 2 1000 Hz em 10, 100 e 1000 pg.ml ndo exibiram danos estruturais evidentes sob
microscopia de luz (Fig. 19E , I, M, Q e U), mas sob microscopia eletronica de
varredura danos estruturais foram evidentes no corpo dos nauplios (Fig. 19F, J, N, R
e V), apéndices (Fig. 19G, K, O, S e W) e abdémen (Fig. 19H, L, P, T e X).



68

Alteracdes estruturais em nauplios, como dobras superficiais, modificacdo na
estrutura do corpo, danos na antena, mandibula e desestruturacéo do endito, além do
aumento da densidade intestinal foram descritas anteriormente.

Essas alteracbes sdo semelhantes em Artemia que interagem com
nanoparticulas de prata (ARULVASU et al., 2014), 6xido de cobre (MADHAV et al.,
2017), alimentos dies (MOTTA et al., 2019) e agua de coco processada por ultrassom
(MIGUEL et al., 2021) e provavelmente ndo sdo reacles especificas a compostos
toxicos.

Nauplios de A. salina expostos a nanoparticulas de TiO2 e AgTiO2 exibiram
danos oculares graves, formacao erratica de estruturas corporais, perda de antena e
espessamento do sistema digestivo. todo esse dano possivelmente aumenta o ROS
nas células (OZKAN et al., 2016).

O fato de os sucos de frutas ndo causarem a morte de individuos, mas
causarem alteracdo estrutural nos nauplios de Artemia salina em testes agudos
reforca a necessidade de estudos de toxicidade cronica e o uso da microscopia
eletrbnica de varredura, pois a microscopia de luz pode nao permitir a observacao de

caracteristicas importantes como alteragéo estrutural dos apéndices e abdome.

5.6 Analise morfolégica do ensaio do efeito protetivo contra a toxicidade
induzida pelo perdxido de hidrogénio em nauplios instar Il de Artemia salina

Nauplios de Artemia salina expostos a agua do mar artificial (controle negativo)
exibiram morfologia tipica sob microscopia éptica (Fig. 20A) e eletrbnica de varredura
(Fig. 20B-D).

H202 causou modificagdes morfoldgicas nos nauplios de A. salina. A perda de
integridade estrutural do corpo foi notada (Fig. 20E-H). O K2Cr207 gerou deformagdes
no corpo do animal e perda de estruturas como olho, antena e apéndices, observadas

em ambas as técnicas de microscopia (Fig. 20I-L).
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Figura 20 - Efeito protetor do suco de caju ndo processado (10, 100 e 1000 ug/mL) contra
H2.0, em nauplios instar Il de A. salina em 48 h de exposicdo. A, B - A. salina no grupo
controle (agua do mar artificial) teve o corpo preservado. C - Anexos preservados. D -
Abdémen com cuticula lisa. E e F - Toxicidade aguda foi observada em A. salina submetida
a H,0O,. foram observados danos ao corpo do animal. G — Anexos danificados. H - Abdome
com ruptura de cuticula. | e J - Toxicidade aguda foi observada em A. salina submetida a
K2Cr207. K — Anexos de dano. L - Abddbmen com leve enrugamento da cuticula. M e N -
Suco de caju ndo processado na concentracdo de 10 pg/mL-1 em A. salina. danos
observados no corpo do animal. O - Nao foram observados danos aos apéndices. P -
Abdome com cuticula enrugada. Q e R - Suco de caju ndo processado na concentracédo de
100 pg/mL em A. salina. Nesta concentracdo, nenhum dano ao corpo de A. salina. S - Sem
danos aos apéndices. T - Abdome com cuticula enrugada. U e V - Suco de caju nao
processado na concentracdo de 1000 ug/mL em A. salina. Nesta concentracdo, nenhum
dano ao corpo de A. salina foi observado. W — Anexos preservados. X - Abdémen com
cuticula preservada. Barras: A, B, E, F, 1, J,M,N, Q, R, U, V-300um; C,D, G, H, K, L, O,
P,S, T,W, X-50 um.
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Os nauplios expostos ao suco de caju nao processado na concentracéo de 10
Hg.mL apresentaram mudangas estruturais significativas em todo o corpo, incluindo

abdbémen, antenas e apéndices (Fig. 20N-P).
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Os danos estruturais em nauplios expostos a 100 e 1000 pg.mL foram
semelhantes aos mencionados acima (Fig. 20Q-X). Nauplios tratados com suco de
caju processado por plasma frio a 50 Hz, 10 pg.mL ndo apresentaram danos
significativos em relagao ao controle.

Artemia salina tratada com suco de caju processado por ultrassom mostrou
dano morfolégico semelhante ao observado para amostra tratada com H202 em todas
as concentragoes (Fig. 21A-L). Portanto, este tratamento n&o foi capaz de prevenir
danos causados pelo H20:.

Figura 21 - Efeito protetor do suco de caju processado por plasma frio contra H,O, (10, 100 e
1000 pg/mL-1) em nauplios instar Il de A. salina em 48 h de exposi¢do. A e B - O suco de caju
ultrassonografico na concentracado de 10 ug/mL mostrando efeito protetor, entretanto, alguns
danos foram observados no corpo de A. salina. C — Anexos preservados. D - Abdome com
leséo na cuticula. E e F - O suco de caju processado por ultrassom na concentragdo de 100
Mg/mL apresentou baixo efeito protetor. G — Cuticula preservada. H - Abdémen com leséo na
cuticula. | e J - O suco de caju ultrassonografico na concentragdo de 10 ug/mL mostrando
efeito protetor, entretanto, alguns danos foram observados no corpo de A. salina. K - Anexos
preservados. L - Abdémen com leséo na cuticula. Barras: A, B, E, F, 1 e J- 300 um; C, D, G,
H, KelL-50pum.
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Na concentragcdo de 100 ppm do suco de caju processado por ultrassom
apresentou baixo efeito protetor em E e F (Fig. 21 e e f). G — Cuticula preservada. H -
Abddmen com leséo na cuticula (Fig. 21 g e h).

O suco de caju na concentracdo de 10 ppm mostrando efeito protetor,
entretanto, alguns danos foram observados no corpo de Artemiaem |l e J (Fig. 21 ie
j). K - Anexos preservados. L - Abddomen com leséo na cuticula. Barras: A, B, E, F, l e
J-300um; C,D,G,H,KeL-50pum(Fig. 21 k e l).
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Os corpos individuais mantiveram a forma tipica quando observados em
microscopia oOptica (Fig. 22A) e microscopia eletrénica de varredura (Fig. 22B). Os
apéndices apresentavam morfologia tipica (Fig. 22C), assim como o abdome (Fig.
22D). A exposicdo dos individuos a 50 Hz, 100 e 1000 pg/mL de suco de caju
processado por plasma frio, ao contrario, ndo preveniu os efeitos indesejaveis do H20:2
(Fig. 22E-L).

Figura 22 - Efeito protetor do suco de caju processado por plasma frio (50 e 1000 Hz) contra
H.O, em nauplios instar Il de A. salina em 48 h de exposi¢édo. A e B - Nao foi observada
toxicidade aguda em A. salina utilizando suco de caju plasmalizado a 50 Hz na concentracao
de 10 pg/mL, mostrando efeito protetor. C — Anexos preservados. D - Abdome com cuticula
preservada. E e F - Nao foi observada toxicidade aguda em A. salina utilizando suco de caju
plasmalizado a 50 Hz na concentragao de 100 pg/mL. G - Anexos preservados. H - Abdémen
com lesdo na cuticula. | e J - Nao foi observada toxicidade aguda em A. salina utilizando suco
de caju plasmalizado a 50 Hz na concentragéo de 1000 pug/mL. K - Anexos preservados. L -
Abdome com cavidades aparentes. M e N - Nao foi observada toxicidade aguda em A. salina
utilizando suco de caju plasmalizado 1000 Hz na concentracdo de 10 pg/mL, porém, foram
observados danos ao corpo dos nauplios. O - Anexos preservados. P - Abdémen com cuticula
enrugada. Q e R - Nao foi observada toxicidade aguda em A. salina utilizando suco de caju
plasmalizado a 1000 Hz na concentracdo de 100 ug/mL. S - Anexos preservados. T - Abdome
com cuticula preservada. U e V - Nao foi observada toxicidade aguda em A. salina utilizando
suco de caju plasmalizado a 1000 Hz na concentragdo de 1000 pg/mL. W — Anexos
preservados. X - Abdémen com cuticula preservada. Barras: A, B, E, F, I, J, M, N, Q,R, U, V
-300 um; C,D, G, H,K,L,O,P, S, T, W, X -50 pym.
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Organismos expostos ao suco de caju plasmolisado a 1000 Hz também néo
foram capazes de prevenir danos do agente oxidante, porém, a medida que a

concentracdo do suco aumentou, os danos morfolégicos foram evitados (Fig. 22Q-X).

O dano no corpo dos nauplios sob exposicdo a H202 provavelmente foi
relacionado ao incremento de ROS. Uma possibilidade de diminuicdo de ROS na
célula deve ser o equilibrio de espécies reativas e enzimas antioxidantes totais
(SNEZHKINA et al., 2019) o que ao contrario do que aconteceu neste estudo.

Compostos e extratos tém sido usados para proteger Artemia salina de
moléculas oxidativas. Um exemplo disso € um biossurfactante de S. lentus que pode
proteger os nauplios contra o Vibrio harveyi. No entanto, apés 48 h de exposicdo ao
patégeno, observou-se um aumento na taxa de mortalidade (SNEZHKINA et al. 2019).
Este é o primeiro relato de toxicidade do suco de caju usando modelos in vivo.

Choi (2017) estudou o efeito téxico do extrato de semente de toranja em A.
salina. Embora ndo tenham sido avaliadas alteracbes morfoldgicas, os extratos
apresentaram forte efeito larvicida.

Segundo Sarker Apu e colaboradores (2013) diferentes fracGes de folhas, flores
e frutos de Solanum sisymbriifolium e Jatropha gossipyfolia também foram téxicas
para A. salina. A maior parte dos estudos de toxicidade no modelo de Artemia sao
realizados em nauplios do instar Il, embora alguns estudos investiguem muitos
estagios da vida, incluindo adultos (MADHAYV et al., 2017).

Isso se justifica pelo fato de os nauplios do instar | serem menos sensiveis em
comparacdo com os nauplios do instar Il (OCARANZA-JOYA et al.,, 2019). Essa
diferenca se deve ao fato de os nauplios do instar | ndo poderem incorporar toxicos
pelo trato digestivo, uma vez que a boca e o anus ainda estédo fechados (OCARANZA-
JOYA et al., 2019). Por esta razado, o uso de nauplios instar Il pode avaliar a toxicidade

com mais precisao (MIGUEL et al., 2021).

5.6 Determinacao da CL50

Foi realizada a determinacado da CL50 para analisar qual concentracdo dos
alimentos avaliados seria suficiente para inviabilizar 50% dos nauplios de Artemia
salina e podemos perceber que o suco processado por plasma frio a 50 Hz nas
concentracdes (10, 100 e 1000 ug/mL) apresentaram médias da CL50 de 0, 0 e 7,3

respectivamente.
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Utilizando o suco de caju processado por plasma frio em uma frequéncia maior
a 1000 Hz, também foi feito a determinacdo da CL50 para analisar qual a
concentracdo dos alimentos seria suficiente para inviabilizar 50% dos nauplios de
Artemia salina e podemos perceber que o suco processado por plasma frio a 1000 Hz
nas concentracdes testadas (10, 100 e 1000 ug/mL) apresentaram meédias da CL50

de 0,3, 0 e 6,3 respectivamente.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho mostrou que o suco de caju processado néo termicamente por
ultrassom ndo causou mortalidade de nauplios de Artemia salina no teste de
toxicidade, porém alteracdes estruturais foram observadas. Nenhum efeito protetivo
contra o estresse oxidativo foi observado para esta amostra.

Plasma a 50 e 1000Hz provocaram 0bitos significativos e alteracdes estruturais
relevantes na morfologia dos nauplios, porém, os 6bitos foram parcialmente revertidos
no teste que avaliou o possivel efeito protetivo dos sucos testados, bem como
alteracdes estruturais, principalmente em 1000 Hz na maior concentracdo 1000
Mg/mL.

Embora a amostra processada por ultrassom nédo tenha causado mortes no
teste de toxicidade, a morfologia dos nauplios foi modificada. Os resultados sugerem
gue o tratamento com plasma frio pode conferir a formacéo de algumas substancias
toxicas no suco de caju, enquanto o tratamento com ultrassom € menos prejudicial,
considerando o modelo de Artemia salina.

O resultado da aplicacéo de tratamentos ndo térmicos aos alimentos depende
da matriz utilizada. Mais estudos sdo necessarios para investigar os produtos gerados

pelas tecnologias de processamento nao térmico do suco de caju.
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