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RESUMO

O extrato concentrado de caju (ECC) é obtido a partir das fibras residuais do processamento do
pedunculo através de um processo que engloba diversas etapas tecnoldgicas. Possui intensa
coloragdo amarela, devido a presenca de carotenoides, com potencial de uso como corante
alimentar. Além disso, contém 4&cidos anacardicos (AA), que embora associados a efeitos
bioldgicos positivos, tais como atividade antitumoral e antioxidante, também tém sido relatados
como toxicos. Assim, faz-se necessario estudos relativos ao seu processo de obtencéo,
estabilidade e toxicidade. Para tanto, fibras residuais foram processadas para obtencéo do ECC
e amostras ap0s as seguintes etapas foram coletadas: prensagem, centrifugacéo, microfiltracéo
e pasteurizacdo, sendo analisadas com relacdo aos parametros de cor (L*, a*, b* e AE) e
conteddo de carotenoides totais (CT), polifenois extraiveis totais (PET) e AA. Em seguida,
empregou-se o delineamento de Plackett-Burman (PB) para avaliar o efeito de varidveis de
processamento e armazenamento sobre a estabilidade do ECC. A influéncia de 8 variaveis foi
avaliada: tempo de processo; temperatura de armazenamento; pH; tipo de embalagem; cor da
embalagem, além da presenca ou auséncia de carboximetilcelulose, goma de cajueiro ou
lecitina. Na sequéncia, foi realizado um delineamento do tipo composto central rotacional
(DCCR), no qual a temperatura de processo e o pH foram estudados. A temperatura de processo
variou de 60 a 90 °C e 0 pH de 2,5 a 7,0 e as variadveis de resposta foram os parametros de cor.
Em paralelo, realizou-se a atomizacao do ECC e para isso foram empregados dois DCCRS, nos
quais utilizou-se como material encapsulante goma de cajueiro (GC) ou maltodextrina (M). As
variaveis independentes foram: concentracdo de encapsulante (2-5%) e temperatura de entrada
no atomizador (130-170 °C) e as varidveis de resposta foram: higroscopicidade, umidade,
solubilidade (S), reconstituicdo da cor (RC), fluidez e retencdo de carotenoides totais (RCT).
Concomitantemente a atomizacao, realizou-se uma liofilizacdo, que deu origem a um extrato
em p6 sem adicdo de encapsulantes (ECC-L). Assim, O ECC-L e os ECCs atomizados (ECC—
GC e ECC-M) foram avaliados in vivo com relacdo a sua toxicidade frente ao zebrafish e in
vitro com relacdo a sua atividade antiproliferativa [glioma (U251), mama (MCF7), carcinoma
do ovario multirresistente (NCI/ADR-RES), pulmdo (NCI-H460), préstata (PC-3), ovario
(OVCAR-3), colon (HT-29)] e antimicrobiana [Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella
Typhimurium (ATCC 51812), Listeria monocytogenes (ATCC 19115) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923)]. Os resultados mostraram que as etapas de obtencdo do ECC ndo
causaram alteracGes relevantes para a cor final do ECC. A pré-filtragdo, a centrifugagéo e a

pasteurizacao causaram diminuicdo dos CT e PET, entretanto, ndo causaram nenhuma alteracao



nos teores de AA. Ja a microfiltracdo concentrou os CT e os AA no ECC. O delineamento
estatistico de PB mostrou que o emprego de menor tempo para o tratamento térmico e a auséncia
dos estabilizantes carboximeticelulose, goma de cajueiro e lecitina sd&o melhores para a
estabilidade do ECC. Além disso, observou-se que o ECC pode ser armazenado fora de
refrigeracdo, preferencialmente em embalagens de vidro, sendo sua cor indiferente, e é mais
compativel com matrizes acidas. J& o DCCR mostrou que a estabilidade do ECC foi afetada
negativamente por condi¢fes de pH mais elevado e temperatura mais drastica. Os pontos dos
DCCRs referentes a 150 °C e 5% de GC e 150 °C e 3,5% de M foram considerados 6timos para
as respostas S e RCA, respectivamente. A microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrou
que as microcapsulas obtidas apresentaram formas arredondadas e paredes sem rachaduras.
Entretanto, as microcapsulas de GC apresentaram diametros maiores e maiores quantidades de
pontos de retracdo da superficie. No ensaio de toxicidade in vivo frente ao zebrafish, 0o ECC néo
se mostrou toxico durante 96 horas de analise. Ja nos ensaios in vitro constatou-se que nenhuma
das amostras apresentou atividade antiproliferativa (ICso > 250 pg.mL™?); e observou-se que 0
ECC-L (100 mg.mL* e 50 mg.mL) exibiu halos de inibi¢do de 13 e 11 mm, respectivamente,
contra L. monocytogenes. O dano causado a essa bactéria foi comprovado por microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Portanto, o0 ECC representa uma fonte potencial e segura de
compostos bioativos para uso como aditivo pela industria alimenticia, podendo ser empregado
em uma ampla gama de produtos, especialmente aqueles de alta acidez e submetidos a

tratamento térmico brando.

Palavras-chave: Anacardium occidentale L. Fibra residual. Corante natural. Composto
bioativo. Avaliagdo bioldgica.



ABSTRACT

The concentrated cashew extract (CCE) is obtained from the residual fibers of the peduncle
processing through a process that encompasses several technological stages. It has intense
yellow coloration, due to the presence of carotenoids, with potential of use as food coloring. In
addition, it contains anacardic acids (AA), which although associated with positive biological
effects, such as antitumor and antioxidant activity, have also been reported as toxic. Thus,
studies on its process of obtaining, stability and toxicity are required. For this, residual fibers
were processed to obtain the CCE and samples after the following steps were collected:
pressing, centrifugation, microfiltration and pasteurization, being analyzed with respect to the
color parameters (L *, a *, b * and 4E) and content of total carotenoids (TC), total extractable
polyphenols (TEP) and AA. Next, the Plackett-Burman (PB) design was used to evaluate the
effect of processing and storage variables on the CCE stability. The influence of 8 variables
was evaluated: process time; storage temperature; pH; kind of packing; color of the package, in
addition to the presence or absence of carboxymethylcellulose, cashew gum or lecithin. A
rotational central composite design (RCCD) design was then carried out, in which the process
temperature and pH were studied. The process temperature varied from 60 to 90 °C and the pH
from 2.5 to 7.0 and the response variables were the color parameters. In parallel, the CCE was
atomized and two DCCRs were used, in which cashew gum (CG) or maltodextrin (M) was used
as the encapsulating material. The independent variables were: concentration of encapsulant (2-
5%) and entry temperature in the atomizer (130-170 °C) and response variables were:
hygroscopicity, moisture, solubility (S), color reconstitution (CR), fluidity and retention of total
carotenoids (RTC). Concomitantly with the atomization, a lyophilization was carried out, which
gave rise to a powdered extract without addition of encapsulants (CCE-L). Thus, CCE-L and
CCE-L and CCE-M were evaluated in vivo for their zebrafish toxicity and in vitro for their
antiproliferative activity [(glioma (U251), breast (MCF7), multidrug resistant ovary carcinoma
(NCI/ADR-RES), lung (NCI-H460), prostate (PC-3), ovary (OVCAR-3), colon (HT-29)], and
antimicrobial [Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella Typhimurium (ATCC 51812),
Listeria monocytogenes (ATCC 19115) and Staphylococcus aureus (ATCC 25923)]. The
results showed that the steps of obtaining the CCE did not cause changes relevant to the final
color of the CCE. Initial filtration, centrifugation and pasteurization caused a decrease in TC
and TEP, however, did not cause any alteration in AA levels. Microfiltration concentrated TC
and AA on CCE. The statistical design of PB showed that the use of less time for the heat
treatment and the absence of stabilizers carboximeticelulose, cashew and lecithin are better for



CCE stability. In addition, it has been observed that the CCE can be stored out of refrigeration,
preferably in glass containers, its color being indifferent, and more compatible with acid
matrices. On the other hand, RCCD showed that CCE stability was negatively affected by
higher pH and more drastic temperature conditions. The RCCD points for 150 °C and 5% GC
and 150 °C and 3.5% M were considered optimal for S and RCA responses, respectively.
Scanning electron microscopy (SEM) showed that the microcapsules obtained showed rounded
shapes and walls without cracking. However, CG microcapsules presented larger diameters and
higher amounts of surface retraction points. In the in vivo toxicity test against zebrafish, CCE
did not prove to be toxic for 96 hours of analysis. In the in vitro assays, none of the samples
showed antiproliferative activity (IC50 > 250 pg.mL™?); and CCE-L (100 mg.mL? and 50
mg.mL™?) was shown to have inhibition halos of 13 and 11 mm, respectively, against L.
monocytogenes. The damage caused to this bacterium was confirmed by transmission electron
microscopy (TEM). Therefore, the CCE represents a potential and safe source of bioactive
compounds for use as an additive in the food industry and can be used in a wide range of

products, especially those of high acidity and subjected to mild heat treatment.

Key words: Anacardium occidentale L. Residual fibers. Natural dye. Bioactive compound.
Biological evaluation.
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1 INTRODUCAO GERAL

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma cultura com papel econdmico e social de
destaque na regido Nordeste do Brasil (REIS et al., 2017). O principal produto € a castanha de
caju, que corresponde a apenas 10% do peso total do fruto enquanto o peddnculo de caju
corresponde a cerca de 90% (FIGUEIREDO et al., 2002). O principal produto obtido do
pedunculo de caju é o suco, comercializado como suco integral ou néctar (QUEIROZ et al.,
2011).

O processo industrial de producéo do suco de caju produz um volume de residuo que
corresponde a aproximadamente 20% do peso do pedinculo de caju (SANTOS et al., 2007;
AL-DHABI et al., 2017), representando um dos principais residuos do agronegocio brasileiro
(CORREIA et al., 2013; WANDERLEY et al., 2013; ROCHA et al., 2014). Entretanto, apenas
pequenas quantidades desse subproduto sdo usadas, geralmente como um complemento
nutricional para a alimentacdo animal. Em contrapartida, esse subproduto retém altos niveis de
nutrientes e compostos bioativos que poderia ser utilizado pela industria de alimentos,
minimizando possiveis problemas ambientais e gerando produtos com valor agregado (AL-
DHABI et al., 2017).

Assim, visando o aproveitamento das fibras residuais do processamento do pedinculo
de caju, a EMBRAPA Agroindustria Tropical desenvolveu um método, que engloba diversas
etapas tecnoldgicas, tais como tratamento enzimatico, prensagem, filtracdo e microfiltracéo,
para obtengdo de um extrato concentrado de caju (ECC) (ABREU et al., 2013a e 2013b). Esse
extrato possui intensa coloracdo amarela, com potencial para ser empregado como corante
natural alimenticio, podendo vir a ser uma alternativa ao uso do corante artificial tartrazina, que
vem sendo relacionado a efeitos adversos a saide humana como asma, bronquite, rinite, nausea,
broncoespasmaos, urticaria, eczema e dor de cabeca (BRASIL, 2007).

O ECC apresenta um perfil de 11 carotenoides, sendo os isdmeros da auroxantina e a -
criptoxantina os principais constituintes, representando em torno de 50% do total de
carotenoides, seguidos de zeaxantina, mutatoxantina e luteina e, com menor concentragdo o e
[-caroteno, alem de outros, como anteraxantina (ABREU et al., 2013a). Os carotenoides, alem
de apresentar importante valor nutricional, devido a atividade pro-vitaminica (a-caroteno, -
caroteno ¢ [-criptoxantina), apresentam propriedades funcionais, podendo prevenir a
degeneracdo macular relacionada a idade (luteina e zeaxantina) e doencas degenerativas como
arteriosclerose, catarata, esclerose multipla e céncer (RODIGUEZ-AMAYA; KIMURA,;
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AMAYA-FARFAN, 2008; VALDUGA et al., 2009; RAMEL et al., 2012.) devido ao seu
potencial de capturar radicais livres e oxigénio singlete.

Além da presenca de carotenoides, recentemente foram identificados e quantificados
acidos anacardicos em sua constituicdo (DIONISIO et al., 2018). Os acidos anacéardicos, termo
coletivo para a mistura de congéneres do acido 6-alquilbenzdico, sdo produzidos em varias
plantas (RADDE et al., 2016) e apresentam uma ampla variedade de atividades biologicas,
incluindo inibicdo da atividade da histona acetiltransferase (HEMSHKHAR et al., 2012),
atividade antioxidante (KUBO et al., 2006), inibicéo de células tumorais de mama (SCHULTZ,
2010; HSIEH; HERNANDEZ-LEDESMA; LUMEN, 2011) e prostata (WU et al., 2011; TAN
et al., 2012), além de exercer atividade antimicrobiana (KUBO et al., 1993; MUROI; KUBO,
1996; KUBO; LEE; KUBO, 1999; NARASIMHAN et al., 2008; SHARMA et al., 2013;
HUNDT; LI; LIU, 2015; HOLLANDS et al., 2016; MUZZAFAR et al., 2016) e inseticida
(OLIVEIRA et al., 2010). De acordo com Correia et al. (2006) o comprimento das cadeias
alquilicas afeta sua atividade bioldgica, que pode estar relacionada com o aumento da
solubilidade das porc¢des fendlicas nas regides lipidicas das membranas celulares. Por outro
lado, sdo encontrados na literatura relatos de toxicidade atribuida aos acidos anacéardicos e que
variam de acordo com a dose administrada (CARVALHO et al., 2011; MOTTI et al., 2015;
LEITE et al., 2015).

Vislumbrando o emprego do ECC como aditivo alimentar algumas lacunas precisam ser
preenchidas, principalmente no que diz respeito a sua toxicidade, uma vez que apresenta em
sua constituicdo acidos anacardicos e outros componentes concentrados em relacéo aos teores
iniciais presentes no pedunculo devido ao processo de microfiltracdo. Além disso, para tornar
viavel o uso do ECC torna-se interessante estudos acerca de seu processamento, estabilidade,
atomizacao e avaliacao das atividades antiproliferativa e antimicrobiana.

Para tanto, o presente estudo foi dividido em 5 etapas. Inicialmente, é apresentada uma
revisdo bibliogréafica com os principais assuntos abordados ao longo do trabalho. Em seguida,
é realizado um estudo dos efeitos das etapas do processo de obtencdo do ECC sobre sua cor e
seus conteudos de compostos bioativos. Posteriormente, é abordado extenso estudo, com o
auxilio de ferramentas estatisticas, acerca dos efeitos das variaveis de processamento e
armazenamento sobre a estabilidade fisico-quimica do ECC. Apos, é abordada a otimizacgéo da
secagem do ECC por atomizacdo, utilizando goma de cajueiro ou maltodextrina como agentes
encapsulantes. Por fim, é apresentado um estudo de avaliagdes bioldgicas do ECC: toxicidade
in vivo frente a0 modelo animal zebrafish (Danio rerio) e atividades antimicrobiana e

antiproliferativa contra células tumorais humanas.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos de processamento e armazenamento na estabilidade do ECC, além de
definir o processo agroindustrial de obtengdo do material em pd, avaliando os potenciais efeitos

bioldgicos desses produtos em modelos in vitro e in vivo.

1.1.2 Objetivos especificos

- Estudar os efeitos das etapas do processo de obtencdo do ECC na cor e conteldos de
carotenoides totais, polifendis extraiveis totais e 4cidos anacardicos;

- Determinar fatores-chave de processamento e armazenamento responsaveis pela estabilidade
do ECC utilizando um delineamento experimental tipo Plackett-Burman, avaliando a cor, 0
potencial zeta e os contetidos de carotenoides totais e acidos anacardicos;

- Determinar as melhores condicBes de emprego do ECC em matrizes alimenticias;

- Obter ECC encapsulado com goma de cajueiro ou maltodextrina através de secagem por
atomizacdo, utilizando para isso um delineamento composto central rotacional (DCCR), e
caracterizar os pos obtidos através de andlises de rendimento, umidade, higroscopicidade,
solubilidade, fluidez, reconstituicdo da cor, retencao de carotenoides, microscopia eletronica de
varredura e microscopia optica de contraste;

- Avaliar a toxicidade in vivo do ECC, liofilizado e encapsulado com maltodextrina ou goma
de cajueiro, frente ao modelo animal zebrafish (Danio rerio) e as atividades antiproliferativa,
contra sete células tumorais humanas [U251 (glioma), MCF7 (mama), NCI/ADR-RES
(carcinoma do ovéario multirresistente), NCI-H460 (pulmdo), PC-3 (prostata), OVCAR-3
(ovério) e HT29 (cdlon)] e uma célula ndo tumoral [HaCaT (queratindcitos humanos)], e
antimicrobiana, pelo método de difusdo em agar, contra Escherichia coli (ATCC 259222),
Salmonella Typhimurium (ATCC 51812), Listeria monocytogenes (ATCC 19115) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Corantes alimenticios

As civilizagdes antigas ja tinham o habito de retirar substancias da natureza para colorir
seus alimentos, e assim melhorar sua aparéncia. Muitas substancias de origem animal, vegetal
ou mineral utilizadas como especiarias e condimentos, tinham o objetivo de colorir os
alimentos, mas foram sendo gradualmente substituidas por outras com o objetivo especifico de
conferir cor (PRADO; GODOY, 2003).

A aparéncia de um alimento interfere em sua aceitabilidade e ambas sdo bastante
afetadas pela cor. Desde muito cedo a natureza ensina-nos que certos alimentos devem ter
determinadas cores e a aceitacdo futura desses alimentos depende muito de tais expectativas. A
expressao “comer pelos olhos” traduz muito bem a importancia da cor nos alimentos e ¢ levada
muito a sério pela indUstria, que usa a cor como um importante parametro de controle de
qualidade. Varias pesquisas comprovam que o consumidor avalia a cor de um produto
alimenticio associando-o ao sabor (PRADO; GODOY, 2003; HAMERSKI; REZENDE;
SILVA, 2013; ADITIVOS E INGREDIENTES, 2015).

Existe uma grande semelhanga entre o que chamamos “ingrediente” e “aditivo”. Ambos
sdo substancias quimicas que fazem parte integrante dos produtos. De uma forma geral,
consideram-se como ingredientes as substancias basicas incluidas na férmula em maior volume,
e aditivos as substancias complementares, que em pequeno volume se destinam a preservar ou
produzir determinadas caracteristicas nos alimentos formulados (PRADO; GODOY, 2003). O
item 1.2 da Portaria SVS/MS 540/97 define aditivo como sendo qualquer ingrediente
adicionado intencionalmente aos alimentos, sem propésito de nutrir, com o objetivo de
modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacéo,
processamento, preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulacdo de um alimento (BRASIL, 1997). Portanto, os corantes artificiais
sdo uma classe de aditivos sem valor nutritivo, introduzidos nos alimentos e bebidas com o
unico objetivo de conferir cor, tornando-os mais atrativos (PRADO; GODOQY, 2003).

A Resolugdo n° 44 de 1977 da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos
(CNNPA) define os corantes como sendo a substancia ou a mistura de substancias que possuem
a propriedade de conferir ou intensificar a coloracdo de alimentos (e bebidas); excluindo dessa

definicdo os sucos e/ou 0s extratos de vegetais e outros ingredientes utilizados na elaboracao
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de alimentos (e bebidas) que possuem coloracdo propria, salvo se adicionados com a finalidade
de conferir ou intensificar a coloracéo propria do produto.

2.1.1 Legislacéo

No Brasil, a agéncia reguladora que controla o uso de corantes nos alimentos é a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que se baseia em estudos internacionais para
liberar 0 uso dos aditivos alimentares. Essa agéncia utiliza como referéncia as normas
estabelecidas pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA), pelo
Codex Alimentarius, pela Unido Européia (EU) e pela Lista Geral Harmonizada de Aditivos do
MERCOSUL (HAMERSKI; REZENDE; SILVA, 2013).

A Resolucdo n° 44 de 1977 da CNNPA classifica os corantes em quatro tipos: corante
organico natural; corante organico sintético (que pode ser artificial ou idéntico ao natural);
corante inorgénico e caramelo (que pode ser natural ou obtido pelo processo amdnia). Essa
mesma Resolucdo estabelece as condigdes gerais de elaboracéo, classificagdo, apresentacao,
designacdo, composicdo e fatores essenciais de qualidade dos corantes empregados na producéo
de alimentos e bebidas.

Pela legislagdo atual, através das Resolugdes RDC n° 382 a 388, de 9 de agosto de 1999,
da Agéncia Nacional e Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sdo permitidos no Brasil para alimentos
e bebidas o uso de apenas onze corantes artificiais: Amarelo crepuisculo; Amarelo Tartrazina;
Azul brilhante FCF; Azul de Indigotina; Bodeaux S ou amaranto; Eritrosina; Ponceau 4 R;
Vermelho 40; Azorrubina; Verde Rapido e Azul Patente V.

Com relacdo a rotulagem dos aditivos nos alimentos, a Resolu¢do RDC n° 259, de 20
setembro de 2002 da ANVISA, determina que os aditivos alimentares devem ser declarados
fazendo parte da lista de ingredientes. Nessa declaracao, deve constar o nome completo ou seu
namero de INS (Sistema Internacional de Numeracdo, Codex Alimentarius FAO/OMS), ou
ambos, com excecdo do corante tartrazina, que deve obrigatoriamente ter o nome do corante
escrito por extenso, segundo a Resolu¢do RDC n°340 de 13 de dezembro de 2002 da ANVISA.
Ademais, o Decreto n° 50.040, de 24 de janeiro de 1961 obriga que os alimentos contendo
corante artificial apresentem a declaracdo: "Colorido Artificialmente".

Devido a diversidade de substancias com poder corante, a lista de corantes permitidos
em cada pais varia substancialmente (PRADO; GODQY, 2003). Segundo Barros e Barros,
(2010) nos EUA sdo autorizados apenas nove corantes sintéticos, sendo dois de uso controlado.

Em paises como o Japdo, os corantes artificiais permitidos ndo passam de onze e na Europa ha
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até paises que ndao admitem o uso de corantes artificiais em alimentos, como é o caso da

Noruega e Suécia.

2.1.2 Corantes artificiais

Os corantes artificiais fornecem ampla gama de cores, proporcionando praticamente
todas as tonalidades do espectro visivel de cor. Além disso, a maioria dos corantes artificiais
apresenta alta estabilidade (luz, oxigénio, calor e pH), uniformidade na cor conferida, alto poder
tintorial, isencdo de contaminacdo microbioldgica e custo de producdo relativamente baixo.
(ADITIVOS E INGREDIENTES, 2009).

Os corantes artificiais podem ser classificados com relacdo a funcdo quimica: Corantes
AZO, corantes trifenilmetanos e corantes indigdides (TABELA 1). A classe dos monoazos
compreendem varios compostos que apresentam um anel naftaleno ligado a um segundo anel
benzeno por uma ligacdo azo (N=N). Esses anéis podem conter um, dois ou trés grupos
sulfonicos. Representa a classe de corantes sintéticos em alimentos mais importante e utilizada.
A classe dos trifenilmetanos apresenta estrutura basica de trés radicais arila, em geral grupos
fenolicos, ligados a um atomo de carbono central; apresentam, ainda, grupos sulfénicos que
Ihes conferem alta solubilidade em dgua (ADITIVOS E INGREDIENTES, 2009).

Devido ao aumento do numero de compostos com poder corante e de seu uso estendido
aos alimentos e bebidas, tornou-se necessario o controle de suas aplicacGes e surgiu uma maior
preocupacdo com possiveis efeitos a saude humana (PRADO; GODOY, 2003). O unico
objetivo dos corantes artificiais € conferir cor aos alimentos, essas substancias ndo apresentam
valor nutritivo. Segundo a ANVISA, estudos toxicol6gicos mostram que os corantes, se forem
usados dentro dos limites definidos pela legislacdo, ndo fazem mal a satde. Por outro lado,
existem controvérsias quanto aos seus maleficios. Estudos recentes mostram gue 0s corantes
artificiais sdo cancerigenos, podem causar dermatite alérgica e irritacdo da pele. Além disso,
apresentam efeitos ecotoxicoldgicos negativos e bioacumula¢do em animais (HAMERSKI;
REZENDE; SILVA, 2013). Por isso, cada vez mais, com o intuito de atender uma crescente
demanda por alimentos naturais e livres de aditivos sintéticos, a inddstria alimenticia volta-se

para a pesquisa de corantes naturais.
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Tabela 1 - Principais tipos de corantes artificiais

Nome Origem Aplicacdo Efeitos adversos

Classe dos Monoazos

Deve ser evitado por pessoas sensiveis a
aspirina. Esse corante ja causou polémica
sobre sua toxicidade em animais de
laboratorio, sendo proibido em varios
paises.

Cereais, balas, laticinios,
Sintetizado apartir  geléias, gelados, recheios,
do carvao xaropes, preparados
liquidos.

Amaranto ou
Vermelho
Bordeaux

Frutas em caldas,
laticinios, xaropes de
bebidas, balas, cereais,

Deve ser evitado por pessoas sensiveis a

Vermelho Tinta do alcatrdo de aspirina e asmaticos. Podem causar

Ponceau 4 R carvao : anemia e aumento da incidéncia de
refrescos e refrigerantes, .
glomerulonefrite (doenca renal).
sobremesas.
Alimentos a base de
N cereais, balas, laticinios, . .. .
Sintetizado Pode causar hiperatividade em criancas,

Vermelho 40 L rechaios, sobremesas,
quimicamente
xaropes para refrescos,
refrigerantes, geléias.

eczema e dificuldades respiratorias

Reac0es alérgicas em pessoas sensiveis a
aspirina e asmaticos. Recentemente tem-
se sugerido que a tartrazina em preparados
de frutas causa insdnia em criancgas. Ha
relatos de casos de afec¢éo da flora
gastrointestinal.

Laticinios, licores,
fermentados, produtos de
cereais, frutas, iogurtes.

Amarelo Tinta do alcatrdo de
Tartrazina carvao

Sintetizado a partir

- x Cereais, balas, caramelos, A tinta az6ica, em algumas pessoas, causa
Amarelo da tinta do alcatrdo

. . coberturas, xaropes, alergia, produzindo urticéria, angioedema
Crepusculo de carvdo e tintas Lo P
L laticinios, gomas de mascar e problemas géstricos.
azoicas
Classe dos Trifenilmetanos
Sintetizado a partir ~ Laticinios, balas, cereais, Pode causar hiperatividade em criancas,
Azul Brilhante  datinta do alcatrdo  queijos, recheios, gelatinas, eczema e asma. Deve ser evitado por
de carvao licores, refrescos pessoas sensiveis as purinas.

Classe dos Indigéides

Goma de mascar, iogurte, Pode causar nduseas, vomitos, hipertenséo

Indigotina (azul Tinta do alcatrdo de ! . . .
balas, caramelos, pds para e ocasionalmente alergia, com prurido e

escuro) carvao AL S
refrescos artificiais. problemas respiratdrios.
Pode ser fototdxico. Contém 557 mg de
. x , . iodo por grama de produto. Consumo
Vermelho Tinta do alcatrdo de P0s para gelatinas, por g P
o N L . excessivo pode causar aumento de
Eritrozina carvao laticinios, refrescos, geléias

horménio tireoidiano no sangue em niveis
para ocasionar hipertireoidismo.

Fonte: adaptado de Food Ingredients Brasil (2009) e Aditivos e Ingredientes (2009).

2.1.3 Corantes naturais

Optar por alimentos mais saudaveis tornou-se uma tendéncia mundial. No Brasil, é
visivel a crescente preferéncia dos consumidores em buscar alternativas naturais para substituir
a variedade artificial. Esse fato impulsiona a inovagao dos ingredientes naturais para atender as
exigéncias do mercado, e seguindo esta tendéncia, um dos ingredientes alimenticios que exerce
um papel importante nos alimentos é o corante natural. Esse por sua vez, confere ao produto
uma aparéncia mais natural, ao contrario do que ocorre com as tonalidades sintéticas. Baseando-

se nisso, a indudstria alimenticia comeca a entender que ndo é necessario obter exatamente o
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mesmo tom dos corantes artificiais, mas sim, obter uma tonalidade agradavel e atrativa, que
relacione a cor ao sabor dos produtos (FOOD INGREDIENTS, 2009, 2011).

Os corantes naturais podem ser divididos em trés grupos principais: 0S compostos
heterociclicos com estrutura tetra-pirrolica (clorofilas, o heme e as bilinas); os compostos de
estrutura isoprendide (carotenoides) e 0s compostos heterociclicos contendo oxigénio
(flavondides). Além desses, existem outros dois grupos de corantes presentes unicamente em
vegetais: as betalainas, que sdo compostos nitrogenados, e 0s taninos, que agrupam diversos
compostos de estruturas altamente variaveis (ADITIVOS E INGREDIENTES, 2009).

Conforme a Resolucdo n° 44 de 1977 da CNNPA, corante orgénico natural € aquele
obtido a partir de vegetal, ou eventualmente, de animal, cujo principio corante tenha sido
isolado com o emprego de processo tecnologico adequado. Os corantes organicos naturais
tolerados em alimentos sdo: curcumina, riboflavina, cochonilha, acido carminico, urzela,
orceina, orceina sulfonada, clorofila, caramelo, carvdo medicinal, a, p e y — caroteno, bixina,
norbixina, capsantina, capsorubina, licopeno, flavoxantina, luteina, criptoxantina, rubixantina,
violaxantina, rodoxantina, cantaxantina, pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina,
petunidina e malvidina. O caramelo € o corante natural obtido pelo aquecimento de agUcares a
temperatura superior ao ponto de fusdo, mas existe, também, o corante caramelo organico

sintético idéntico ao natural obtido pelo processo com aménia (BRASIL, 1978).

2.2 Carotenoides como corantes naturais

Dentre os corantes naturais permitidos, destacam-se os carotenoides. Os carotenoides
sdo tetraterpendides C40 formados pela unido cauda-cabeca de oito unidades isoprendides C5,
exceto na posicdo central, onde a juncdo ocorre no sentido cauda-cauda, invertendo assim a
ordem e resultando numa molécula simétrica. Os grupos metilas centrais estdo separados por
seis carbonos, ao passo que 0s demais, por cinco. A caracteristica de maior destaque nestas
moléculas é um sistema extenso de duplas ligagdes conjugadas, responsavel por suas
propriedades e funcGes tdo especiais. Este sistema é o cromoforo que confere aos carotenoides
as cores laranja, amarela e vermelha de frutas, flores, hortalicas, gema de ovos, fungos,
bacterias, algas, alguns peixes e crustaceos (VALDUGA et al., 2009; RODRIGUEZ-AMAYA,
KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Alguns exemplos de frutas que apresentam os
carotenoides como metabdlito secundario sdo buriti, tucuma, tomate, melancia, maméo, goiaba,
entre outros (HAMERSKI et al., 2013).
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Encontramos na natureza duas classes de carotenoides: os carotenos, tais como [-
caroteno, hidrocarbonetos lineares que podem ser ciclizados em uma ou ambas as extremidades
da molécula; e os derivados oxigenados de carotenos, como luteina, violaxantina, neoxantina e
zeaxantina, denominados xantofilas. Os grupos substituintes oxigenados mais comuns sao 0s
grupos hidroxila (como da B-criptoxantina), ceto (como da cantaxantina), epdxido (como da
violaxantina) e aldeido (como da B-citraurina). Na natureza, os carotenoides se apresentam
predominantemente na forma toda-trans (ou toda-E), que é mais estavel, embora pequenas
quantidades de isdmeros cis (ou Z) também possam ser encontradas. A Figura 1 apresenta a
estrutura de algumas xantofilas e carotenos (BOTELLA-PAVIA; RODRIGUEZ-
CONCEPCION, 2006; RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

Figura 1 - Estrutura quimica de alguns carotenoides
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Fonte: VALDUGA et al. (2009).
Legenda: (a) = Xantofilas — zeaxantina, luteina, criptoxantina e astaxantina, respectivamente; (b) = Carotenos —
neurosporeno, licopeno, B-caroteno e a-caroteno, respectivamente.

O esqueleto basico desta familia de moléculas pode ser modificado de muitas maneiras,
as quais incluem ciclizacdo, hidrogenacao, desidrogenacdo, introducdo de grupos contendo
oxigénio, rearranjos, encurtamento de cadeias ou combinagdes dessas modificagdes, resultando
numa imensa variedade de estruturas. O sistema de duplas ligacdes conjugadas (cromoéforo),
gue exige, no minimo, sete ligacdes duplas conjugadas, além de ser responsavel pela cor desses
pigmentos, confere também a esses, alta reatividade quimica, podendo ser facilmente
isomerizados e oxidados, principalmente quando submetidos a condi¢des ndo controladas de
processamento e/ou estocagem, mais especificamente em produtos naturais. Além disso, o
calor, a luz, o oxigénio e enzimas como lipoxigenase e/ou acidos presentes em frutas levam a
alteracdes ou parcial destruicdo dos pigmentos. A exposicdo destes a tais agentes resulta na

formagéo de isbmeros cis, epdxidos, diminui¢do da cor, perda da atividade pré-vitaminica A e
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quebra da cadeia (BOTELLA-PAVIA; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006; RODRIGUEZ-
AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). A principal causa de perdas ou destrui¢éo de
carotenoides durante o processamento ou a estocagem é a oxidacao, seja ela enzimatica ou néo.
A isomerizacdo dos trans-carotenoides para isdmeros cis altera a sua atividade biologica e a
cor, mas ndo na mesma extensdo que a oxidacdo (RODRIGUEZ-AMAYA,; KIMURA,;
AMAYA-FARFAN, 2008).

Além de colorir, os carotenoides possuem atividades bioldgicas importantes
destacando-se a inibicdo de doencas onde os radicais livres apresentam papel fundamental,
como arteriosclerose, catarata, degeneracdo macular, esclerose maultipla, cancer, doengas
degenerativas e cardiovasculares (VALDUGA et al., 2009). Além disso, apresentam alto valor
nutricional, pois no organismo sdo transformados em vitamina A (retinol), ou seja, possuem
atividade pré-vitaminica A (MALDONADE; SCAMPARINI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2007).

Do ponto de vista comercial, os Estados Unidos, seguido da Europa, sdo atualmente os
principais responsaveis pelas vendas no mercado global de carotenoides. A empresa DSM
Nutritional Products representa o maior produtor mundial de carotenoides sintéticos, a BASF é
0 segundo produtor, e em conjunto, representam cerca de 55% do mercado mundial de
carotenoides (PRWEB, 2011; SILVEIRA; OKADA; CAMPOS-TAKAKI, 2014). Devido a
todas as caracteristicas apresentadas pelos carotenoides, o mercado mundial destes compostos
vem aumentando anualmente. Em 2017, o mercado global de carotenoides atingiu 1,5 bilhdes
e deve alcancar 2,0 bilhdes de dolares em 2022 (BCC RESEARCH, 2018; SILVEIRA;
OKADA; CAMPOS-TAKAKI, 2014).

Os carotenoides produzidos por métodos bioldgicos (processos biotecnol6gicos ou
extragéo de plantas) tém surgido como um crescente segmento do mercado industrial. Eles sdo
aplicados em alimentos, como suplemento nutricional, e em industrias cosmética e
farmacéutica. Desde o inicio dos anos 80, varias companhias biotecnoldgicas tém desenvolvido
métodos para produzir pigmentos em culturas bacterianas, de algas e fungos (VALDUGA et
al., 2009). Porém, o custo relacionado a processos biotecnoldgicos e dificuldades de extracao
do carotenoide intracelular tem dificultado a busca por estes processos, tornando-o uma
estratégia cada vez menos promissora.

A obtencdo de extratos naturais, ricos em carotenoides, e, portanto, com poder corante,
a partir de residuos da agroindustria tem sido alvo de muitas pesquisas, tendo como impacto
uma diminui¢do dos custos de producdo e problemas ambientais relacionados ao descarte
incorreto desses residuos. Além disso, fornece a industria alimenticia matéria-prima para a

producdo de alimentos mais saudaveis, livres de corantes artificiais, agregando, ainda, valor
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funcional aos produtos. Segundo a Food Ingredients (2009) os carotenoides mais utilizados séo
provenientes de fontes naturais como o urucum, o acafrdo e a curcuma. Os carotenoides

provenientes dessas fontes conferem uma coloracdo amarelo-alaranjado.

2.3 Extrato concentrado de caju (ECC) obtido a partir das fibras residuais do pedunculo

O caju (Anacardium occidentale L.) é um fruto tipico do nordeste brasileiro e cada vez
mais o0 seu cultivo adquire maior importancia socioecondmica. Do total produzido anualmente
na regido nordeste, 15% ¢ aproveitado para a fabricacdo do suco e o restante é destinado a
producdo da castanha de caju (BROINIZI et al., 2007). Portanto, o processamento do caju
envolve a separacdo da castanha e a separacdo da polpa, gerando com isso uma grande
quantidade de fibras residuais que normalmente sdo descartadas pela industria.

No entanto, todo esse residuo gerado torna-se um problema para a industria e 6rgéos
competentes, pois requerem um descarte adequado. Eles apresentam elevada composicédo
organica. Seu descarte no meio ambiente é fonte de sérios problemas; a liberacdo excessiva de
nutrientes como fésforo e nitrogénio, pode causar eutrofizacdo de ambientes aquéaticos, com
conseqliente diminuicdo de oxigénio dissolvido, causando morte de organismos aerdbios e
desequilibrio do ecossistema local (PELTZER et al., 2008).

Para minimizar os impactos ambientais, pesquisas estdo sendo realizadas no sentido de
desenvolver formas de utilizacdo desse bagaco como, por exemplo, farinha para formulacéo de
pdes e biscoitos, na composicdo de racdo animal ou adubacdo de terras e mais recentemente,
esses residuos estdo sendo utilizados como fonte de matéria-prima para pesquisas de novos
compostos bioativos e extracdo de substancias com poder corante. Além disso, esses
subprodutos podem prover maior rentabilidade para as industrias processadoras.

Pesquisa realizada pela Embrapa em parceria com o CIRAD/Franca (Centre de
Coopération Internationale em Resecherche Agronomique pour le Développement), entre 0s
anos de 2008 e 2012, resultou na obteng&o de um extrato bruto rico em carotenoides a partir da
prensagem e reprensagem, assistida por enzimas, das fibras residuais do caju. Esse extrato foi
concentrado por microfiltracdo associada a uma etapa final de diafiltracdo, que resultou em um
extrato concentrado cerca de 20 vezes e que possui potencial de uso como um corante natural
amarelo intenso, podendo vir a ser um substituto do corante sintético amarelo tartrazina. Esse
extrato concentrado apresentou um perfil diversificado de moléculas de interesse comercial e
bioldgico, tendo sido identificados pelo menos 11 carotenoides, com possibilidade de uso em
diversos setores da industria alimenticia (ABREU et al., 2013; ABREU et al., 2012). Dentre 0s
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carotenoides majoritarios, dois isémeros da auroxantina foram identificados como
predominantes, seguidos de B-criptoxantina, luteina e zeaxantina, com menor concentragao para
a e B-caroteno e outros como zeinoxantina e mutatoxantina (ABREU et al., 2013). Segundo
Rodriguez-Amaya, Kimura e Amaya-Farfan (2008), o B-caroteno, o o-caroteno e a [-
criptoxantina s&o pro-vitaminas A. Basicamente, a estrutura da vitamina A (retinol) é a metade
da molécula do B-caroteno, com uma molécula de 4gua adicionada no final da cadeia poliénica.
Consequentemente, o B-caroteno € o carotenoide de maior poténcia vitaminica A e ao qual se
atribui 100% de atividade. A exigéncia minima para um carotenoide possuir atividade pro-
vitaminica A é ter um anel-P ndo substituido, com uma cadeia poliénica de 11 carbonos. Assim,
0 a-caroteno e a B-criptoxantina tém cerca de 50% da atividade do -caroteno, ao passo que a
luteina, zeaxantina e licopeno ndo possuem atividade.

Embora o mercado de carotenoides seja bastante expressivo, um dos fatores limitantes
para 0 seu crescimento é a estabilidade de seus componentes quando extraidos de fontes
naturais. Os carotenoides podem apresentar instabilidade porque as moléculas podem
facilmente sofrer modificagcOes estruturais devido a oxidacdo de suas duplas ligacGes, causadas
principalmente pelo calor, oxigénio e exposicdo a luminosidade (RODRIGUEZ-AMAYA et
al., 2008; FERREIRA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; THANE; REDDY, 1997). Nesse
sentido, processos ndo térmicos, visando a preservacdo desses e de outros componentes de
interesse — como vitaminas e antioxidantes naturais — tem sido cada vez mais utilizados em
pocessamento de alimentos (ODRIOZOLA-SERRANO et al., 2015; PLAZA et al., 2011),
destacando-se o0 uso de tecnologia de membranas (ABREU et al., 2012; RAGHAVARAO et
al.,, 2014; BELLEVILLE; PAOLUCCI-JEANJEAN; RIOS, 2013; PINELO; JONSSON;
MEYER, 2011).

E possivel, também, encontrar na literatura diversos trabalhos utilizando a técnica de
encapsulacdo por spray-drying para melhorar a estabilidade e ampliar as possibilidades de uso
dos extratos naturais com poder corante (MATIOLI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003; SANTOS;
FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2005; OTALORA et al., 2015; NORBRILLINDA et al.,
2016).

2.4 Encapsulacéo por atomizacéo aplicada aos corantes naturais
A encapsulacdo € um processo fisico no qual um filme fino ou camada polimérica é

aplicada para envolver sélidos, liquidos ou gases, isolando-os e protegendo-os das condic¢Ges
ambientais como luz, ar e umidade (MATIOLI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003). O material
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encapsulado é denominado de recheio ou nucleo, e o material que forma a cépsula,
encapsulante, cobertura ou parede (GIBB et al., 1999). As capsulas podem ser classificadas por
tamanho em 3 categorias: macro — (>5000 pum), micro — (0,2 — 5000 um) e nanocapsulas (<0,2
um). Com relacdo a sua estrutura, as capsulas podem ser divididas em dois grupos: aquelas nas
quais o nucleo é nitidamente concentrado na regido central, circundado por um filme definido
e continuo do material de parede, e aquelas nas quais o nucleo é uniformemente disperso em
uma matriz. O primeiro grupo pode ser classificado como sistema do tipo reservatorio, e
caracteriza as “verdadeiras” microcapsulas; e o segundo, classificado como sistema matricial,
resulta nas chamadas microesferas. As microcapsulas podem ter ainda mais de um nucleo, ou
varias paredes para um mesmo nucleo. A Figura 2 apresenta alguns dos principais modelos de
microcapsulas (AZEREDO, 2005).

Figura 2 — Modelos de particulas encapsuladas

b

Fonte: Fonte: Arshady (1993); Gibbs (1999) e Azeredo (2005).

Legenda: (a) = matriz (microesfera); (b) = microcapsula simples; (c) = simples,
irregular; (d) = duas paredes; (e) = varios nlcleos; (f) = agrupamento de
microcapsulas.

A associacdo do uso de corantes sintéticos a efeitos adversos a satde tem motivado a
sua substituicdo por pigmentos naturais. Além disso, a demanda por alimentos naturais e
saudaveis, livres de aditivos quimicos, aumenta a cada ano. No entanto, além de mais caros que
0s sintéticos, 0s pigmentos naturais sdo muito instaveis quimicamente. Os carotenoides, por
exemplo, que constituem uma das principais classes de corantes naturais, Sdo muito susceptiveis
a oxidagdo e isomerizacao, que resultam em perda de cor. A encapsulacao, além de evitar essa
degradacdo, possibilita, ainda, a dispersdo dos carotenoides em agua, facilitando sua aplicacdo
em alimentos (AZEREDO, 2005; SANTOS; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2005;
MATIOLI; RODRIGUEZ-AMAYA 2003).
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Atualmente existem muitos processos de encapsulagédo sendo estudados em escala
laboratorial, piloto e alguns ja implementados em escala industrial (DORDEVIC et al., 2015).
Azeredo (2005) destaca como principais 0s seguintes: Atomizacdo, extrusao, leito fluidizado,
coacervacao, liofilizagdo, secagem em tambor, inclusdo molecular e inclusdo em lipossomas.

A escolha do método de encapsulacdo para uma aplicacdo especifica depende de uma
série de fatores, como: tamanho de particulas requerido, propriedades fisicas e quimicas do
nucleo e da parede, aplicacdo do produto final, mecanismos desejados de liberacéo, escala de
producdo e custo (RE, 1998).

A secagem por atomizacdo é a técnica mais utilizada para transformar solucdes,
emuls@es, suspensdes, lamas e pastas em pos s6lidos, pois esta bem estabelecida na industria
alimenticia e é relativamente barata. Aproximadamente 90% dos encapsulados sdo preparados
por secagem por pulverizagio (AZEREDO, 2005; LI et al., 2010; DORDEVIC et al., 2015).
Como agentes encapsulantes tém sido usados carboidratos, derivados de celulose semi-
sintéticos, e polimeros sintéticos. Cada qual exibindo diferencas em suas propriedades, custo e
eficiéncia de encapsulacio (DAVIDOV-PARDO; AROZARENA; MARIN-ARROYO, 2013).

A ideia basica na secagem por atomizacdo é realizar a mistura dentro de um recipiente
(cAmara de secagem) entre um gas aquecido (ar) e uma massa fluida, pulverizada em forma de
goticulas com grande proporcdo de superficie para provocar pelo contato direto a evaporacao
do solvente (sobretudo &gua) de forma rapida e uniforme (CARVALHO, 2011).

O processo de secagem por spray-dryer consiste de trés etapas fundamentais. Na
primeira fase, o fluido é disperso como goticulas, produzindo uma grande area superficial. Na
segunda, ocorre contato destas com uma corrente de ar aquecido, havendo transferéncia de
calor. Na terceira etapa acontece a evaporacao do solvente e a formacgdo da particula sélida
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Com atransferéncia de calor do ar aquecido as goticulas, o liquido da superficie evapora
rapidamente. As particulas solidificadas geralmente apresentam o mesmo tamanho e forma da
goticula que as originou. Na ultima etapa, o produto de secagem € transportado por uma
corrente de ar, sendo posteriormente coletado (RANKELL et al., 2001). A evaporacdo
superficial da goticula conduz a formacéo de uma camada de material seco externa. Através
desta camada, o liquido situado no interior da goticula propaga-se para o exterior. Dependendo
da elasticidade e da permeabilidade da crosta, serdo produzidos distintos materiais secos como
esferas intactas, com superficie imperfeita ou fragmentada, solidas ou ocas (RANKELL et al.,
2001; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).
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A escolha do tipo de atomizador € muito importante, pois as caracteristicas finais do
produto dependem ndo somente das propriedades dos produtos atomizados e condigdes de
processo, mas também da eficiéncia do atomizador. Quanto maior a energia fornecida ao
liquido, menores sdo as goticulas formadas e, para uma mesma quantidade de energia, 0
tamanho das goticulas vai ser dependente da vazao de alimentagcdo. Quanto maior a vazao de
alimentacdo, maior serd o tamanho das goticulas e, portanto, maiores serdo as particulas
formadas (GHARSALLAOUI et al., 2007). A Figura 3 mostra uma figura esquematica de uma

configuracdo basica de spray-dryer.

Figura 3 — Esquema de um spray-dryer
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Fonte: Ribeiro (2014).

O material a ser encapsulado, geralmente hidrofobico, é emulsificado em uma solucao
aquosa ou disperso no material encapsulante, e a emulsao 6leo-em-agua resultante é bombeada
através de um atomizador para uma camara a alta temperatura. A etapa de secagem a alta
temperatura dura apenas alguns milissegundos até alguns segundos. Portanto, mesmo 0s
compostos sensiveis ao calor podem ser atomizados sem uma perda significativa. Outra
vantagem ¢ o pequeno tamanho das particulas (geralmente menores que 100 um), o que torna

o0 produto altamente soltvel. Por outro lado, torna-o mais susceptivel a oxidacao, além de poder
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gerar problemas de separagdo em misturas secas (AZEREDO, 2005; BECK-BROICHSITTER
etal., 2011; DORDEVIC et al., 2015).

As microcapsulas produzidas por secagem por atomizagéo sao do tipo matriz. O material
do ndcleo € homogeneamente distribuido por todo o material da parede, enquanto as paredes
sdo compactas e sem rachaduras ou interrupcées. Esse Gltimo atributo € importante para garantir
uma menor permeabilidade de gas e melhor protecdo do composto ativo. No entanto, algumas
irregularidades na superficie ja foram registradas (DORDEVIC et al., 2015).

A principal desvantagem da secagem por pulverizacdo é o tamanho e forma nao
uniforme das particulas obtidas, bem como a tendéncia das particulas se agregarem. Assim, as
microcdpsulas podem ter dentes ou concavidades na superficie exterior cujo surgimento é
atribuido a evaporacao rapida de gotas de liquido durante o processo de secagem no atomizador.
Elas também podem conter poros na superficie, que sdo formados como uma consequéncia da
pressdo dentro das capsulas (DORDEVIC et al., 2015).

Os pontos criticos da encapsulacdo sdo: a composi¢do correta entre o material
encapsulante e o nucleo, a comestibilidade do alimento que contém o ingrediente encapsulado,
a escolha correta do material de parede da microcapsula (suas caracteristicas fisico-quimicas,
solubilidade, cristalinidade, capacidade de formacédo de filme e propriedades de barreira), o
tamanho desejado da microcapsula, a sensibilidade do material encapsulado, o custo de
operacao, a aplicabilidade para produtos alimenticios e 0 mecanismo de liberacdo do material
ativo. Porém, na préatica, na maioria das vezes o critério decisivo na escolha é o custo do material
de parede (ARSHADY, 1993; NORI, 1996; SANTOS, 2003).

A caracterizacdo morfoldgica das microcapsulas é um passo essencial, pois analisa se 0
processo de encapsulacdo foi eficiente ou ndo, através da qual se pode observar visualmente se
ocorreu a formacdo das capsulas, a integridade e relevo das paredes e também a distribuicdo de
tamanho das mesmas (ROSENBERG et al., 1988).

Vaérias sdo as pesquisas que utilizam a técnica de encapsulagdo para estabilizar extratos
naturais com poder corante. No trabalho de Matioli e Rodriguez-Amaya (2003) foi
microencapsulado licopeno, extraido da goiaba, utlizando a-, - e y-ciclodextrinas (CD), a fim
de estabilizar o corante e torna-lo solivel em &gua, avaliando também a sua estabilidade a luz.
Foi inicialmente estudado pelos autores a formagéo de complexos com o licopeno: CD na razéao
1:50, sendo que a B- e y-CD formam complexos, ndo sendo observado o mesmo para a a-CD.
Apos 180 dias de estocagem sob refrigeracdo (15°C) o licopeno se manteve constante no
complexo formado com a y-CD e diminui 80% no complexo com a 3-CD. Foi avaliado também

no estudo a melhor razdo molar licopeno: CD para a inclusao utilizando y-CD, sendo a inclusao
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maxima encontrada quando se utiliza a razdo molar de 1:200. O complexo mostrou-se
dispersivel em agua e manteve a cor vermelha do licopeno. A estabilidade & luz mostrou-se
excelente mantendo 100% de retencdo em 40 dias de monitoramento a temperatura ambiente.

Santos, Favaro-Tridade e Grosso (2005) microencapsularam oleoresina de paprica por
atomizacdo, utilizando goma ardbica e granulos porosos de amido-gelatina. A avaliagdo
morfoldgica, feita por microscopia eletrdnica de varredura, mostrou que as microcapsulas
elaboradas com goma arabica possuiam formato arredondado, com concavidades, sem poros ou
rachaduras, paredes continuas e o recheio estava distribuido em vactolos nas paredes; ja as
produzidas com grénulos porosos de amido/gelatina apresentavam formato arredondado,
paredes formadas pela aglomeracdo dos granulos e colocadas pela gelatina, entretanto,
apresentavam poros ou intersticios. A analise da morfologia deu indicios de que a oleoresina
estaria mais protegida quando encapsulada em goma ardbica. As microcapsulas apresentaram
tamanhos dentro da faixa obtida para este tipo de processo e excelente solubilidade.

Otalora et al. (2015) microencapsularam betalainas, obtidas da polpa do fruto Opuntia
ficus-indica, por spray-drying usando mucilagem de cacto cladode e maltodextrina. As
microcapsulas foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura, analise térmica,
andlise de cor, umidade e atividade de agua. O conteldo de agente ativo foi medido por
espectrometria de UV-Vis e sua composicdo confirmada por HPLC-ESIMS. Um teste de
estabilidade foi conduzido a 18°C e diferentes umidades relativas. A adi¢do da mucilagem na
formulacdo melhorou a eficiéncia de encapsulacdo, o conteddo de umidade foi diminuido e
permitiu obter particulas esféricas com tamanho mais uniforme e com alto contetudo de fibra
dietética. As microcapsulas foram consideradas promissoras como aditivo a ser utilizado pela

industria alimenticia.

2.5 Acidos anacardicos

Outros compostos encontrados no extrato concentrado de caju (ECC), de grande
interesse dos pesquisadores, sdo os acidos anacéardicos (DIONISIO et al., 2018). Esses
compostos sdo fendlicos derivados do acido salicilico, apresentam carater lipidico devido sua
cadeia carbonica lateral. Possuem nomenclatura como &cido 2-hidroxi-6-pentadecil-benzdico
(SEONG et al., 2014), e séo encontrados em todas as partes do cajueiro, porém as maiores
concentragfes sdo observadas no liquido da casca da castanha de caju (LCC) (NETO et al.,
2014).
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A cadeia alifatica desses compostos pode variar 0 nimero de carbonos entre 2 e 17
(CESLA et al., 2006; HEMSHEKHAR et al., 2012; JERZ et al., 2012). No entanto, cadeias
longas compostas por 15 carbonos sdo comumente majoritarias no LCC e em outras partes do
caju. Outra caracteristica estrutural importante da molécula de &cidos anacardicos é o grau de
insaturacdo de sua cadeia carbbnica, variando de nenhuma (saturado) até 3 insaturagdes
(AGOSTINI-COSTA et al., 2003; TREVISAN et al., 2006).

Os &cidos anacéardicos tém atraido bastante interesse dos pesquisadores por possuirem
uma vasta atividade biolégica como: atividade antitumoral, antioxidante, gastro-protetora
(TOYOMIZU et al., 2003; KUBO et al.,, 2006; ACHANATH et al., 2012; HAMAD;
MUBOFU, 2015), agindo também como antimicrobiano (LIMA et al., 2000; PARASA et al.,
2011). Entretanto, tem-se relatos a respeito de sua toxicidade. De uma forma geral, Carvalho
et al. (2011) mencionam que o efeito biologico, nocivo ou benéfico, destes lipideos fenolicos
varia do teor e da forma como estes sao consumidos. O tamanho da cadeia lateral e a variagéo
das insaturacGes influenciam diretamente na atividade bioldgica dos &cidos anacéardicos,
mostrando maior, menor ou nenhuma eficacia para uma determinada aplicacdo (KUBO et al.,
2006; MORAIIS et al., 2017).

2.6 Avaliacao toxicoldgica de extratos naturais

Existe uma crenca de que extratos vegetais, por serem naturais, ndo apresentam qualquer
efeito toxico ao organismo humano. Entretanto, essa ideia € equivocada. Apds a aplicacdo de
diferentes tecnologias para obtencdo de extratos vegetais podemos concentrar ou isolar os
compostos presentes, ou ainda, causar mudancas nas suas estruturas quimica a ponto de afetar
a atividade biologica desses compostos ou do extrato como um todo (LAPA, 1999).

Assim, devido ao presente trabalho ter sido voltado para o desenvolvimento de um
extrato vegetal com poder corante, obtido a partir das fibras residuais do pedinculo de caju,
torna-se fundamental a realizacdo de estudos toxicol6gicos, que vao contribuir para sua
utilizacdo segura e eficaz pela industria de alimentos.

Existem diversos métodos utilizados para avaliar a toxicidade de um extrato vegetal ou
substancia isolada. Os testes in vitro sdo aqueles que podem substituir ou diminuir o uso de
animais na experimentacdo. As técnicas utilizadas compreendem a utilizacdo de organismos
como: bacteérias, fungos, algas e crusticeos alem de fragGes subcelulares presentes no sistema
bioldgico como suspensdes celulares, cultivo de tecidos, cultivo celulares, enzimas, ou de

poderem servir como prévia de um estudo toxicologico in vivo, complementando e melhorando
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a sensibilidade e especificidade de estudos com animais (FRAZIER, 1992). Os testes in vivo
incluem ensaios de toxicidade aguda, toxicidade subcrdnica, toxicidade cronica, abordando
aspectos como mutagenicidade, carcinogenicidade, alteracdes de fertilidade, teratogenicidade,
toxicocinética, efeitos locais sobre a pele e olhos e sensibilizacdo cutanea (SPIELMANN, 2002;
BARROS; DAVINO, 2003).

Segundo as diretrizes do guia 423 da Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) (OECD, 2001), no ensaio de toxicidade aguda a substancia é
administrada oralmente em dose Unica ou maltiplas doses, que ndo podem ultrapassar o tempo
de 24 horas, a um grupo de animais experimentais em uma das doses definidas: 5, 50, 300 ou
2000 mg/kg. Existe um protocolo a ser seguido para cada uma dessas doses, que direciona a
investigacdo de modo a utilizar um ndmero minimo de animais. Assim, a substancia é testada
usando um procedimento passo a passo, cada passo usando trés animais de um Unico sexo
(normalmente fémeas). A auséncia ou presenca de mortalidade, relacionada ao composto, dos
animais doseados num passo determinara o passo seguinte, por exemplo: ndo sdo necessarios
mais ensaios, dosagem de trés animais adicionais com a mesma dose ou dosagem de trés
animais adicionais no nivel de dose seguinte mais alto ou seguinte. Ap6s a administracdo da
dose os animais s&o observados individualmente e diariamente, durante 14 dias, para a avalicdo
de possiveis efeitos tdxicos. Esse método permite uma avaliagdo no que diz respeito a
classificacdo da substancia em uma série de classes de toxicidade definidas por valores-limite
fixados de DLso.

Segundo o guia 452 da OECD (OECD, 2018), no ensaio toxicoldgico cronico, o produto
em teste € administrado diariamente em doses graduadas a varios grupos de animais
experimentais, normalmente por um periodo de 12 meses. Esse tempo é escolhido por ser
suficientemente longo a fim de permitir que quaisquer efeitos de toxicidade cumulativa se
manifestem, sem os efeitos confusos das mudancas geriatricas. Normalmente, a administracao
da substancia é feita por via oral, embora o teste por via inalatéria ou dérmica também possa
ser usado. Durante o periodo de administracdo, os animais sdo cuidadosamente observados
guanto a sinais de toxicidade. Os animais que morrem ou sdo mortos durante o teste sdo
necropsiados e, na concluséo do teste, os animais sobreviventes sdo mortos e necropsiados.

Neste trabalho, foram realizados testes toxicoldgicos in vitro (atividade antiproliferativa
frente a células tumorais humanas e atividade antimicrobiana) e teste de toxicidade aguda in

vivo (bioensaio frente ao Danio rerio).
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2.6.1 Danio rerio

O zebrafish, conhecido também como paulistinha ou peixe-zebra, € um pequeno
teledsteo (3 a 4 cm), da espécie Danio rerio, tropical de agua doce, que desde a década de 1930
tem sido submetido a varios estudos. Isso se deve ao fato de serem peixes de pequeno porte, de
manutencdo facil, econémicos para criacdo, com alta taxa reprodutiva, com seu genoma
sequenciado e por apresentarem importante homologia com os mamiferos (LIESCHKE et al.,
2007; KARI; RODECK; DICKER, 2007)

Os métodos de laboratério para a sua criacdo estao bem estabelecidos (WESTERFIELD,
1994; WIXON, 2000). Em condic¢Ges adequadas, o zebrafish se reproduz facilmente e gera
grandes quantidades de ovos imersivos (200-300 ovos a cada 2 a 3 dias), ndo aderentes e
transparentes. Outra vantagem € o curto periodo de desenvolvimento desde a fertilizacdo até a
incubacdo (aproximadamente 96 horas, a 28 °C). Logo apds a incubacdo, o embrido torna-se
uma larva de natacdo livre, que exibe uma ampla gama de comportamentos: nada, engole,
mostra respostas de fuga, é sensivel ao toque e, no dia 5, parece capaz de responder a estimulos
acusticos (BRIGGS, 2002). Devido ao curto ciclo de vida (cerca de 3 anos), estudos que
envolvem diferentes periodos do desenvolvimento podem ser realizados com relativa rapidez.
Além disso, métodos e estratégias de avaliacdo genética e embrioldgica sdo aplicados com
facilidade no modelo. A inducdo de processos malformativos de 6rgdos internos pode ser
alcancada sem sacrificar as fémeas ja que os embrides sdo transparentes e com desenvolvimento
externo ao corpo materno (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012).

Como resultado de todas essas caracteristicas mencionadas, o zebrafish tem sido o foco
de vérios estudos de biologia e genética do desenvolvimento e emergiu como um importante
organismo modelo para estudos comportamentais, genéticos, toxicoldgicos e para desvendar o
mecanismo de diversas doencas humanas bem como testar novos agentes terapéuticos
(LIESCHKE et al., 2007; KARI; RODECK; DICKER, 2007; RAYMOND et al., 2007)

2.6.2 Atividade antiproliferativa

O céancer pode ser reconhecido por sete caracteristicas: crescimento incontrolavel; auto-
suficiéncia em sinais de crescimento; insensibilidade a inibidores de crescimento; evasdo de
morte celular programada; capacidade de desenvolver vasos sanguineos; eventual invasdo de
outros tecidos e metastase; e a presenca de um microambiente inflamatério (MANTOVANI,
2009). Dados divulgados pela World Health Organization - WHO (2017) indicam que a cada
ano 8,8 milhGes de pessoas morrem de cancer, principalmente em paises de baixa e média renda.

O cancer e responsavel por quase 1 em cada 6 mortes no mundo, sendo uma das principais
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causas de morte no mundo. Todos os anos, mais de 14 milhdes de pessoas desenvolvem cancer
e estima-se que em 2030 esse numero suba para mais de 21 milhdes.

Inicialmente, a estratégia quimioterapica para o cancer era a interacdo com o DNA ou
seus precursores, inibindo a sintese de novo material genético e causando lesdes ao DNA tanto
em células malignas quanto normais. Com o avan¢o da biologia molecular, descobriram-se
alvos especificos como receptores de fatores de crescimento, vias de sinalizagdo intracelular,
defeitos no reparo de DNA e vias de morte celular. Entretanto, apesar de todo progresso ja
conquistado, muitos tumores ainda séo de dificil atenuacdo, o que torna, diante do cenério atual,
a busca por novos agentes antitumorais necessaria (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN,
2012; RIVA et al., 2012). Assim, pesquisas se voltam para 0s ensaios de atividade
antiproliferativa, que tém como objetivo a descoberta de novas substancias que sejam capazes
de inibir o crescimento de celulas tumorais.

Com o aprimoramento da metodologia de cultura de células foi possivel o
desenvolvimento de diversas linhagens celulares oriundas de tumores humanos, que
possibilitaram o desenvolvimento da metodologia para triagem in vitro. Assim, o Instituto
Nacional do Céancer dos Estados Unidos desenvolveu um painel de células cancerigenas que
conta com linhagens oriundas de diferentes tumores sélidos (pulmao, melanoma, mama, rim,
célon, prostata, ovario, cérebro) e do sistema hematopoiético (leucemia) (SKEHAN et al.,
1990; MONKS et al., 1991; RUBINSTEIN et al., 1990, CARVALHO, 2006).

A linha de estudo segue, portanto, para os testes de citotoxidade, ou seja, substancias
sdo avaliadas com relacdo a sua capacidade de matar células neoplasicas em cultura,
correlacionando a concentrago, a resposta e a seletividade para alguma linhagem tumoral. E o
método mais utilizado para a descoberta e desenvolvimento de novas drogas, pois € uma técnica
que avalia grande nimero de substancias em pouco tempo, é relativamente simples, barata,
reproduzivel e, ainda, providencia um provavel mecanismo de acédo da droga (QUEIROZ et al.,
1999; ITHARAT et al., 2004; SUGGIT; BIBBY, 2005; SACOMAN, 2007).

2.6.3 Atividade antimicrobiana

Os produtos naturais sdo importantes fontes de substancias bioativas, entre essas
encontramos as substancias antimicrobianas. Por isso, diversos estudos vém sendo
desenvolvidos e direcionados a descoberta de novos agentes antimicrobianos provenientes de
extratos vegetais e outros produtos naturais. O objetivo é descobrir compostos com atividade
comparada a dos tradicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade, mais eficazes

contra a resisténcia de microrganismos patogénicos e com menor impacto ambiental, para que
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assim possam ser utilizados em produtos farmacéuticos, cosméticos e na industria alimenticia
(BONA et al., 2014).

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao surgimento de
microrganismos resistentes e de infec¢bes oportunistas fatais, associadas a AIDS, quimioterapia
antineoplasica e transplantes (PENNA et al., 2001). Além disso, a possibilidade de descobrir
uma substancia antimicrobiana que possa ser utilizada pela inddstria alimenticia como
conservante natural, aumentando a vida de prateleira de muitos produtos, é bastante
interessante.

Vérios métodos de avaliacdo da atividade antimicrobiana sdo descritos na literatura,
cada um com sensibilidade diferente, o que vai influenciar no resultado final, assim como a
escolha dos microrganismos utilizados no ensaio que de preferéncia devem ser adquiridos de
colecdes de cultura como as da ATCC (American Type Culture Colection) para que assim seja
possivel a comparacdo com outras pesquisas (OLIVEIRA, 2010).

Esta area de pesquisa enfrenta muitos problemas inerentes devido as diferentes
metodologias utilizadas na preparacdo de extratos de plantas e ensaios antimicrobianos. A
solubilidade dos metabolitos de plantas extraidos com solventes de diferentes polaridades
parece também contribuir para os resultados dos ensaios antimicrobianos utilizados (OTHMAN
etal., 2011).

Os métodos do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) usados para testes de
suscetibilidade antimicrobiana sdo amplamente aceitos pelos 6rgdos reguladores em todo o
mundo. No entanto, estes métodos foram concebidos em testes com moléculas antimicrobianas
puras, tais como antibidticos, e modificacdes sdo necessarias para que possam ser usados em
ensaios com extratos de plantas (HAMMER et al., 1999).

As diferencas com respeito as técnicas empregadas para investigacdo da acdo de
compostos e uma grande varia¢do encontrada na composicao quimica de alguns extratos podem
resultar em dados de dificil comparacdo entre as pesquisas (DUARTE, 2006). A auséncia de
padronizacdo das metodologias limita as pesquisas sobre atividade antimicrobiana de extratos
vegetais no que tange a comparacdo de resultados obtidos por diferentes pesquisadores, que
avaliam a mesma amostra com diferentes metodologias. 1sso esta relacionado a um carater
multifatorial que pode modificar a inibicdo in vitro de crescimento de microrganismos, como o
método de obtengdo dos extratos, a espécie de microrganismo utilizada, a concentracdo da
amostra e do indculo e o método empregado para a avaliagdo da atividade antimicrobiana (RIOS
et al., 1988; KING et al., 2008). Outro fato importante € que ndo existe consenso sobre o nivel

de inibicdo aceitavel para produtos naturais quando comparados com padrdes de antibioticos.
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Alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibidticos, enquanto outros
consideram com bom potencial mesmo aqueles com inibi¢do inferior as de antibioticos
(DUARTE, 2006).

Na maioria dos estudos publicados de ensaios antimicrobianos, a concentracdo de
bactérias é estimada utilizando o padrdo 0,5 da escala Macfarland, o que corresponde a
aproximadamente 1,5 x 108 unidades formadoras de colonias (UFC) / mL. Esta estimativa
requer que o investigador avalie visualmente o nivel de turbidez no caldo de cultura
comparando ao padrdo. Esta estimativa é, portanto, altamente subjetiva e pode conduzir a
resultados inconsistentes (OTHMAN et al., 2011).

H& poucos estudos comparativos relatando qual € o melhor método a ser utilizado para
avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais (COWAN, 1999; BONA et al., 2014).
Os métodos mais conhecidos e que tém sido amplamente utilizados na avaliacédo das atividades
antimicrobianas incluem difusdo em agar (po¢o ou disco) e métodos de macrodiluicdo e
microdiluigdo, os quais séo realizados em caldo.

No presente trabalho utilizou-se o método de difusdo em agar por pocos.

2.6.3.1 Teste de difusdo em agar

O método de difusdo em &gar é bastante utilizado para iniciar uma pesquisa, servindo
como uma triagem qualitativa dos extratos dos quais se deseja determinar a atividade
antimicrobiana. Esta técnica possui elevada sensibilidade, pois a presenca de um ‘“halo de
inibi¢do” indica crescimento microbiano inibido. Outras vantagens desta técnica sdo a
necessidade de pequenas quantidades de amostra e a economia de material (JOHANN, 2003;
VIEIRA, 2005). Entretanto, deve-se ressaltar que o resultado desta técnica tem apenas carater
qualitativo e que ndo é recomendada qualquer comparacdo quantitativa, como caracterizar uma
substancia como mais ativa em virtude do tamanho do halo de inibicdo formado (JOHANN,
2003).

Esse método é geralmente realizado em meio de cultura sélido e podem ser utilizadas
diferentes técnicas para a adicdo do composto ou extrato a ser testado como, por exemplo, por
meio de discos de papel, cilindros de porcelana, ou de aco inoxidavel, ou mesmo orificios feitos
no proprio meio de cultura (OSTROSKY et al., 2008; TAVARES, 2009).

O teste consiste em uma placa de petri contendo meio de cultura sélido, onde é inoculado
(semeado) uniformemente, em toda a superficie, uma quantidade conhecida do organismo teste.
Logo depois, as substancias antimicrobianas investigadas sdo colocadas sobre a superficie do

meio de cultura ou em pogos feitos no proprio meio. Durante a incubacdo, os agentes
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quimioterapicos difundem-se no meio de cultura. Quanto mais distante do disco ou po¢o menor
é a concentracdo do agente difundido. Se o agente antimicrobiano é efetivo, uma zona de
inibicdo forma-se ao redor do disco ou poco. Como o tamanho da zona de inibicdo é afetado
pela taxa de difusdo do agente quimioterapico, uma zona grande nem sempre indica uma grande
atividade antimicrobiana. (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). A realizacdo deste teste com
antibioticos ja apresenta valores padronizados para tamanhos das zonas de inibi¢do para cada
espécie bacteriana e o respectivo antibidtico, permitindo, portanto, classificar o microrganismo
testado em resistente, intermediario ou sensivel (TAVARES, 2009; GOODMAN; GILMAN,
2010).

A realizacdo deste método pode ser significativamente influenciada por fatores
relacionados ao material a ser utilizado e a execucdo do método como o tipo e tamanho do disco
ou orificio e a espessura e uniformidade do agar na placa (quando se tratar do teste de difusao
com orificio). E importantissimo o controle rigoroso destes parametros para evitar variagdes e
para uma boa resolugédo dos resultados (OSTROSKY et al., 2008).
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3EXTRATO CONCENTRADO DE CAJU: EFEITO DAS ETAPAS DO PROCESSO DE
OBTENCAO NA COR E TEOR DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Artigo a ser submetido para publicacdo no periddico Brazilian Journal of Food Technology
(ISSN 1981-6723).
RESUMO

O processamento do pedunculo de caju gera grande quantidade de fibras residuais, que podem
ser aproveitadas para a obtencdo de produtos de elevado valor agregado, como o extrato
concentrado de caju (ECC). Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das etapas
do processo de obtencdo do ECC com relacéo aos parametros de cor e conteddos de compostos
bioativos [carotenoides totais (CT), polifenois extraiveis totais (PET) e acidos anacardicos
(AA)], com o intuito de se conhecer as principais alteracbes que ocorrem durante o
processamento das fibras para obtencdo do ECC. A fibra residual do pedunculo de caju foi
processada segundo protocolo relatado em pesquisa anterior. Durante o processamento, foram
coletadas amostras ap0s as seguintes etapas: prensagem, centrifugacdo, microfiltracdo
(permeado e retido) e pasteurizagdo. A cor foi analisada por colorimetro, 0s CT e os PET foram
analisados por espectrofotometria e os AA foram identificados e quantificados por UPLC-MS
e HPLC-DAD, respectivamente. Os resultados mostraram que as etapas do processo de
obtencdo do ECC causaram alteracGes estatisticamente significativas (p<0,05) nos parametros
de cor, entretanto essas alteracdes ndo foram relevantes para a cor final do ECC. Com relagédo
aos compostos bioativos, as etapas de pré-filtracdo e centrifugacdo juntas causaram diminuigéo
dos CT e PET, sendo uma diminuicdo de 18% e 37%, respectivamente. J& para os teores de
acidos anacardicos ndo se observou nenhuma influéncia dessas etapas. A microfiltracao foi
efetiva para concentracdo dos CT e AA (trieno, dieno e monoeno) no material retido,
concentrando cerca de 13, 2 e 4 vezes, respectivamente. Os PETS, por sua vez, apresentaram
maior afinidade a fracdo permeada, apresentando apenas tracos no ECC. A pasteurizacdo
causou diminuicao de 10 e 40% nos teores de CT e PET, respectivamente. Com relacdo aos

teores de AA a pasteurizagdo ndo afetou significativamente seus teores.

Palavras-chave: Anacardium occidentale L. Cor. Carotenoides. Compostos fendlicos. Acidos

anacardicos.
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ABSTRACT

The processing of the cashew peduncle generates a large amount of residual fibers, which can
be used to obtain products of high added value, such as the cashew concentrate extract (CCE).
Therefore, the objective of this work was to evaluate the effects of the stages of the CCE process
with respect to color parameters and contents of bioactive compounds [total carotenoids (TC),
total extractable polyphenols (TEP) and anacardic acids (AA)] with the purpose of knowing the
main alterations that occur during the processing of the fibers to obtain CCE. The residual fiber
of the peduncle of cashew was processed according to protocol reported in previous research.
During processing, samples were collected after the following steps: pressing, centrifugation,
microfiltration (permeate and retention) and pasteurization. The color was analyzed by
colorimeter, TC and TEP were analyzed by spectrophotometry and the AAs were identified and
quantified by UPLC-MS and HPLC-DAD, respectively. The results showed that the stages of
the CCE process caused statistically significant changes (p <0.05) in the color parameters,
however these changes were not relevant for the final color of the ECC. Regarding the bioactive
compounds, the initial filtration and centrifugation stages together caused a decrease of CT and
PET, a decrease of 18% and 37%, respectively. However, for the anacardic acid contents, no
influence of these steps was observed. The microfiltration was effective for the concentration
of TC and AA (triene, diene and monoene) in the retained material, concentrating about 13, 2
and 4 times, respectively. The TEPs, on the other hand, presented greater affinity to the
permeated fraction, presenting only traces in the CCE. The pasteurization caused a decrease of
10 and 40% in the contents of TC and TEP, respectively. Regarding the contents of AA,
pasteurization did not affect significantly its contents.

Keywords: Anacardium occidentale L. Color. Carotenoids. Phenolic compounds. Anacardic

acids.
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3.1 Introducgéo

O caju (Anacardium occidentale L.) é uma das principais culturas sustentaveis da regiao
Nordeste do Brasil. O processamento do pedunculo de caju apresenta diversas opcdes
tecnoldgicas de industrializacdo, principalmente na produgdo de cajuina (suco clarificado e
pasteurizado) e sucos concentrados e prontos para beber. Alem desses produtos, e em menor
escala, pode ser transformado em doces, refrigerantes, vinhos e polpas (SANCHO, 2007;
PINHO, 2011). Com o processamento do pedunculo de caju, principalmente para a producao
de sucos, é gerada grande quantidade de fibras residuais, que normalmente séo descartadas sem
nenhum aproveitamento, podendo causar graves problemas ambientais. O volume de residuo
gerado corresponde a aproximadamente 20% do peso do pedunculo de caju e apenas uma
pequena quantidade é utilizada, normalmente como complemento nutricional para racao animal
(SANTOS et al., 2007; AL-DHABI et al., 2017). No entanto, esse residuo agroindustrial
apresenta nutrientes e compostos bioativos remanescentes, com destaque para 0s carotenoides
e 0s compostos fenolicos, que podem ser explorados para obtencdo de produtos com alto valor
agregado (ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003; AGOSTINI-COSTA, et al., 2004; RABELO
et al., 2009; MICHODJEHOUN-MESTRE et al., 2009; RUFINO et al., 2010; QUEIROZ et
al., 2011).

Nesse sentido, pesquisas tém sido conduzidas com o intuito de promover o
aproveitamento das fibras residuais do processamento do caju. Assim, Abreu et al. (2013 a e
b), visando a extracdo e concentracdo dos carotenoides remanescentes nas fibras resultantes do
processamento do peddnculo de caju, desenvolveu um processo, composto por diversas etapas
tecnoldgicas (maceracdo enzimatica, prensagem, filtracdo, centrifugacdo, microfiltracdo e
pasteurizacdo), que resultou na obtencdo de um extrato concentrado de caju (ECC), de intensa
coloracdo amarela devido ao seu alto teor de carotenoides. A ingestdo desses compostos tem
sido associada a diminuicdo do risco de muitos distirbios mediados por espécies reativas de
oxigénio, tais como cancer (DONALDSON, 2004; KEY, 2011), transtornos cardiovasculares
(MAYNE, 1996; VOUTILAINEN et al., 2006) e degeneracdo macular relacionada a idade
(BEATTY et al., 2000; KOUSHAN et al., 2013).

Assim, o ECC apresenta grande potencial para ser usado como corante alimenticio,
podendo, inclusive, vir a ser uma opcao saudavel de substituicdo ao corante artificial tartrazina,
frequentemente associado a reagOGes adversas a salde, causando urticaria, asma, nauseas,
eczema, bronquite, rinite, broncoespasmos e dor de cabeca (ADITIVOS E INGREDIENTES,
2009; FREITAS, 2012). Ademais, recentemente foi reportado que o ECC apresenta em sua
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constituicdo &cidos anacardicos (AA) (DIONISIO et al., 2018), que sio compostos fenolicos
derivados do &cido salicilico e apresentam caréater lipidico devido a sua cadeia carbénica lateral
(SEONG et al., 2014). Esses compostos tém atraido o interesse de pesquisadores por possuirem
vasta atividade biologica como: atividade antitumoral, antioxidante, gastro-protetora e
antimicrobiana (LIMA et al., 2000; TOYOMIZU et al., 2003; KUBO et al., 2006; PARASA et
al., 2011; ACHANATH et al., 2012; HAMAD; MUBOFU, 2015). No entanto, nenhum estudo
acerca dos efeitos das etapas do processo de obtencdo do ECC na cor e compostos bioativos foi
realizado.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das etapas do processo de
obtencdo do ECC com relacdo aos parametros de cor e conteudos de compostos bioativos
(carotenoides totais, polifendis extraiveis totais e acidos anacardicos monoeno, dieno e trieno)
com o intuito de se conhecer as principais alteracées que ocorrem durante 0 processamento para
obtengéo do ECC.

3.2 Material e métodos

3.2.1. Matéria-prima

Peddnculos de caju (Anacardium occidentale L.), da variedade CCP-76, foram
processados na empresa “Natvita”, no Eusébio (Ceara — Brasil). Ap6s a remocao das castanhas,
os frutos foram lavados e sanitizados, e entdo processados para obtengdo do suco integral. As
fibras residuais (FIGURA 4) foram armazenadas sob congelamento (-20 °C) e transportadas
para o Laboratério de Processos Agroindustriais da Embrapa Agroindustria Tropical, onde
foram utilizadas como matéria-prima para a obtencdo do extrato concentrado de caju (ECC).

Figura 4 — Fibras residuais do processamento do
pedtinculo de caju
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Fonte: autor.
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3.2.2 Obtencgéao do extrato concentrado de caju (ECC)
O processo de obtencdo do ECC seguiu o protocolo descrito por Abreu et al. (2013 a,
b), com modificacdes relativas a etapa de centrifugacdo do material e tratamento térmico. A

Figura 5 mostra o fluxograma de obtencéo do ECC.

Figura 5 - Fluxograma do processamento das fibras residuais do peddnculo para obtencdo do
extrato concentrado de caju (ECC) com destaque para as etapas das quais foram retiradas
amostras (1-5) para andlises de cor e compostos bioativos

FJBRAS DO PEDUNCULO DE CAJU
1.1 AGUA —» ¢ 4 ENZIMA Ultra Pectinex SP-L (500 ppm)
| MACERACAO |
1 hora a 50 °C
CINCO CICLOS DE PRENSAGENS SEM SEPARACAO DAS FIBRAS |

| SEXTO CICLO DE PRENSAGEM |
FIBRA
SETIMO CICLO DE
PRENSAGEM > FIBRARESIDUAL

0.3 mm

[ CENTRIFUGACAO |
4500 rpny/5 min l

.................... (P —

| EXTRATO BRUTO POS-CENTRIFUGACAO |

| MICROFILTRACAO |

| DIAFILTRACAO |

| PASTEURIZACAO |
85°C/30 seg |,

ENVASE

Fonte: adaptado de ABREU et al. (2013a).

3.2.2.1 Tratamento enzimético
Para obtencdo do extrato concentrado de caju (ECC), a massa de fibras de caju foi

adicionada de agua na proporcdo 1:1 (m/m), 500 ppm de enzima (Pectinex Ultra SP-L) e
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homogeneizada manualmente em tacho aberto encamizado. O tratamento enzimatico ocorreu
por 1 hora a 50 °C (FIGURA 6a).

Figura 6 - Etapas do processo de obtencao extrato concentrado de caju (ECC)

Fonte: autor.

Legenda: (a) = maceracdo, (b) = prensagem das fibras, (c) = pré-filtracdo, (d) (e — Retido com fator de redu¢do
volumétrica de 16) = microfiltracédo e (f) = pasteurizacéo.

3.2.2.2 Prensagem, pré-filtracéo e centrifugacéo

Apds o tratamento enzimatico, a mistura foi prensada utilizando uma prensa do tipo
helicoidal continua (Incomap 300), com uma capacidade nominal de 300 kg/h para a liberagédo
do extrato aquoso (FIGURA 6b). A prensa foi ajustada para uma forga aplicada na placa de
2500 N. A operacdo de prensagem foi repetida por cinco ciclos consecutivos sem separacéo do
extrato e das fibras. Somente no sexto ciclo de prensagem as fibras foram separadas do extrato
e em seguida submetidas a mais um ciclo de prensagem (sétimo). Apds 0s sete passos de
prensagem, uma suspensdo de cor amarela foi obtida e entdo submetida a uma pré-filtracdo
(FIGURA 6c), através de uma malha de aco inoxidavel de 0,3 mm, a fim de remover grandes



62

particulas em suspensdo. Terminada a pré-filtracdo, a suspenséo foi centrifugada (4500 rpm por
5 minutos) e o extrato sobrenadante embalado em sacos de polietileno, que foram estocados e

congelados (-20 °C) até que fosse possivel realizar a etapa de concentracdo por microfiltragéo.

3.2.2.3. Microfiltracéo

Nesta etapa, 0 extrato bruto foi submetido a um sistema de microfiltragdo equipado com
membranas de ceramica em Oxido de aluminio (FIGURA 6d e 6e). A microfiltracdo foi
realizada em escala de laboratorio usando um equipamento piloto de bancada, com um conjunto
de 4 membranas monotubulares em série (MEMBRALOX Pall-Exekia), com &rea total de
filtragdo de 0,022 m? e didmetro médio de poro de 0,2 um. A pressio transmembrana média foi
de 2,75 bar, com temperatura controlada a 40 °C (x 2 °C). O processo foi conduzido sempre
usando 0 modo de concentracdo até uma taxa de reducdo volumétrica (FRV= V{/Vr, com Vfe
Vr sendo os volumes da alimentacdo e do retido, respectivamente) de 16. Terminada a
microfiltracdo, as impurezas hidrossoluveis foram eliminadas por diafiltracdo, e o material

resultante foi denominado de extrato concentrado de caju (ECC).

3.2.2.4. Tratamento térmico

O ECC foi pasteurizado (85 °C/30 s) com o uso de um trocador de calor tubular
(Armfield FT74) (FIGURA 6f). Seguiu-se o enchimento a quente (hot fill) em garrafas de vidro
de 200 mL, previamente higienizadas com cloro (100 mg/L), e fechamento com tampa plastica
rosqueavel com lacre. As garrafas foram invertidas para pasteurizacdo da tampa por 3 min,
resfriadas em banho de gelo até temperatura ambiente, e estocadas sob refrigeracéo (5 + 2 °C)

até o momento das analises.

3.2.3 Avaliacéo dos efeitos das etapas do processamento para obtencdo do ECC

Para avaliagdo dos efeitos das etapas foram selecionadas as amostras destacadas na
Figura 2, sendo eles: Extrato bruto pés-prensagens (1), Extrato bruto pés-centrifugacdo (2),
Permeado (3), Retido - Extrato concentrado em carotenoides (ECC) pds-microfiltracdo (4) e
Extrato concentrado em carotenoides (ECC) pos-pasteurizagédo (5). Aproximadamente 200 ml
de cada uma das amostras foram coletados. As amostras 1, 2 e 3 foram acondicionadas em
embalagens de vidro ambar e estocadas em camara de congelamento (-20 + 2 °C) até o momento
das andlises. Ja as amostras 4 e 5 foram acondicionadas em embalagens de vidro ambar e
estocadas em camara de refrigeragdo (5 °C) para que ndo ocasionasse perda de estabilidade da

emulsao.
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As amostras selecionadas foram submetidas as analises de cor (L*, a* e b*) e teores de
carotenoides totais, polifendis extraiveis totais e cidos anacardicos (trieno, dieno e monoeno).

3.2.3.1 Cor

As andlises de cor foram realizadas em triplicata por leitura direta da reflectancia do
sistema de coordenadas retangulares (L*, Luminosidade; a*, intensidade de vermelho e verde;
e b*, intensidade de amarelo e azul), aplicando a escala de cor CIELAB com o uso de
colorimetro Konica Minolta, modelo CR-410.

A diferenca de cor resultante entre as amostras 4 e 5 (ECC pds-microfiltracdo e ECC
pos-pasteurizacdo, respectivamente) foi calculada pela equacdo (1), conforme descrito por

Santipanichwong e Suphantharika (2007):

AE = [(AL*Y + (Aa*)? + (Ab*)]2 (1)

Onde: AE ¢ a diferenga de cor global; AL é a variacdo da coordenada L*; Aa representa a
variacdo da coordenada a*; e Ab é a variacdo da coordenada b*.

A discusséo dos resultados de AE baseia-se nas faixas definidas por Mokrzycki e Tatol
(2011), onde: 0 < AE < 1 — ndo sdo observadas diferengas entre as amostras; 1 < AE <2 —
somente pessoas treinadas observam as diferencas; 2 < AE < 3,5 — pessoas sem treinamento
também observam as diferencas; 3,5 < AE < 5 — as diferencas sdo claramente observadas; 5 <
AE — pessoas observam duas diferentes cores entre as amostras.

3.2.3.2 Carotenoides totais (CT)

Para a determinacédo de carotenoides totais a extragdo foi realizada em triplicata de
acordo com Higby (1961). A solucéo extratora de alcool isopropilico:hexano (3:1), ou seja, 30
mL de alcool isopropilico e 10 mL de hexano, foi adicionada a amostra e levada ao agitador
magnético por cerca de 1 minuto. Em seguida, o contetdo foi transferido para um funil de
separagdo de 125 mL envolvido em papel aluminio, onde se completou o volume com é&gua
destilada e deixou-se em repouso por 30 minutos, seguindo-se a lavagem do material. Essa
operacdo foi repetida por trés vezes. Apos as lavagens, a agua foi retirada e a fragdo contendo
os carotenoides foi filtrada, com algodao pulverizado com sulfato de sodio anidro, para um
baldo volumétrico de 50 mL, envolto em papel aluminio, onde foram adicionados 5 mL de
acetona e completado o volume com hexano. As leituras foram feitas a 450 nm e os resultados

expressos em mg/100mL ou mg de amostra, calculados através da equacéo 2:
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Carotenoides totais = (A450nmx100)/(250xLxW) (2)

Onde: Assonm = absorbancia; L = largura da cubeta em cm; e W = quociente entre a massa da

amostra original em gramas e o volume final da diluicdo em mL.

3.2.3.3 Polifenois extraiveis totais (PET)

Os polifendis extraiveis totais foram determinados de acordo com Larrauri, Rupérez &
Saura-Calixto (1997) e Rufino et al. (2010), com modificacdes. Os extratos das amostras foram
obtidos, em triplicata, homogeneizando-se 4 gramas de amostra com 4 mL de metanol P. A,
50%. Em seguida, deixou-se essa mistura no escuro a temperatura ambiente e em repouso por
1 hora. Apds esse tempo, a mistura foi centrifugada a 15.000 rpm durante 15 minutos, o
sobrenadante foi filtrado e colocado em um baldo volumétrico de 10 mL, ao residuo da
centrifugagéo foi adicionado 4 mL de acetona P.A. 70%, que foi homogeneizado e deixado em
repouso no escuro a temperatura ambiente por 1 hora. Ap6s esse tempo, a mistura foi
centrifugada a 15.000 rpm durante 15 minutos, o sobrenadante foi filtrado e colocado no mesmo
baldo volumétrico de 10 mL citado anteriormente. O baldo foi aferido com agua destilada e
ap6s homogeneizacdo o contetdo foi transferido para um frasco escuro e mantido congelado
até o momento das analises.

Em tubos de ensaio e em ambiente escuro foram adicionados 40 pL de extrato + 210 puL
de H>O para as amostras 1, 3 e 4; 50 pL de extrato + 200 pL H.O para a amostra 2 e 70 pL de
extrato + 180 pL de H2O para a amostra 5, 250 pL de Reativo Fenol Folin Ciocateau, 500 pL
de solucgdo de carbonato de sddio anidro 20% e 500 pL de agua destilada. Para o branco, no
lugar de extrato, foi adicionado 250 pL de agua. Em seguida, o contetdo os tubos de ensaio
foram homogeneizados e deixados em repouso a temperatura ambiente e protegidos da luz por
30 minutos. Apds esse tempo, foram transferidos 300 uL de cada tubo para os pogos da
microplaca e com a utilizacdo de um leitor de microplacas (Varian Cary 50 MPR) a leitura de
absorbéancia foi realizada a 700 nm no aplicativo “concentration” a partir da curva padrao de
acido galico obtida anteriormente e os resultados expressos em mg equivalente em acido galico
(EAG)/100 gramas de amostra.

3.2.3.4 Identificaco de acidos anacardicos por UPLC-QTOF-MSE
Para a identificacdo dos &cidos anacardicos utilizou-se metodologia desenvolvida e
validada por Oiram Filho et al. (2018). Analizou-se apenas a amostra correspondente ao ECC

poOs-pasteurizacdo, que foi congelada em ultra-frezeer (- 80 °C) e liofilizada. A partir de 1 mg
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desse material foram identificados os acidos anacardicos, utilizando-se um sistema Acquity
UPLC (Waters®) acoplado a um sistema de quadrupolo/tempo de voo (XEVO-QToF
Waters®). As fases moveis foram agua com 0,1% de &cido férmico (A) e acetonitrilacom 0,1%
de &cido formico (B). O gradiente utilizado consistiu: 0-15 min, 2-95% de B; 15,1-17 min,
100% de B; 17,1-19,1 min, 2% de B. As corridas cromatogréficas foram realizadas em uma
coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150 x 2,1 mm, 1,7um) com fluxo de 0,4 mL min™,
temperatura fixa de 40 °C e volume de inje¢do de 5 uL.. As condi¢des de MS foram as seguintes:
modo de ionizacao negativo; faixa de aquisicdo: 110-1180 Da; temperatura da fonte: 120 °C;
temperatura de dessolvatacéo do gas: 350 °C; fluxo de dessolvatacéo do gas: 500 L/h; voltagem
do cone de extracdo: 0,5 V; voltagem do capilar: 2,6 kV. O modo de aquisicdo foi MSE. Leucina
encefalina foi utilizada como bloqueador de massa. O equipamento foi controlado pelo
programa Masslynx 4.1 (Waters® Corporation). A identificacdo do &cidos anacardicos foi

realizada em triplicata.

3.2.3.5 Quantificacao de acidos anacardicos por HPLC-DAD

As condicBes cromatograficas usadas para quantificacdo foram conduzidas usando um
método otimizado e validado previamente por Oiram Filho et al. (2018). As amostras foram
solubilizadas em metanol a uma concentragdo de 20 mg.mL™, filtradas em filtro de teflon
(PTFE) 0,45 pum, injetadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC-20AB
Prominence, acoplado a um detector de arranjo de diodo Shimadzu SPD-M20A e equipado com
uma coluna cromatografica de fase-reversa Shimadzu Shim-pack CLC — ODS(M) Cis (150 x
4.6 mm x 5 um). A fase mével utilizada foi acetonitrila (solvente B), &gua (solvente A) e acido
acético, de modo isocratico numa proporcao (80:20:1) para solvente B, solvente A e acido
acetico, respectivamente. O tempo de corrida foi de 30 min, com fluxo de 1,5 mL/min, a
temperatura de 30 °C e com volume de injecdo da amostra de 20 pL. Os cromatogramas foram

monitorados a um comprimento de onda de 280 nm. As anélises foram realizadas em triplicata.

3.2.4 Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado através da Analise de Variancia
(ANOVA) e os valores encontrados foram comparados pelo Teste de Tukey com intervalo de
confianca de 95%. Para isso, utilizou-se o software Statistica 7.0 (Statsoft, USA). Todas as

andlises foram realizadas em triplicata com trés repeticdes.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1. Cor

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados de cor (L*, a*, b* ¢ AE) para cada uma das
amostras analisadas, referentes as etapas do processo de obtencdo do extrato concentrado de
caju (ECC).

Tabela 2 — Efeito das etapas do processo de obtencdo do extrato concentrado de caju (ECC)
sobre os parametros de cor

COR
N© AMOSTRA

L* a* b* AE
1 Extrato Pds-prensagens 74,77 £ 0,02 -4,47 £ 0,05d 60,67 + 0,54c -
2 Extrato Pés-centrifugacio 78,54 + 0,09b -7,72 £0,07e 61,10 + 0,96¢ -
3 Permeado da microfiltracéo 87,78 + 0,06a -0,58 £ 0,16¢ 1,22 £ 0,48d -
4 ECC Pos-microfiltracéo (Retido) 66,85 + 0,01d 2,67 +0,01b 65,81 +0,19a 51
5 ECC Poés-pasteurizagdo 63,27 £ 0,12¢ 4,55+ 0,29a 62,70 + 0,30b '

Fonte: dados da pesquisa.

Resultados expressos como média £ desvio padrdo de andlises realizadas em triplicata.

Médias (n=3) seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(95%).

Foi observado que, no inicio do processo de obtencdo do ECC, o valor da coordenada
L* aumenta e atinge o seu maximo na fracdo permeada. Para as amostras referentes a fragcdo
retida (ECC pos-microfiltracdo e ECC pds-pasteurizacdo), os valores de L* sdo 0s menores.
Esses resultados ja eram esperados, uma vez que durante a microfiltracao os solidos sdo retidos
pela membrana e o valor de L* varia de acordo com os so6lidos em suspensdo. Pode-se observar
que a pasteurizacdo (85°C/30s) afetou significativamente os valores de L*, isso pode ter
ocorrido devido a pequena evaporagdo da dgua contida pela alta temperatura empregada, que
ocasionou uma concentracao ainda maior dos solidos em suspensao.

Com relacdo a coordenada a*, verificamos que seu valor diminui ap0s as prensagens e
com a etapa de microfiltracdo ocorre um aumento do valor, ou seja, a cor do ECC se distancia
da coloracio esverdeada. E possivel observar, também, que a pasteurizagio provoca um
aumento do valor de a*.

Para os valores da coordenada b*, as amostras pds-prensagens e pos-centrifugacdo nao
diferem estatisticamente, mas o permeado tem seu valor diminuido drasticamente. Isso se deve
ao fato de que os carotenoides se concentram no material retido na microfiltracdo. Portanto,
esperava-se que no material permeado o parametro b* tivesse seu valor reduzido. Observa-se,

também, que com a pasteurizagdo o valor de b* diminui, indicando que o ECC passa a ter
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coloracdo menos amarela e isso pode ser atribuido a degradagdo de carotenoides uma vez que,
segundo Maiani et al. (2009), o processamento térmico dos alimentos pode diminuir o teor de
carotenoides dos alimentos.

Ribeiro et al. (2017) avaliaram a cor de suco de umbu antes e ap0s a pasteurizacao (86
°C/25 s) e, assim como no presente estudo, observaram a diminuicéo do valor de L* e b*, além
de aumento do valor de a* ap6s pasteurizagdo. A diminuicao do valor de b* foi atribuido a uma
possivel degradacdo dos carotenoides do suco de umbu. Ja Santhirasegaram et al. (2015)
obtiveram resultados diferentes em seu estudo, no qual comparou-se o tratamento ultravioleta
ao tratamento térmico na qualidade de suco de manga. Nesse estudo, ap6s o tratamento térmico
(90 £ 1 °C/60 s) observou-se um aumento no valor de L* e os pesquisadores atribuiram esse
fato ao comprometimento dos compostos responsaveis pela cor presentes inicialmente no suco.
Observou-se, também, diminuicdo dos valores de a* e b*, sendo isso atribuido ao
desenvolvimento de componentes de escurecimento. Em adicéo, foi relatado que o aquecimento
causa isomerizacdo acelerada dos carotenoides, o que leva a perda da coloracdo amarela,
indicada pelo valor de b*.

Corroborando com esse resultado o valor de AE, calculado entre o ECC pds-
microfiltracdo e pds-pasteurizacdo, foi de 5,1. De acordo com Mokrzycki e Tatol (2011) quando
o AE encontra-se entre 3,5 e 5 as diferengas de cor sdo claramente observadas e quando o AE >
5 é possivel observar duas diferentes cores entre as amostras. No entanto, podemos observar
(FIGURA 7) que os pontos referentes as coordenadas a* e b*, no diagrama de cores, para todas
as amostras, com excecao do permeado que é um subproduto do processo de obtencédo do ECC,
encontram-se nos quadrantes superiores na regido referente ao amarelo. Desta forma, embora o
processamento térmico tenha causado uma diferenca de cor entre as amostras pode-se observar

gue o ECC apresenta ainda uma intensa coloragcdo amarela.
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Figura 7 — Distribuigdo das amostras nos eixos a* e b*
do sistema de coordenadas de cores CIELAB

+b*

Fonte: autor.

Legenda: A = Extrato pds-prensagens, B = Extrato pos-
centrifugacdo, C = Permeado, D = ECC pos-microfiltragdo (Retido)
e E = ECC pobs-pasteurizacdo.

3.3.2 Carotenoides totais (CT)
Na Tabela 3 sdo apresentados os conteidos de carotenoides totais para cada uma das

amostras analisadas, referentes as etapas do processo de obtencdo do extrato concentrado de
caju (ECC).

Tabela 3 — Efeito das etapas do processo de obtencdo do extrato concentrado de caju (ECC)
sobre o contetido de carotenoides totais

N© AMOSTRAS CAROTENOIDES TOTAIS (mg/100g)
1 Extrato Pds-prensagens 2,36 = 0,06¢c
2 Extrato Pés-centrifugagéo 1,92 +0.01c
3 Permeado da microfiltracao 0,19 + 0,04d
4 ECC Pos-microfiltracéo (Retido) 24,46 + 0,15a
5 ECC Pos-pasteurizagao 22,04 £ 0,63b

Fonte: dados da pesquisa.
Resultados expressos em base Umida como média * desvio padréo de analises realizadas em triplicata.
Médias (n=3) seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

(95%).

Verifica-se que o processo de concentracdo dos carotenoides por microfiltragdo foi
efetivo, uma vez que os maiores contetudos de carotenoides foram encontrados nas amostras
referentes ao material retido (ECC pds-microfiltracdo e ECC po6s-pasteuriza¢do) e 0s menores
teores, proximos de 0,2 mg/100g, no material permeado. Com a microfiltracdo, os carotenoides
remanescentes, presentes nas fibras, foram concentrados cerca de 13 vezes o valor do extrato
inicial. Na literatura sdo encontrados resultados semelhantes, como no trabalho desenvolvido
por Chaparro et al. (2017), que estudaram o efeito da microfiltracdo no contetdo de

carotenoides do suco de melancia e observaram que o processo de microfiltragdo produziu um
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retido com uma concentracdo de trans-licopeno 10 vezes superior ao extrato inicial. Em outro
trabalho, realizado por Chaparro et al. (2016), a concentragéo e purificacdo de licopeno em suco
de melancia, por um processo integrado, que incluiu maceracdo enzimatica, microfiltracdo de
fluxo cruzado, diafiltracéo e centrifugacdo, aumentou a concentracdo de licopeno em 11 vezes
no retido.

Com relacdo ao processamento térmico, observou-se que a pasteurizagdo causou uma
diminuicdo de 10% no contetdo de carotenoides totais. Na revisdo de literatura realizada
encontraram-se varia¢fes nos valores de degradacédo de carotenoides devido a pasteurizacéo,
que s&o dependentes do material utilizado e das condices de processamento. Dutra et al.
(2012) avaliaram o efeito de 11 tratamentos térmicos (88 a 100 °C e 16-44 s) em suco de
tangerina “Murcote” em relacdo ao teor de carotenoides totais, e observaram que 0s teores
sofreram reducdes que variaram de 2,94 a 29,83% em funcdo das condi¢des do tratamento
térmico quando comparados aos valores do suco in natura. Em alguns tratamentos, o teor de
carotenoides totais aumentou como resultado de uma possivel concentrac¢éo do suco, dentro do
trocador de calor, causada pela evaporacdo da agua durante o tratamento térmico. Ribeiro et al.
(2017) avaliaram os teores de carotenoides totais em suco de umbu antes e apds a pasteurizacao
(86 °C/25 s) e encontraram uma degradacdo de aproximadamente 5,4% com o tratamento
térmico. Ja Santhirasegaram et al. (2015) obtiveram uma degradacao de carotenoides, em suco
de manga pasteurizado (90 °C/60 s) na ordem de 40% em comparagdo a amostra controle sem
tratamento.

Segundo Rodriguez-Amaya, Kimura e Amaya-Farfan (2008), a principal causa de
perdas ou destruicdo de carotenoides durante o processamento ou estocagem é a oxidacao, seja
ela enzimética ou ndo. A isomerizacdo dos trans-carotenoides para isdbmeros cis altera a sua
atividade bioldgica e a cor, mas ndo na mesma extensdo que a oxida¢do. Em muitos alimentos,
a degradacdo enzimatica dos carotenoides pode ser mais comprometedora do que a
decomposicdo térmica ou oxidacdo ndo enzimatica. Independentemente do método de
processamento, a retencdo dos carotenoides diminui, em funcdo do tempo e temperatura de

processamento, assim como a desintegracao dos tecidos.

3.3.3 Polifenois extraiveis totais (PET)
Na Tabela 4 sdo apresentados os teores de polifenois extraiveis totais (PET) obtidos para
cada uma das amostras analisadas, referentes as etapas do processo de obtencdo do extrato

concentrado de caju (ECC).
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Tabela 4 — Efeito das etapas do processo de obtengdo do extrato concentrado de caju (ECC)
sobre o contetido de polifenois extraiveis totais (PET)

POLIFENOIS EXTRAIVEIS TOTAIS

NO AMOSTRAS )
(mg Equivalente Acido Géalico/100g)
1 Extrato Pds-prensagens 57,85 + 1,98a
2 Extrato Pés-centrifugacdo 36,3+ 2,31c
3 Permeado da microfiltracéo 46,17 £ 0,42b
4 ECC Pos-microfiltracéo (Retido) 32,83+ 0,41c
5 ECC Pos-pasteurizacéo 19,69 + 0,36d

Fonte: dados da pesquisa.

Resultados expressos em base Umida como média + desvio padrao de analises realizadas em triplicata.

Médias (n=3) seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(95%).

Diferentemente do que ocorreu com o0s carotenoides, ndo se observou concentracéo de
PET durante o processamento do ECC. Esse comportamento ja era esperado, pois segundo
Arend (2016), apesar da microfiltracdo ser muito utilizada para obtencéo de sucos clarificados,
através da retirada de s6lidos em suspensdo, nao é capaz de reter compostos de baixa massa
molar, como os compostos fenolicos. Esses sdo de natureza hidrofilica e atravessam facilmente
os poros da membrana. Por outro lado, é importante considerar que as amostras de ECC foram
avaliadas apenas apds a diafiltracdo e, portanto, essa etapa pode ter eliminado muitos polifendis
do processo. No trabalho de Vergara et al. (2015), no qual foi estudada a clarificacdo de suco
de figo da india do tipo purpura, é possivel constatar essa possibilidade, pois quando o balanco
de massa do processo de microfiltracdo foi realizado, observou-se que a quantidade de
polifendis no permeado foi de 37% da quantidade inicial e no retido foi de 41% da quantidade
inicial, sendo que os autores afirmaram que a quantidade de polifenois no permeado poderia ter
sido maior, se estagios consecutivos de extracdo com agua fossem realizados, ou seja, se a
diafiltracdo realizada no presente trabalho tivesse sido aplicada. No trabalho de Arend (2016)
também é possivel fazer essa constatacao, pois apds a aplicacdo de microfiltracdo em suco de
morango, ndo verificou-se grande diferenca entre os teores de compostos fendlicos totais do
suco in natura (14,8 mg EAG/mL) e do permeado (12,8 mg EAG/mL), mostrando que 0s
compostos fenolicos se concentram na fragdo permeada e ndo na retida.

Adicionalmente, durante o processo de microfiltracdo pode ter ocorrido degradacédo dos
PET devido a oxidacdo desses componentes. Castafieda-Ovando et al. (2009) afirmam que
embora o0s processos de separagdao por membranas utilizem temperaturas brandas visando evitar
a degradacdo dos compostos bioativos presentes no produto, em geral, esses processos sao

realizados em sistema aberto, e assim a turbuléncia verificada eleva a incorporagéo de oxigénio
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no sistema que pode levar a degradagdo dos compostos fendlicos uma vez que estes séo
sensiveis a fatores como temperatura e exposi¢do a luz e ao oxigénio.

Com relacéo ao processamento térmico, pode-se observar que os PET foram degradados
na ordem de 40%. Na literatura, sao encontrados resultados diferentes, como o relatado por
Dutra et al. (2012), que avaliaram o efeito de 11 tratamentos térmicos (88 a 100 °C e 16 - 44 s)
em suco de tangerina e observaram que o contetdo de compostos fenolicos totais apresentaram
reducdes em seis condicBes avaliadas (90 °C/20 s, 90 °C/40 s, 98 °C/40's, 94 °C/30 s e 94 °C/30
S), a0 passo que, em cinco (88 °C/30 s, 94 °C/16 s, 94 °C/44 s, 98 °C/20 s e 100 °C/30 s)
observou-se um aumento do conteido de compostos fendlicos totais, causado provavelmente
pela evaporacdo da &gua presente no suco. No entanto, considerou-se que essas variagcdes ndo
foram significativas quando comparadas ao suco in natura. Ribeiro et al. (2017) também néo
observaram diferencas estatisticamente significativas apos pasteurizacdo (86°C/25s) quando
avaliaram os teores de polifendis totais no suco de umbu. Da mesma forma, Fischer, Carle e
Kammerer (2013) observaram que o processamento térmico ndo afetou de forma significativa
os teores de compostos fenolicos incolores quando estudaram a estabilidade térmica de sucos e

solugdes modelo de roméa (Punica granatum L.).

3.3.4 Acidos anacardicos (AA)

3.3.4.1 Identificacdo de acidos anacardicos por UPLC-QToF-MSE

O ECC apresentou trés tipos de &cidos anacardicos, e somente tracos de outros
componentes fendlicos, como pode ser observado no cromatograma abaixo (FIGURA 8).

A Tabela 5 apresenta os dados obtidos dos espectros de massa de alta resolugéo e suas
respectivas fragmentacdes. O acido anacéardico trieno (15:3) foi identificado no tempo de
retencdo de 14,44 min, a partir de sua massa [M-H]- 341,2094 Da, e um ion fragmento de m/z
297,2222 Da; o acido anacardico dieno (15:2) foi identificado no tempo de retengdo de 15,14
min, com [M-H]- 343,2245 Da e um ion fragmento de m/z 299,2355 Da; o0 &cido anacardico
monoeno (15:1) foi identificado no tempo de retencdo de 15,90 min, mediante uma massa [M-
H]- 345,2409 Da, juntamente com um ion de fragmentacdo de m/z 301,2534 Da. Os espectros
de massa de alta resolucédo apresentaram uma fragmentacao de [M-H-44]- em todos os 3 acidos
anacardicos identificados. Essa massa é derivada da perda de uma molécula de CO> proveniente
da clivagem do grupo carboxilico (JERZ et al., 2012; ERSAN et al., 2016).
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Figura 8 - ldentificagdo de acidos anacardicos por anélise de UPLC-QToF-MSE, em
modo de ionizacao negativo

mAU T 2 POAMult 1) a

10764
e
|
b

I | I

0 J
0 s 10 15 20 25
min
Tempo de retengdo : 7,508 [ OH O b
WAL | OH Acido anacéardico (15:3)
100- 724398
I N1\ 31032
o g ‘ _ NN
| T Vo 77\
L I

Tempo de retengdo : 10.764
mAU
INE XY ‘ o]
(e \ 3103
= \ g NN\F

! II :\M‘VO, <3 \‘\\ 377.62

63 Acido anacéardico (15:2)

nm

! Tempo de retengdo : 17.169

OH O
mAU
m? \ 2% . | oH  Acido anacardico (15:1)
] S
B oo Ngse 77N
I %% - \

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 5 - Identificacdo dos diferentes acidos anacardicos, trieno (15:3), dieno (15:2) e
monoeno (15:1), presentes no ECC, via UPLC-QTOF-MSE

Ne Nome do [M_—H]’ [M’—H]' Erro Fragmento Formula

Composto Experimental Tedrica (ppm) (m/z) Molecular
1 AcAn (15:3) 341,2094 341,2117 2,3 297,2222 C22H3003
2 AcAn (15:2) 343,2245 343,2273 8,2 299,2355 C22H3203
3 AcAn (15:1) 345,2409 345,243 6,1 301,2534 C22H3403

Fonte: dados da pesquisa.

3.3.4.2 Quantificacéo de acidos anacardicos por HPLC-DAD

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados de quantificagdo de acidos anacardicos por
HPLC-DAD para cada uma das amostras analisadas, referentes as etapas-chave do processo de

obtencéo do extrato concentrado de caju (ECC).
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Tabela 6 — Efeito das etapas do processo de obtengéo do extrato concentrado de caju (ECC)
sobre o contetido de &cidos anacardicos

ACIDOS ANACARDICOS (mg/100g)

N© AMOSTRAS
Trieno (15:3) Dieno (15:2) Monoeno (15:1) Total
1 ECC P6s-prensagens 54,50 + 0,71b 53,50 £ 0,71b 61,50 £ 2,12b 170
2 ECC Pés-centrifugacao 54,00 + 1,00b 54,00 £ 0,00b 57,00 £ 1,00b 165
3 Permeado nd nd nd nd
4 ECC P6s-microfiltracao 108,50 £ 0,71a 124,00 + 0,00a 210,50 + 6,36a 443
5 ECC Pés-pasteurizagéo 113,33 + 4,51a 126,67 + 2,89a 209,00 + 7,07a 449

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: ECC Pos-microfiltragcdo = Retido e nd = ndo detectado.

Resultados expressos em base imida como média + desvio padrédo de analises realizadas em triplicata.

Médias (n=3) seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(95%).

Podemos observar que os acidos anacardicos estdo presentes em todas as amostras
analisadas exceto no permeado. Isso se deve a natureza lipofilica desses compostos fenolicos
que, assim como o0s carotenoides, sdo retidos pela membrana do processo de microfiltracdo
(CORREIA, DAVID e DAVID, 2006). Além disso, observa-se que os teores de &cidos
anacardicos sdo concentrados ao longo do processamento, assim como 0s carotenoides. Nas
etapas iniciais do processo de obtencdo do ECC (Po6s-prensagens e Pds-centrifugacdo) ndo se
verificam diferencas significativas entre as amostras. Entretanto, ap6s a microfiltragdo podemos
verificar uma concentracdo 2 vezes maior para os acidos anacérdicos trieno e dieno e 4 vezes
maior para o acido anacardico monoeno (TABELA 6).

Em comparacdo com a literatura foram determinados no presente trabalho teores de
acidos anacardicos em torno de 600x, 700x e 800x maiores (acidos anacardicos trieno, dieno e
monoeno, respectivamente) que os encontrados nas fibras, conforme relatado por Trevisan et
al. (2006). Os autores quantificaram os acidos anacardicos, trieno, dieno e monoeno na fibra
(0,181 mg/100g, 0,181 mg/100g e 0,249 mg/100g, respectivamente) e no pedunculo de caju
(0,022 mg/100g, 0,032 mg/100g e 0,056 mg/100g, respectivamente). A diferenca observada se
da devido ao processo de microfiltracdo, que concentrou esses compostos no material retido
(ECC).

Na pesquisa bibliografica realizada foram encontrados outros trabalhos relatando a
quantificacdo de acidos anacardicos, entretanto, foram realizadas apenas quantificacGes totais,
utilizando-se método espectrofotométrico, como a relatada por Agostini-Costa et al. (2004),
gue determinaram 33 mg/100g de acido anacardico em pedunculo de caju do clone CCP 076 e
a relatada por Lima (1999), que encontrou teores de acidos anacardicos na faixa de 0,98-1,5

mg/100g em suco de caju comercial, quantidades 34 vezes menores que a encontrada por
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Agostini-Costa et al. (2004). No entanto, esses pesquisadores afirmam que, devido a
caracteristica lipossoluvel do acido anacérdico, durante a extragdo do suco, grande parte do
acido anacardico permanece adsorvida na fibra do pedunculo. Essa afirmacgédo corrobora com
os resultados encontrados no presente estudo, pois se utilizou como matéria-prima para
obtencéo do ECC a fibra do pedunculo de caju.

Ao contrario das outras respostas, diferencas estatisticamente significativas ndo séo
observadas apds o processamento térmico do ECC e, portanto, nos faz concluir que a
pasteurizacdo ndo afetou os teores de acidos anacardicos. Quando submetido a altas
temperaturas (180°C), o &cido anacéardico sofre reacdo de descarboxilacdo convertendo-se a
cardanol (HAMAD; MUBOFU, 2015). No entanto, a temperatura de pasteurizacao utilizada no
processo de obtencdo do ECC é bem inferior (85 °C), e desta forma néo causa degradacdo dos

acidos anacardicos.

Concluséao

A microfiltracdo foi efetiva para concentracdo dos carotenoides totais e acidos
anacardicos (trieno, dieno e monoeno) no material retido, sendo esses compostos concentrados
cerca de 13, 2 e 4 vezes, respectivamente. Além disso, todas as etapas do processo de obtencao
do ECC causaram alteracbes nos parametros de cor e nos teores de carotenoides totais e
polifendis extraiveis totais. Porém, exceto para a etapa de microfiltracdo, os teores de AA nédo
foram influenciados por nenhuma das etapas de obtencdo do ECC. Os polifendis, por sua vez,

apresentaram maior afinidade na fracdo permeada, apresentando apenas tragos no ECC.
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4 EXTRATO CONCENTRADO DE CAJU: DETERMINACAO DE FATORES-CHAVE
PARA SUA ESTABILIDADE

Artigo a ser submetido para publicagdo no periodico Brazilian Journal of Food Technology
(ISSN 1981-6723).

RESUMO
O extrato concentrado de caju (ECC) é um produto de intensa coloragdo amarela, obtido a partir
da fibra do peddnculo de caju, por um processo que contempla tratamento enzimatico,
prensagens sequenciais e microfiltracdo. Vislumbra-se o uso do ECC como corante alimentar,
porém ndo se tem informagfes acerca de sua estabilidade frente a distintas condi¢fes de
processamento e armazenamento. Assim, o objetivo deste trabalho foi empregar o delineamento
de Plackett-Burman (PB) para estudar os efeitos de oito varidveis [tempo de processo,
temperatura de armazenamento, pH, tipo de embalagem, cor de embalagem, presenca ou
auséncia de carboximetilcelulose (CMC), goma de cajueiro (GC) ou lecitina (L)], em trés
tempos de estudo (1, 45 e 90 dias), sobre a estabilidade do ECC. As variaveis resposta foram:
parametros de cor (L *, a*, b * e AE), contetdo de carotenoides totais (CT), potencial zeta (PZ)
e teores de &cidos anacardicos trieno, dieno e monoeno. Sequencialmente, foi realizado um
delineamento composto central rotacional (DCCR), que permitiu determinar as melhores
condicBes de emprego do ECC. A temperatura de processo variou de 60 a 90°C e o pH de 2,5
a 7,0. Como variaveis de resposta utilizou-se os parametros de cor (L*, a*, b* e AE), que foram
avaliados em quatro tempos de armazenamento (1, 7, 21 e 42 dias). Os resultados do PB
mostraram que o uso de menor tempo de processo e a auséncia dos estabilizantes CMC, GC e
L sdo melhores para a estabilidade do ECC. Além disso, o ECC pode ser armazenado a
temperatura ambiente, preferencialmente em embalagens de vidro, e é mais compativel com
matrizes acidas. Ja os resultados obtidos no DCCR mostraram que a estabilidade do ECC foi
afetada negativamente por condi¢cdes de pH mais elevado e temperatura mais drastica. Isso
limita sua aplicacdo em matrizes alimentares que possuem pH préximo a neutralidade e que
requeiram condi¢des drasticas de temperatura. Por outro lado, pode ser empregado, sem perdas
significativas de suas caracteristicas, em uma ampla gama de produtos alimenticios de alta

acidez e submetidos a tratamento térmico brando.

Palavras-chave: Anacardium occidentale L. Fibras. Corante alimentar. Cor. Carotenoides.

Acidos anacardicos.
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ABSTRACT

The concentrated cashew extract (CCE) is a product of intense yellow coloration, obtained from
the cashew peduncle fiber, by a process that includes enzymatic treatment, sequential pressing
and microfiltration. The use of CCE as food dye is envisaged, but there is no information about
its stability against different processing and storage conditions. The objective of this work was
to use the Plackett-Burman (PB) design to study the effects of eight variables [process time,
storage temperature, pH, packaging type, packaging color, presence or absence of
carboxymethylcellulose (CMC), cashew gum (CG), or lecithin (L)], in three study times (1, 45
and 90 days), on the stability of CCE. The response variables were: color parameters (L *, a *,
b * and 4E), total carotenoids (TC) content, zeta potential (ZP) and triene, diene and monoeno
anacardic acid contents. Sequentially, a rotational central composite design (RCCD) was used,
which allowed to determine the best conditions of use of CCE. The process temperature varied
from 60 to 90 ° C and the pH from 2.5 to 7.0. As response variables, the color parameters (L *,
a*, b *and 4E) were used, which were evaluated in four storage times (1, 7, 21 and 42 days).
PB results have shown that the use of shorter process time and the absence of CMC, CG and L
stabilizers are better for CCE stability. In addition, CCE can be stored at room temperature,
preferably in glass containers, and is more compatible with acid matrices. The results obtained
in the RCCD showed that the CCE stability was negatively affected by higher pH conditions
and more drastic temperature. This limits its application in food matrices that have pH close to
neutrality and require drastic temperature conditions. On the other hand, it can be used, without
significant losses of its characteristics, in a wide range of food products of high acidity and
subjected to mild heat treatment.

Key words: Anacardium occidentale L. Fibers. Food coloring. Color. Carotenoids. Anacardic

acids.
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4.1 Introducgéo

A preocupagdo do consumidor em relagdo & seguranca dos corantes sintéticos levou a
restricao de suas aplicacdes em alimentos e aumentou o uso de corantes naturais (JESPERSEN
et al., 2005). Uma cor tipica e de aspecto natural em um alimento sinaliza alta qualidade,
enquanto um produto artificialmente brilhante pode dar a impressdo oposta (AROCAS et al.,
2013). Além disso, os compostos naturais responsaveis por diferentes cores demonstram ter
efeitos bioldgicos benéficos ao organismo.

Nesse sentido, pesquisas tém sido conduzidas no intuito de se descobrir novas fontes
desses ingredientes, tal como os estudos relatados por Abreu et al. (2013 a e b), nos quais
desenvolveu-se um processo, que contempla etapas de maceragdo, prensagem, filtracéo,
centrifugacdo e microfiltracdo, para a producdo de um extrato concentrado de caju (ECC) a
partir das fibras residuais do pedunculo. Esse extrato apresenta intensa coloracdo amarela,
podendo vir a ser um substituto ao corante artificial tartrazina, que tem potencial toxicoldgico
e mutagénico comprovado (ANASTACIO et al., 2016). Além disso, apresenta importante valor
nutricional, devido a presenca de xantofilas que possuem atividade pro-vitaminica (o-caroteno,
B-caroteno e P-criptoxantina) e propriedades funcionais, podendo prevenir a degeneracao
macular relacionada a idade (devido a presenca de luteina e zeaxantina) e doengas como
arteriosclerose, catarata, esclerose maltipla e cancer (devido a alta concentracéo de carotenoides
em geral) (RODIGUEZ-AMAYA, KIMURA e AMAYA-FARFAN, 2008; VALDUGA et al.
2009; ABREU et al. 2013a).

Adicionalmente aos carotenoides do ECC, foi reportada a presenca de &cido anacardico
nesse extrato (DIONISIO et al., 2018). Esse composto é uma mistura de acidos 6-alquil-
salicilico e muitas pesquisas tém atribuido efeitos bioldgicos a esses compostos, tais como a
inibicdo de varios tipos de células tumorais humanas (CARVALHO, 2011; HSIEH;
HERNANDEZ-LEDESMA; LUMEN, 2011; WU et al., 2011; TAN et al. 2012), além de
exercer atividade antiviral, antibacteriana e antifungica (MUROI; KUBO, 1996; KUBO; LEE;
KUBO, 1999; NARASIMHAN et al. 2008; SHARMA et al. 2013; HUNDT; LI; LIU, 2015;
HOLLANDS et al., 2016; MUZZAFAR et al. 2016).

A degradacéo de carotenoides durante o processamento e armazenamento de alimentos
foi relatada em diversos trabalhos, sendo relacionada a mudancas de pH, luz, reacdes de oxido-
reducdo, temperatura, dentre outras (CHEN; PENG; CHEN, 1995; FERREIRA; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2008; RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008; OLIVEIRA
etal. 2014; RODRIGUEZ-AMAYA, 2016). No entanto, segundo Rodriguez-Amaya, (2016), o

conhecimento das reacdes e dos mecanismos subjacentes ainda é limitado, assim como sao
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escassos trabalhos avaliando a degradacéo de carotenoides quando expostos a diferentes valores
de pH (OLIVEIRA et al., 2014). Os 4cidos anacardicos também podem sofrer degradacdo. A
literatura afirma que, devido a termolabilidade do grupo carboxilico, quando submetido a altas
temperaturas (>180 °C), o acido anacéardico sofre reacdo de descarboxilacdo convertendo-se a
cardanol (SHOBHA; KRISHNASWAMY; RAVINDRANATH, 1992; HAMAD; MUBOFU,
2015).

Assim, condicdes de processamento e armazenamento dadas ao ECC podem vir a
comprometer sua qualidade nutricional e funcional, bem como aspectos de sua aplicacao
alimentar, devido a mudangas em sua cor.

O ECC, uma vez disponibilizado para uso como aditivo alimentar, podera ser submetido
a um segundo tratamento térmico, o que poderad causar prejuizos em sua cor, e a diferentes
valores de pH, pois o pH da fase aquosa em emulsdes de alimentos e bebidas pode variar
consideravelmente, como de &cido em refrigerantes a ligeiramente basico em algumas bebidas
nutricionais (QIAN et al. 2012). Além disso, como o ECC é uma emulséo instavel (GOES,
2017), pois ao longo de seu armazenamento apresenta separacdo de fases, torna-se interessante
estudar o emprego de estabilizantes (carboximetilcelulose, goma de cajueiro e/ou lecitina de
soja), que possam promover sua homogeneidade (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010).
Ademais, 0 uso de embalagens transparentes ou &mbares, assim como o tipo de material da
embalagem, pléstico ou vidro, sdo questdes importantes para a preservacao dos compostos de
interesse, pois as mesmas podem oferecer maior ou menor protecdo a luz e permeabilidade ao
oxigénio (AYHAN et al., 2001). Da mesma forma, verificar a necessidade ou nao de
temperatura de refrigeragdo para 0 armazenamento, sem prejuizo de suas caracteristicas, é
fundamental.

Para tanto, o objetivo inicial do presente trabalho foi empregar o delineamento de
Plackett-Burman (PB) para estudar os efeitos de oito variaveis [tempo de processo, temperatura
de armazenamento, pH, tipo de embalagem, cor de embalagem, presenca ou auséncia de
carboximetilcelulose (CMC), goma de cajueiro (GC) ou lecitina (L)], em trés tempos de estudo
(1, 45 e 90 dias), sobre a estabilidade do ECC. Sequencialmente, realizou-se um delineamento
composto central rotacional (DCCR), que permitiu determinar as melhores condigdes de

emprego do ECC.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Matéria-prima e obtencéo do extrato concentrado de caju (ECC)
A matéria-prima e o processo de obtencdo do ECC, a ser utilizado nos delineamentos

experimentais, estdo descritos nos subitens 3.2.1 e 3.2.2 do tdpico 3 desta tese de doutorado.

4.2.2 Delineamento de Plackett e Burman (PB)

O delineamento de Plackett e Buman com oito variaveis e dois niveis (TABELA 7) foi
empregado resultando em um total de doze tratamentos, que foram realizados de acordo com a
matriz apresentada na Tabela 8.

Tabela 7 — Variaveis e niveis avaliados no delineamento de Plackett-Burman

. Niveis
Variaveis
-1 +1
Tempo de processamento (min) 60 30
Temperatura de armazenamento (°C) 2 25
Potencial hidrogeninico 2,5 7
Carboximetilcelulose (%) 0% 0,2%
Tipo de embalagem Vidro Plastico
Cor da embalagem Transparente Ambar
Goma de cajueiro (%) 0% 0,2%
Lecitina (%) 0% 0,1%

Fonte: autor.

Tabela 8 — Matriz do delineamento de Plackett-Burman com os valores codificados das
varidveis independentes

Variaveis Independentes

Ensaio TP* TE pH CMC TE CE GC L
1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
10 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Fonte: autor.

Legenda: TP = Tempo de processamento, TE = Temperatura de armazenamento, CMC = Carboximetilcelulose,
TE =Tipo de embalagem, CE = Cor da embalagem, GC = Goma de cajueiro, L = Lecitina, V = Vidro, P = Plastico,
T = Transparente e A = Ambar. *A temperatura de processamento foi fixada em 90°C.
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De acordo com as definigdes do planejamento estatistico (TABELA 8), a partir do ECC
obtido realizaram-se diferentes tratamentos, nos quais o pH do ECC foi ajustado com é&cido
citrico anidro PA-ACS (DINAMICA) para pH 2,5 ou com hidréxido de potassio 85% P.A.
(VETEC) para pH 7,0. Em seguida, o ECC foi submetido ao tratamento térmico. O tempo
empregado no tratamento térmico foi de 30 min ou 60 min e a temperatura de processamento
foi fixada em 90 °C, utilizando-se para isso um banho maria (MARCONI, Brasil). Ap6s o
tratamento térmico, em uma cabine asseptica (FT83, Sterile Filler System, Armfield), as
amostras foram transferidas para frascos de 100 mL com tampas rosqueaveis, de plastico ou
vidro, transparente ou ambar, previamente higienizados com cloro (100 mg/L), de acordo com
as definicdes do planejamento estatistico. Os frascos foram armazenados em camara de
refrigeracdo com temperaturas ajustadas em 2 ou 25 ° C. Nos tempos definidos (1 dia, 45 dias
ou 90 dias), as amostras foram avaliadas quanto a cor (parametros L”, a”, b" e AE), potencial
zeta (PZ) e contetdos de carotenoides totais (CT) e acidos anacardicos (AA). Para célculo do
AE, as amostras obtidas nos diferentes tratamentos foram comparadas a amostra controle (ECC
obtido ap6s o processo descrito no subitem 3.2.2 do tdpico 3 desta tese de doutorado), que ndo
recebeu tratamento térmico adicional, ndo foi adicionado de estabilizantes, nao teve o pH
ajustado e foi armazenado em embalagem de vidro &mbar na temperatura de 5°C (TABELA 9).
Para a andlise estatistica, utilizou-se o programa Protimiza Experimental Design (Versdo 2014),
considerando p < 0,05.

Tabela 9 — Caracteristicas da amostra usada como controle
Amostra TP TE pH CMC TE CE GC L
Controle 85 °C/30s 50°C 37 0 Vidro Ambar 0 0

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: TP = Tempo de processamento, TE = Temperatura de armazenamento, CMC = Carboximetilcelulose
0,2%, TE = Tipo de embalagem, CE = Cor da embalagem, GC = Goma de cajueiro (0,2%) e L = Lecitina (0,1%).

4.2.2.1. Métodos analiticos
Os métodos analiticos para avaliacdo dos efeitos das variaveis sdo descritos a seguir:

4.2.2.1.1 Cor
A analise de cor foi realizada conforme descrito no subitem 3.2.3.1 do topico 3 desta
tese de doutorado.
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4.2.2.1.2 Carotenoides totais (CT)
A andlise de carotenoides totais foi realizada conforme descrito no subitem 3.2.3.2 do

topico 3 desta tese de doutorado.

4.2.2.1.3 Potencial zeta (PZ)

O potencial zeta foi determinado pela mensuracdo da mobilidade eletroforética da
particula dispersa em um campo elétrico por meio do equipamento Malvern 3000 Zetasizer
NanoZS (Malvern Instruments, UK). As amostras foram diluidas na propor¢éo de 1:100 para
leitura. O potencial zeta foi determinado a temperatura ambiente de 25°C. As leituras foram
realizadas em triplicata.

4.2.2.1.4 Identificagdo (UPLC-QToF-MSF) e quantificacdo (HPLC-DAD) de acidos anacardicos
Essas metodologias foram descritas nos subitens 3.2.3.4 e 3.2.3.5 do topico 3 desta tese
de doutorado.

4.2.3 Delineamento composto central rotacional (DCCR 2?)

A partir dos resultados obtidos no delineamento de Plackett e Burman (PB) observou-
se que o pH foi a variavel que mais afetou a estabilidade do ECC. Por conta disso e, também,
pelo fato de ndo ter sido possivel estudar a temperatura de processamento no PB, devido a um
contratempo, realizou-se um delineamento composto central rotacional (DCCR) com essas duas
variaveis, resultando em 11 tratamentos, com o intuito de avaliar o efeito de diferentes valores
de pH e temperatura sobre a cor do ECC. Como respostas, 0s parametros de cor (L*, a*, b* e
AF) foram avaliados.

A partir do ECC obtido realizou-se diferentes tratamentos, de acordo com as condicdes
definidas no planejamento estatistico (TABELA 10). O pH do ECC foi ajustado com acido
citrico anidro PA-ACS (DINAMICA) ou hidroxido de potassio 85% P.A. (VETEC) (pH
variando entre 2,5 e 7,0) (TABELA 10). Em seguida, as amostras foram colocadas em frascos
de vidro ambar de 50 mL com tampas rosqueaveis, previamente higienizados com cloro (100
mg.L?), e submetidos ao tratamento térmico, utilizando-se um banho maria (MARCONI,

Brasil), em condi¢des que variaram de 60 a 90 °C, por 60 minutos.
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Tabela 10 - Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) com os valores
codificados e reais das variaveis independentes
Variaveis Independentes

Ensaio pH Temperatura
Codificado Real Codificado Real (°C)
1 -1 3,2 -1 64
2 1 6,4 -1 64
3 -1 3,2 1 86
4 1 6,4 1 86
5 -1,41 2,5 0 75
6 1,41 7,0 0 75
7 0 4,8 -1,41 60
8 0 4,8 1,41 90
9 0 4.8 0 75
10 0 4,8 0 75
11 0 4,8 0 75

Fonte: autor.
*QO tempo de processamento foi fixado em 60 minutos.

Os frascos de vidro &mbar contendo o ECC foram armazenados em camara de
refrigeracdo com temperatura ajustada em 5 + 2 °C. Nos tempos definidos (1 dia, 7 dias, 21
dias ou 42 dias), as amostras foram transferidas para tubos de ensaios transparentes (FIGURA
9) e avaliadas quanto a cor (parametros L*, a*, b" e AE) da forma descrita no subitem 3.2.3.1 do
topico 3. Para calculo do AE, as amostras obtidas nos diferentes tratamentos foram comparadas
a amostra controle (TABELA 9). Para a analise estatistica, utilizou-se o programa Protimiza

Experimental Design (Versao 2014), considerando-se p < 0,05.

Figura 9 — Amostras do extrato concentrado de caju (ECC) em
diferentes condicdes de processamento (11 ensaios + controle)

Fonte: autor.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Avaliacdo dos efeitos das variaveis de processamento e armazenamento do
delineamento de Plackett e Burman (PB)

O PB possibilita o estudo simultaneo de um elevado nimero de fatores com um pequeno
numero de tratamentos e permite a triagem dos fatores que causam maior ou menor efeito nas
variaveis avaliadas. Neste estudo, avaliaram-se oito variaveis, em dois niveis, sendo eles: o
tempo de processamento térmico (60 ou 30 min), a temperatura de armazenamento (2 ou 25
°C), o pH (2,5 ou 7,0), o tipo de embalagem (vidro ou pléastico), a cor da embalagem
(transparente ou ambar) e a incorporacdo de carboximetilcelulose (0 ou 0,2%) e/ou goma de
cajueiro (0 ou 0,2%) e/ou lecitina (0 ou 0,1%) para testar a estabilidade do ECC ao tratamento
térmico, forma de armazenamento, diferentes pHs e uso de estabilizantes.

Na Tabela 11 sdo mostrados os resultados de todas as varidveis respostas analisadas:
parametros de cor (L*, a*, b* e AE), carotenoides totais, potencial zeta e acidos anacardicos
(trieno, dieno e monoeno). No entanto, a analise dos resultados foi feita por meio da estimativa
dos efeitos dos parametros avaliados, apds 1, 45 e 90 dias de armazenamento, com o auxilio do

software Protimiza.

4.3.1.1 Cor (L*, a*, b* e AE)

O parametro L* indica a luminosidade da amostra. Para o presente trabalho, uma
diminuicdo do seu valor significa que o ECC se torna mais escuro, assim como um aumento no
seu valor significa que o ECC se torna mais claro. Ja as coordenadas a* e b* indicam a
intensidade de vermelho e verde e a intensidade de amarelo e azul, respectivamente. A
diminuicdo nos valores dessas coordenadas significa que o ECC se torna menos vermelho (ou
mais verde) e menos amarelo (ou mais azul), respectivamente. Um aumento dessas coordenadas
significa exatamente o inverso. J4 a diferenca de cor total é usada como um indicador de
qualidade de cor na inddstria. Quantifica a magnitude da diferenca de cor entre as amostras
submetidas aos diferentes tratamentos e armazenamento e a amostra controle (WIBOWO et al.,
2015).
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Tabela 11 - Resultados obtidos para os parametros de cor (L*, a*, b* e AE), potencial zeta (PZ), carotenoides totais (CT) e acidos anacérdicos

(AA) apos 1 dia, 45 dias e 90 dias de armazenamento

Variaveis Tempo Ensaios

de resposta (dias) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 C

1 5082 6558 59,10 5930 6568 5948 5812 5848 64,60 6599 66,16 66,33 62,97

L* 45 5887 6467 5745 5807 6426 5835 57,00 5801 6370 64,89 6336 64,68 62,95

90 58,72 6516 57,50 57,88 63,63 57,84 5593 57,71 64,11 6459 6254 6455 62,19

1 547 416 691 616 447 627 611 577 530 392 442 444 119

a* 45 524 68 816 544 615 755 800 574 457 336 495 403 163

c 90 511 727 653 584 690 629 759 534 412 269 580 369 1,99
or 1 51,97 62,32 5343 5031 6258 54,13 48,70 4894 6051 6100 62,75 62,48 57,85
b* 45 5112 62,90 47,75 49,14 60,07 48,92 47,90 4836 5841 60,77 57,14 59,97 5547

90 49,95 62,39 48,09 4838 5927 50,72 4575 4756 5920 59,06 5552 59,8 56,34

1 792 597 820 976 636 7,20 11,46 1098 516 514 6,70 659 3

AE 45 697 924 1152 885 658 996 11,55 959 423 591 375 539 ;

90 791 856 1052 984 590 832 1352 1042 4,06 3,70 392 452 ;
T oz 1 3540 -29,40 -22,40 -4020 -35,30 -2540 -47,40 -46,00 -40,30 -27,90 -39,90 -40,50 -34,70
Anélise fisica (V) 45 3345 -40,77 -30,95 -3565 -4414 -31,40 -33,76 -4050 -46,10 -24,20 -22,00 -26,30 -24,25
90  -37,86 -23,58 -4040 -46,08 -2026 -39.32 -44.02 -4224 22,12 -18,90 -17,80 -12,90 -28,94

or 1 1336 13,10 13,16 1372 12,87 1344 12,68 1320 13,10 1360 12,61 1284 14,08

(mg/100g) 45 12,72 1244 12,98 1389 12,02 1285 12,66 13,40 12,11 1245 11,78 12,00 13,80

90 11,73 1351 1330 12,23 1198 12,89 1829 1444 1147 1385 10,60 11,67 13,52

AcAn Trieno 1 083 084 08 091 092 088 092 092 087 095 095 093 085

(Lg/mo) 45 087 088 087 09 092 079 084 087 08 08 08 08 080

Compostos 90 087 09 08 08 091 087 09 091 08 092 091 090 079
bioativos AcAn Dieno 1 099 098 1,04 107 1,08 1,03 1,08 1,07 101 112 1,10 1,10 0097
La/mo) 45 093 1,00 098 106 1,01 093 095 097 101 1,02 1,00 101 0091

90 099 1,02 097 102 107 1,01 1,00 1,02 100 106 1,05 1,02 092

AcAn M 1 139 140 153 159 1,59 153 162 1,60 150 1,67 1,64 154 140

¢ (ﬁg/rﬂg;’eno 45 136 149 146 154 146 134 142 144 138 153 152 145 131

90 144 153 134 150 1,58 149 147 153 148 159 157 154 131

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: C = Controle e (-) = AE ndo calculado.

Valores médios de analises realizadas em triplicata.
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Na Tabela 11, é possivel verificar, nos doze ensaios realizados, variacdo entre 55,93 e
66,33 nos valores do parametro L*, variacdo entre 3,36 e 8,16 nos valores do pardmetro a*,
variacdo entre 45,75 e 62,90 nos valores do parametro b* e variacdo entre 3,70 e 13,52 nos
valores de AE. Essas variacdes indicam mudancas na coloracdo do ECC, deixando-o mais ou
menos escuro, mais ou menos vermelho (ou verde) e mais ou menos amarelo (ou azul),
comparado ao controle. No entanto, apesar de 83,33% dos valores de AE se apresentarem
maiores que 5, 0 que indica que as pessoas observam duas diferentes cores entre a amostras e 0
controle (MOKRZYCKI; TATOL, 2011), € possivel notar, se plotarmos os valores de a* e b*
no diagrama de cores CIELAB (FIGURA 10), que a cor do ECC se mantém na regiéo referente
a coloracdo amarela brilhante.

Figura 10 — Distribuicdo das amostras (obtidas nos
diferentes tratamentos e tempos de estudo) nos eixos a* e
b* do sistema de coordenadas de cores CIELAB

+b*

-a* /gﬁm 60 90| 4+ g*

Fonte: autor.

Na Tabela 12 sdo mostrados os dados da estimativa dos efeitos dos parametros
analisados apds 1 dia (T1), 45 dias (T2) e 90 dias (T3) de armazenamento para 0s parametros
de cor: L*, a*, b* e AE.

E possivel observar que o pH foi a Unica variavel que mostrou efeito estatisticamente
significativo em todos os tempos de estudo. Para os parametros L* e b*, os efeitos obtidos
foram negativos, indicando que para pH 7 seus valores diminuiram, o que significa que o ECC
se torna mais escuro e menos amarelo, respectivamente. Entretanto, para o pardmetro a* e AE,
os efeitos observados foram positivos, indicando que para pH 7 seus valores aumentaram, o que
corresponde a uma maior intensidade da tonalidade vermelha (ou menor intensidade da
tonalidade verde) no ECC e maior diferenca de cor das amostras em relagdo ao controle,
respectivamente. Oliveira et al. (2014) avaliando a estabilidade dos carotenoides de um puré de
péssego em diferentes valores de pH (2,5, 3,0, 3,5, 4,0 e 4,5), durante 90 dias de armazenamento

a4 e 23 °C, perceberam que os valores mais baixos do parametro L* foram obtidos para pH 2,5
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a 4 °C, enquanto que para 23 °C os valores de L* ndo apresentaram diferencas significativas
entre os diferentes valores de pH. J& os menores valores de b* foram obtidos para pH 4,0 e 4,5,
enquanto os maiores valores foram obtidos para pH 3,5. Com relacdo ao parametro a*, os
maiores valores foram obtidos em pH 4,5. Assim, os autores afirmaram que durante os 90 dias
de armazenamento os parametros L * e b * diminuiram, enquanto a * aumentou para todos 0s
valores de pH. Essa variacdo de cor envolveu uma mudanca dos tons de amarelo para vermelho
entre os valores de pH testados. Afirmaram ainda que a diminuicdo da luminosidade e,
consequentemente, o aumento do escurecimento pode ser indicativo de alguma precipitacdo ao
longo do armazenamento.

Observou-se que a partir do segundo tempo de estudo (45 dias) até o final do
armazenamento (90 dias), o tempo de processamento mostrou efeito positivo (p < 0,05) para o
parametro L*. Ja para o parametro b*, isso foi observado apenas para 90 dias de
armazenamento. Esses resultados indicam que quando o tempo de processo foi maior (60
minutos) os valores de L* e b* diminuiram. Isso ja era esperado porque um tempo maior de
processamento favorece a uma maior evaporagdo da agua presente, concentrando os sélidos
sollveis, e causando, consequentemente, diminui¢cdo do valor de L*. Por outro lado, é
importante lembrar que algumas reacdes de oxidagdo podem contribuir para a reducao do brilho
(RAMOS et al., 2008). Além disso, como os carotenoides sdo os responsaveis pela cor do ECC
e sabendo da instabilidade desses compostos, devido a presenca de duplas ligagdes conjugadas
em suas estruturas, a diversos fatores como, por exemplo, o calor (RODRIGUEZ-AMAYA,
KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008), esperava-se que com o emprego de um segundo
tratamento térmico, referente a uma possivel aplicacdo do ECC a uma matriz alimenticia,
ocorresse alguma degradacgédo desses compostos. Por outro lado, para o parametro a* e AE nédo
foram observados efeitos estatisticamente significativos do tempo de processo. O emprego do
tratamento térmico de 30 ou 60 minutos a 90 °C foi indiferente para a diferenca de cor total.

Observou-se, também, que no terceiro tempo de estudo (90 dias) a temperatura de
armazenamento causou efeito negativo no ECC, indicando que quando a temperatura de
armazenamento foi maior (25 °C) o valor de L* diminuiu, enquanto para o parametro a*
observou-se efeito positivo nos dois Gltimos tempos de estudo (45 e 90 dias), o que significa
gue quando a temperatura de armazenamento foi 25 °C o valor de a* aumentou. Ja o parametro
b* e AE ndo sofreram nenhum efeito estatisticamente significativo da temperatura de

armazenamento.
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Tabela 12 — Estimativa dos efeitos dos parametros analisados apds 1 dia, 45 dias e 90 dias de armazenamento para 0s parametros de cor L*, a*,
b* e AE

Fator Tempo Efeito Erro padréo t calculado p-valor
(dias) L* ax b* AE L* a* Db* AE L* ax b* AE L* ax b* AE
1 62,39 528 5659 762 012 011 0,26 0,26 541,83 49,72 218,08 29,55 0,0000 0,0000 0,0000 0,0001
Média 45 61,11 584 5437 7,79 0,09 0,13 0,36 057 64578 44,28 152,93 13,67 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008

90 60,85 560 5381 7,60 0,12 0,07 0,33 0,44 526,05 7509 162,25 17,28 0,0000 0,0000 0,0000 0,0004

1 051 -042 092 -112 0,23 021 052 052 221 -19 177 -2,18 0,1136 0,1448 0,1755 0,1176
Tempo processo 45 082 -014 223 025 019 026 0,71 114 438 -054 314 022 0,0220 0,6244 0,0517 0,8426
90 091 o017 231 -045 023 015 066 088 395 115 348 -052 0,0290 0,3330 0,0400 0,6407

1 -007 021 145 006 0,23 021 052 052 -029 100 279 011 0,7911 0,3894 0,0682 0,9194
45 -052 221 -051 194 019 026 O,71 1,14 -279 840 -0,72 1,70 0,0681 0,0035 0,5213 0,1869
90 -083 227 -037 172 023 0,15 066 088 -357 1519 -056 195 0,0375 0,0006 0,6174 0,1463

Temperatura de
armazenamento

1 -6,67 166 -1069 327 023 0,21 052 052 -2898 7,83 -2060 6,33 0,0001 0,0043 0,0003 0,0080
pH 45 -6,30 1,70 -11,01 389 0,19 026 0,71 1,14 -33,76 6,46 -1549 3,41 0,0001 0,0075 0,0006 0,0421
90 -6,50 1,04 -1080 4,98 023 0,15 0,66 088 -2810 6,96 -16,28 5,66 0,0001 0,0061 0,0005 0,0109

1 -085 0,09 -207 132 023 021 052 052 -371 042 -398 257 0,0341 0,7005 0,0283 0,0828
CMC 45 -031 058 018 109 019 026 0,71 1,14 -169 219 026 096 0,1901 0,1165 0,8116 0,4096
90 -022 116 -0,10 223 0,23 0,15 066 088 -095 777 -015 254 044118 0,0044 0,8915 0,0846

1 033 031 034 -089 023 021 052 052 -143 147 066 -1,73 0,2473 0,2368 0,5556 0,1817

er;ggfa‘gjzm 45 000 017 -0,65 034 019 026 071 1,14 001 064 -091 030 009934 05649 04291 0,7850

90 010 -057 035 -089 023 015 066 088 043 -383 053 -1,01 06947 00313 06327 0,3853
Cor da 1 022 016 -072 -0,10 023 021 052 052 -097 075 -139 -019 04037 05062 02595 08586
embalagem 45 043 038 -131 -084 019 026 071 114 -229 -145 -185 -074 0,055 02419 01615 0,5147

9 -0,73 -042 -140 -0,75 023 015 0,66 0,88 -316 -281 -212 -085 00510 0,0675 0,1244 04592
Goma de 1 -002 -051 -121 095 023 021 052 052 -0,10 -242 232 184 09257 00945 0,1026 0,1638
Cajueiro 45 009 -053 -029 -081 019 026 071 114 -047 -200 -041 -071 06683 01396 07123 0,5303

90 -065 -005 -191 -0,07 0,23 0,15 0,66 088 -282 035 -288 -0,09 0,0665 0,7518 0,0634 0,9374

1 -0,07 -0,10 035 -0,60 023 0,21 052 052 -029 -049 068 -116 0,7911 0,6601 0,5448 0,3311
Lecitina 45 0,0 -004 021 -101 019 026 0771 114 054 -015 029 -0,89 0,6239 0,8890 0,7886 0,4410
90 033 011 083 -0,80 0,23 015 0,66 088 144 0,77 1,25 -091 0,2453 10,4967 0,2987 0,4293

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: CMC = Carboximetilcelulose.
Parametros em negrito sdo estatisticamente significativos (p < 0,05).
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Resultado semelhante foi obtido por Qian et al. (2012), que estudaram a influéncia da
temperatura e pH na estabilidade fisico-quimica de nano emulsdes enriquecidas com f-
caroteno. Os autores observaram que, de maneira geral, a luminosidade (L*) e a intensidade de
cor (a* e b*) diminuem progressivamente durante a estocagem e que a taxa de perda de cor
aumenta com o aumento da temperatura de estocagem (faixa estudada entre 5 e 55 °C).

Wibowo et al. (2015) estudaram mudangas na cor de suco de laranja pasteurizado (92
°C/30s) durante armazenamento (20 e 28 °C/32 semanas, 35 °C/12 semanas e 42 °C/8 semanas)
e observaram diminuicdo nos valores de L* e b* e aumento nos valor de a* e AE quando a
temperatura e tempo de armazenamento foram maiores, o que significa que o suco de laranja
escureceu, teve seu tom amarelado reduzido e apresentou um tom avermelhado crescente.
Ademais, apresentou diferenca de cor total, entre o suco pasteurizado antes e apds
armazenamento, bem visivel (AE > 3).

A adicdo de CMC ao ECC apresentou efeito negativo aos parametros L* e b*, o que
indica que a adigdo de CMC diminuiu os valores desses parametros. No caso do parametro L*
isso ja era esperado, pois a luminosidade diminui com o aumento dos s6lidos sollveis. Ja o
parametro a* sofreu efeito positivo, o que significa que com a adicdo de CMC o valor de a*
aumentou, tornando a intensidade da cor vermelha maior.

Além disso, o parametro a* sofreu efeito negativo do tipo de embalagem, indicando que
quando a embalagem utilizada foi de plastico o valor de a* diminuiu. Isso corresponde a uma
menor intensidade da cor vermelha (ou maior intensidade da cor verde) no ECC.

Ademais, a cor da embalagem e a presenca ou auséncia de goma de cajueiro e/ou lecitina
ndo apresentaram nenhum efeito estatisticamente significativo sobre os parametros de cor (L*,
a*, b* e AE). No entanto, esperava-se que o0 uso de embalagens ambares ajudasse a proteger 0s
carotenoides da degradacdo e consequentemente a cor do ECC, pois segundo Rodriguez-
Amaya, Kimura e Amaya-Farfan, (2008) os carotenoides sdo degradados principalmente pela
oxidacdo enzimatica e ndo enzimatica, as quais dependem da disponibilidade do oxigénio e da
estrutura do carotenoide, sendo estimuladas, entre outras coisas, pela presenca de luz.

4.3.1.2 Carotenoides totais (CT)

Na Tabela 13 séo apresentados os dados da estimativa dos efeitos dos parametros
analisados apos 1 dia (tempo 1), 45 dias (tempo 2) e 90 dias (tempo 3) de armazenamento para
0s carotenoides totais.

Apbs o primeiro dia de armazenamento ocorreu efeito positivo, estatisticamente

significativo (p<0,05), do tempo de processo, 0 que significa dizer que quando o tempo de
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tratamento térmico foi maior (60 minutos) observou-se menor contetdo de carotenoides totais.
A partir do segundo tempo (45 dias) até o final do estudo esse efeito ndo foi mais observado.
Esse resultado esta de acordo com as conclusdes que Rodriguez-Amaya, Kimura e Amaya-
Farfan (2008) descrevem, ou seja, independentemente do método de processamento, a perda de

carotenoides é maior quanto maior for o tempo e temperatura do tratamento térmico.

Tabela 13 - Estimativa dos efeitos dos parametros analisados apos 1, 45 e 90 dias para 0s
carotenoides totais

Fator Tempo (dias) Efeito Erro padréo t calculado p-valor

1 13,14 0,06 238,25 0,0000

Média 45 12,61 0,13 98,47 0,0000

90 13,00 0,76 17,17 0,0004

1 0,42 0,11 3,78 0,0325

Tempo de processo 45 0,24 0,26 0,94 0,4178
90 -0,60 1,51 -0,39 0,7198

1 -0,33 0,11 -2,96 0,0595

lfmg’;er::g:n‘:g 45 0,31 0,26 1,20 03171
90 0,86 1,51 0,57 0,6084

1 0,24 0,11 2,18 0,1178

pH 45 0,95 0,26 3,71 0,0340

90 1,63 1,51 1,08 0,3596

1 -0,06 0,11 -0,51 0,6429

Carboximetilcelulose 45 0,29 0,26 1,13 0,3398
90 1,31 1,51 0,87 0,4495

1 0,18 0,11 1,60 0,2076

Tipo de embalagem 45 0,05 0,26 0,21 0,8484
90 -0,02 1,51 -0,01 0,9919

1 0,10 0,11 0,94 0,4180

Cor da embalagem 45 0,03 0,26 0,12 0,9141
90 0,45 1,51 0,30 0,7857

1 -0,17 0,11 -1,57 0,2141

Goma de cajueiro 45 -0,21 0,26 -0,81 0,4787
90 0,97 1,51 0,64 0,5673

1 -0,01 0,11 -0,09 0,9335

Lecitina 45 -0,12 0,26 -0,46 0,6797

90 -1,11 1,51 -0,74 0,5154

Fonte: dados da pesquisa.
Parametros em negrito séo estatisticamente significativos para a resposta (p < 0,05).

Jaeschke, Marczak e Mercali (2016) avaliaram a degradacgéo de carotenoides na polpa
de acerola durante aquecimento 6hmico e aquecimento convencional. A degradacdo dos
carotenoides foi avaliada a 90 e 95 °C apds 50 min de tratamento. As diferentes temperaturas
avaliadas mostraram o mesmo efeito nas taxas de degradacdo (0-1,8%). Para investigar a
influéncia da concentracdo de oxigénio no processo de degradacdo, o aquecimento dhmico

tambeém foi realizado sob atmosfera modificada rica e pobre em oxigénio a 90 °C. A degradacgéo
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dos carotenoides foi maior sob uma atmosfera rica em oxigénio, indicando que o oxigénio € o
reagente limitante da reacdo de degradacdo. A degradacao dos carotenoides foi semelhante para
ambas as tecnologias de aquecimento.

Efeito positivo, estatisticamente significativo, do pH ocorreu com 45 dias de
armazenamento, o que significa dizer que em pH 7 observou-se maior teor de carotenoides
totais. No entanto, esse efeito ndo foi observado nos demais tempos de estudo. Isso pode ocorrer
devido ao fato de os carotenoides sofrerem reacdes de decomposicdo, desidratacdo ou
isomerizacdo quando entram em contato com acido (RODRIGUEZ-AMAY A, 2000). Segundo
Oliveira et al. (2014), as informacdes a respeito de carotenoides adicionados a uma matriz
alimenticia exposta a diferentes valores de pH séo escassas. Por isso, avaliaram a estabilidade
dos carotenoides de um puré de péssego a diferentes valores de pH (2,5, 3,0, 3,5, 4,0 e 4,5)
durante 90 dias de armazenamento a 4 e 23 ° C. Concluiram que a degradacdo dos carotenoides
foi maior no pH de 4,0 e 4,5 e a maior retencdo foi obtida no pH 3,0 e 3,5. A zeaxantina foi 0
carotenoide mais afetado com perdas de 60 a68 % a4 °Ce 56 a 75 % a 23 °C.

Qian et al. (2012) estudaram a influéncia da temperatura e do pH na estabilidade fisico-
qguimica de nano emulsbes enriquecidas com [-caroteno. Observaram que a taxa de
desvanecimento da cor, devido a degradacdo de B-caroteno, aumentou com 0 aumento da
temperatura de armazenamento (5-55 °C) e foi mais rapida em pH 3 do que 4-8.

Foi possivel observar, também, que a temperatura de armazenamento, a adicdo de
estabilizantes, o tipo e a cor da embalagem ndo causaram nenhum efeito estatisticamente
significativo nos teores de carotenoides totais. Entretanto, Rodriguez-Amaya, Kimura e
Amaya-Farfan (2008) afirmam que a degradacao dos carotenoides, consequentemente a perda
de cor, € estimulada, entre outras coisas, pela presenca de luz. Portanto, esperava-se que a
utilizacdo de embalagens de cor ambar fosse um parametro significativo (p < 0,05) para a
preservacdo dos carotenoides e da cor do ECC.

Resultados diferentes dos obtidos foram encontrados na literatura. Freitas et al. (2006),
que estudaram a estabilidade dos carotenoides totais em suco tropical de acerola, durante 350
dias de armazenamento em condi¢bes similares as de comercializacdo (28 °C + 2 °C),
observaram que os valores de carotenoides totais permaneceram inalterados nas amostras do
processo asséptico (embalagens cartonadas), enquanto nas do hot fill (garrafas de vidro) houve
reducdo de 12,5%. Nesse caso, a protecdo contra a luz foi significativa para a retencdo dos
carotenoides.

Oliveira et al. (2010) avaliaram a estabilidade de -caroteno em suco de manga “Uba”

comercializado em embalagem tetra pak, em cinco tempos de estocagem (1 a 5 meses) e em
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embalagem de vidro, em trés tempos de estocagem (ap6s 3, 4 e 5 meses de armazenamento).
Com relagdo aos teores de f-caroteno, encontrados nos sucos comercializados em embalagem
de vidro, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os trés tempos de estocagem.
Entretanto, apesar de os valores de [-caroteno encontrados serem maiores no suco em
embalagem de vidro em relacdo a embalagem tetra pak, foi possivel observar reducdo, em
nameros absolutos, com o aumento do tempo de estocagem (15 a 25%). Os autores atribuiram
essa reducdo, principalmente, a incidéncia de luz pela embalagem transparente e pela
permanéncia em temperatura ambiente, uma vez que os sucos foram armazenados em condi¢cdes

semelhantes as de comercializag&o.

4.3.1.3 Potencial zeta (PZ)

Segundo Rezvani, Schileining e Taherian (2012), para que uma emulsdo seja
considerada estivel, o potencial zeta deve ser >|25| mV. Assim, as forcas repulsivas
predominam em relacdo as atrativas de London, logo o sistema fica disperso. Quando o
potencial zeta é relativamente baixo, menor que 25 mV (valor absoluto), as forcas atrativas
predominam em relacdo as repulsivas, as particulas se aproximam, floculando, podendo levar
a separacdo de fases. Quanto maior for o potencial zeta, mais estavel sera a emulséo, pois as
particulas carregadas (forca repulsiva) sdo maiores do que a forca atrativa (forca de Van Der
Valls), assim repelindo as particulas e evitando a floculagéo (SILVA, 2014).

Na Tabela 11, podemos observar que a maioria dos valores de potencial zeta (PZ)
obtidos foram maiores que 25 mV e, portanto, de uma maneira geral é possivel dizer que a
maioria das amostras, dos diferentes ensaios, se mostraram estaveis. Somente apés 90 dias de
armazenamento é que verificamos uma maior quantidade de amostras ndo estaveis.

Na Tabela 14 estdo os dados da estimativa dos efeitos dos parametros analisados apos 1
dia (tempo 1), 45 dias (tempo 2) e 90 (tempo 3) de armazenamento para o potencial zeta.

Apo6s 90 dias de armazenamento, observou-se efeito negativo do pH sobre o PZ, o que
significa dizer que quando o pH foi 7, o valor em médulo do potencial zeta diminuiu, tornando
0 extrato menos estavel. O pH é um dos parametros que mais influencia as medidas de PZ,
especialmente em dispersdes aquosas. O PZ varia com o pH e se torna mais positivo e negativo
com pH 4cido e bésico, respectivamente (USKOKOVIC et al., 2010).

Observa-se também que nos tempos 45 e 90 dias a adicdo de CMC causou efeito
negativo no PZ, o que significa dizer que sua presenca diminuiu a estabilidade do extrato. Pois

o valor em médulo do potencial zeta diminuiu tornando o extrato menos estavel.
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A carboximetilcelulose (CMC) apresenta estabilidade em pH &cido (CALEGUER;
BENASSI, 2007) e é indicada em aplica¢cBes com coloides hidrofilicos. Suas propriedades
basicas que reforcam seu valor comercial sdo sua habilidade de espessar a agua, suspender
solidos em meio aquoso, estabilizar emuls@es, absorver umidade da atmosfera e formar filmes.
Essas propriedades tém sido usadas nas mais diferentes aplicagdes (HIRATA et al., 1991). No
entanto, o ECC pode ser considerado um col6ide hidrofobico, pois goticulas de Oleo
(concentracéo relativamente alta de carotenoides) estdo dispersas em agua. Provavelmente por
isso ndo tenhamos tido bom resultado com relagéo a adicdo de CMC ao ECC, com o intuito de

torna-lo mais estavel.

Tabela 14 - Estimativa dos efeitos dos parametros analisados apds 1 dia, 45 dias e 90 dias para
0 potencial zeta

Fator Tempo (dias) Efeito Erro padréo t calculado p-valor

1 -35,84 1,48 -24,14 0,0002

Média 45 -34,10 1,33 -25,62 0,0001

90 -30,46 0,74 -41,03 0,0000

1 7,15 2,97 2,41 0,0952

Tempo de processo 45 -1,67 2,66 -0,63 0,5757
90 -1,09 1,48 -0,73 0,5171

Temperatura de 1 5,08 2,97 1,71 0,1854
armazenamento 45 0,53 2,66 0,20 0,8549
90 -0,88 1,48 -0,59 0,5950

1 -0,58 2,97 -0,20 0,8568

pH 45 -0,37 2,66 -0,14 0,8992

90 -22,39 1,48 -15,09 0,0006

1 -7,85 2,97 -2,64 0,0774

Carboximetilcelulose 45 -12,10 2,66 -4,55 0,0199
90 -5,19 1,48 -3,49 0,0397

1 5,92 2,97 1,99 0,1403

Tipo de embalagem 45 -4.23 2,66 -1,59 0,2106
90 -0,17 1,48 -0,11 0,9177

1 -2,02 2,97 -0,68 0,5457

Cor da embalagem 45 3,83 2,66 1,44 0,2456
90 -1,83 1,48 -1,24 0,3047

1 -5,62 2,97 -1,89 0,1549

Goma de cajueiro 45 2,19 2,66 0,82 0,4717
90 0,55 1,48 0,37 0,7341

1 -0,45 2,97 -0,15 0,8892

Lecitina 45 -3,20 2,66 -1,20 0,3152

90 -0,06 1,48 -0,04 0,9703

Fonte: dados da pesquisa.
Pardmetros em negrito sdo estatisticamente significativos para a resposta (p < 0,05).
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4.3.1.4 Acidos anacardicos (AA)

Na Tabela 15 sdo apresentados os dados da estimativa dos efeitos dos parametros
analisados apos 1 dia (tempo 1), 45 dias (tempo 2) e 90 dias (tempo 3) de armazenamento para
os teores de acidos anacardicos: trieno (15:3), dieno (15:2) e monoeno (15:1). Para os trés
tempos estudados, bem com para os trés &cidos anacérdicos identificados e quantificados ndo
foram observados efeitos estatisticamente significativos (p<0,05). Esses resultados demonstram
que os acidos anacardicos se mostraram estaveis ao tratamento térmico empregado, pH &cido e
foram indiferentes as temperaturas de armazenamento avaliadas, bem como aos tipos de
embalagens utilizadas, mostrando estabilidade frente a luz.

Durante o processamento de castanhas de caju, perdas de até 82%, nos teores de acidos
anacardicos, ocorreram apds processamento térmico severo (200 °C por 3 minutos), necessario
para romper a casca externa e liberar os alquifendis presentes na casca porosa (mesocarpo)
(MATTISON et al., 2018). Entretanto, o tratamento térmico empregado no presente trabalho
(primeiramente 85 °C/30 seg e posteriormente 90 °C/30 ou 60 min) n&do foi tdo severo quanto o
necessario para causar degradacdo desses compostos. Isso pode explicar a estabilidade

observada ap0s o tratamento térmico empregado.
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Tabela 15 - Estimativa dos efeitos dos parametros analisados ap6s 1 dia, 45 dias e 90 dias para os teores de acidos anacéardicos: trieno (15:3), dieno
(15:2) e monoeno (15:1)

Fator Tempo Efeito Erro padréo t calculado p-valor
(dias) Trieno Dieno Monoeno  Trieno  Dieno Monoeno Trieno Dieno Monoeno  Trieno Dieno Monoeno
1 090 1,06 1,55 0,01 0,01 0,02 73,48 83,48 67,71 0,0000 0,0000  0,0000
Média 45 087 099 1,45 0,01 0,01 0,03 59,85 86,65 51,69 0,0000 0,0000  0,0000
90 089 1,02 1,51 0,01 0,01 0,02 102,96 131,62 71,61 0,0000  0,0000  0,0000
1 020 0,02 20,04 0,02 0,03 0,05 20,95 20,86 0,95 04111 04547  0,4137
Tempo processo 45 002 001 0,01 0,03 0,02 0,06 0,69 0,22 0,15 05424 08407  0,8913
90 000 002 0,03 0,02 0,02 0,04 0,19 1,18 0,79 08597 0,3217  0,4857
1 000  -0,01 0,00 0,02 0,03 0,05 20,14 20,33 0,07 0,9004 0,7635  0,9465
Temperaturade 0,02 0,02 0,00 0,03 0,02 0,06 -0,69 -0,95 -0,03 05424 04126  0,9782
armazenamento
90 000 0,00 -0,02 0,02 0,02 0,04 0,00 0,11 -0,40 1,0000 09211  0,7182
1 0,02 0,02 20,01 0,02 0,03 0,05 20,82 20,72 0,29 04740 05210  0,7899
pH 45 0,02  -0,04 -0,04 0,03 0,02 0,06 0,57 -1,68 -0,80 06079 01918  0,4809
90 0,02  -0,03 -0,09 0,02 0,02 0,04 -0,96 2,26 2,06 04069 01089  0,1313
1 0,01  -0,02 0,00 0,02 0,03 0,05 20,27 20,59 0,00 08032 05949  1,0000
CcMC 45 003 002 0,01 0,03 0,02 0,06 0,91 0,95 0,21 04283 04126  0,8485
90 002 001 0,02 0,02 0,02 0,04 0,96 0,32 0,48 04069 0,7680  0,6667
Tino de 1 001 001 0,04 0,02 0,03 0,05 0,27 0,20 0,87 08032 0,8559  0,4466
embalagem 45 0,01 0,00 -0,03 0,03 0,02 0,06 -0,46 -0,22 -0,51 06788  0,8407  0,6481
90 0,02 0,01 -0,01 0,02 0,02 0,04 -0,96 0,32 -0,16 04069 0,7680  0,8841
g 1 003 002 0,08 0,02 0,03 0,05 1,09 0,90 1,82 03559  0,3958  0,1663
em%‘;rlagaem 45 0,01 0,01 0,01 0,03 0,02 0,06 -0,34 0,51 0,21 07545  0,6446  0,8485
90 001 001 0,02 0,02 0,02 0,04 0,58 0,54 0,56 06042 06279  0,6175
] 1 003 0,04 0,07 0,02 0,03 0,05 1,22 1,38 153 03081 02604  0,2238
Sgﬂilrg 45 001  -0,02 0,01 0,03 0,02 0,06 0,34 -0,80 0,21 07545 04807  0,8485
90 003 002 0,05 0,02 0,02 0,04 1,92 1,61 1,19 0,1500 0,2049  0,3198
1 0,04  -0,05 20,08 0,02 0,03 0,05 1,50 20,04 1,75 02313 0,1337 _ 0,1789
Lecitina 45 0,03  -0,03 -0,05 0,03 0,02 0,06 -1,03 -1,39 -0,98 03796 0,2595  0,3989
90 0,01  -0,01 0,00 0,02 0,02 0,04 -0,58 -0,54 0,08 06042 06279  0,9418

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: CMC = Carboximetilcelulose.
Parametros em negrito sdo estatisticamente significativos (p < 0,05).
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4.3.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 2?)

A cor é definida como o impacto dos comprimentos de onda da luz no espectro visivel
(390-760 nm) que pode ser detectado pelos olhos humanos (FRANCIS, 1995), sendo um dos
principais atributos que esta fortemente associado ao conceito de qualidade. Embora a cor possa
ser avaliada através da anélise visual € pertinente determinar a cor objetivamente, uma vez que
a avaliacdo visual é subjetiva e pode ser tendenciosa. Além disso, as medidas de cores sdo
valiosas para estimar a degradacdo da cor, portanto, prevendo mudangas quimicas e de
qualidade dos alimentos (VAN BOEKEL, 2008). No presente estudo, a mudanca de cor durante
0 processamento térmico e o armazenamento foi caracterizada através do espaco de cores
CIELAB.

A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos para os parametros L*, a*, b* e 4E do
extrato concentrado de carotenoides (ECC) submetido a diversas condi¢es de processamento
(pH e temperatura), para cada tempo de andlise (1, 7, 21 e 42 dias). Os parametros de L*, a* e
b* foram avaliados estatisticamente, e sdo discutidos nos topicos 3.2.1, 3.2.2 e 3.2.3. Para 0
calculo de 4E, todas as amostras foram comparadas ao controle (amostra sem ajuste de pH, e
sem tratamento térmico adicional).

De uma forma geral, pode-se observar que os valores obtidos para as amostras séo
superiores a 5 em 73% dos ensaios do DCCR, indicando que as pessoas observam facilmente
diferencas de cores entre as amostras. Isso ocorre, principalmente, nos ensaios onde foram
utilizadas condicbes mais drasticas de temperatura (ensaio 8) e em condi¢bes mais alcalinas
(ensaio 6). Essas consideracdes estdo de acordo com a literatura, uma vez que SAMPAIO et al.
(2013), que avaliaram a degradacao térmica de carotenoides em Gleo de palma (170 a 230 °C),
observaram que para todos os tratamentos de aquecimento fornecidos ao dleo de palma, a
concentracdo de carotenoides diminuiu em funcdo do tempo de aquecimento. Este
desaparecimento, visivel macroscopicamente por uma perda de cor, foi mais rapido a medida
que a temperatura aumentava. Adicionalmente, QIAN et al. (2012), avaliando a estabilidade

fisica e quimica de uma nanoemulsdo enriquecida com B-caroteno frente a distintas condi¢oes
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Tabela 16 - Resultados experimentais dos parametros L*, a*, b* e AE de cor do extrato concentrado de caju (ECC) submetido a diferentes condigdes

de processamento

L* a* b* AE*
Ensaio Tempo (dias)

1 7 21 42 1 7 21 42 1 7 21 42 1 7 21 42
1 62,37 61,62 60,89 61,97 167 062 003 1,06 56,05 53,01 50,61 53,86 1,97 0,52 5,14 0,93
2 59,50 59,11 59,03 59,26 6,00 459 515 4,559 53,93 50,25 49,82 48,85 7,12 5,85 7,77 6,87
3 61,58 60,93 60,25 61,08 23 1,10 0,16 0,552 54,28 51,90 49,09 50,62 4,04 1,90 6,73 3,07
4 59,64 58,16 58,04 57,20 660 488 546 4,18 52,23 48,14 48,10 45,05 8,49 7,79 9,64 10,49
5 66,68 64,04 63,83 64,08 386 238 1,79 1,24 63,60 57,59 56,38 55,91 7,35 5,02 1,77 3,15
6 58,38 58,09 57,91 57,05 661 606 688 531 51,51 49,20 48,31 45,56 9,52 7,92 10,28 10,62
7 60,18 59,99 59,79 59,24 169 130 133 0,58 51,17 50,91 50,28 47,36 7,25 3,26 5,81 6,79
8 58,32 57,91 57,59 57,70 2,74 234 203 187 48,01 47,05 46,45 45,76 10,99 7,73 10,26 9,05
9 59,22 59,20 58,87 58,69 217 215 2,03 1,44 50,01 50,14 48,97 47,61 8,75 4,55 7,46 6,92
10 59,28 59,27 59,31 59,13 206 221 251 148 50,13 49,94 50,21 48,07 8,60 4,68 6,28 6,31
11 59,39 58,98 58,56 58,96 255 187 137 1,18 50,30 49,76 47,25 47,43 8,47 4,87 9,06 6,90
C 63,00 61,93 62,63 62,33 1,19 056 104 048 57,85 53,41 55,33 53,41 - - - -

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: C = Controle e (-) = AE ndo calculado.
Valores médios de anlises realizadas em triplicata.
Valores em negrito significam que o AE> 3,5 (as diferencas séo claramente observadas).
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(incluindo pH e temperatura de armazenamento), relataram que as maiores alteracdes de cor
ocorreram quando se utilizaram temperaturas mais elevadas de armazenamento, que variaram
de 5 a 55°C. Porém, com relacdo ao pH, o efeito reportado por esses autores foi diferente do
encontrado no presente trabalho: as maiores diferencas de cor entre as amostras (4E) ocorreram
quando em condigdes de pH 3, sendo a faixa de pH estudada entre 3 e 8. I1sso pode ser explicado
pela composigdo de carotenoides no ECC, uma vez que os diferentes carotenoides podem
apresentar diferentes resisténcias a degradacéo, como por exemplo, algumas xantofilas que séo
instaveis em meio alcalino e os 15 epdxi-carotenoides, que sdo instaveis em meio &cido
(MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2004).

Embora o0 4E nos fornega importantes informacdes sobre a diferenca de cor do ECC, a
discussdo do efeito das condicBes de processamento em cada um dos parametros de L*, a* e

b*, sdo discutidos nos topicos a seguir.

4.3.2.1 Parametro L*
Os resultados do parametro L* de cor, em todos os tempos de analise (1, 7, 21 e 42 dias)

sdo encontrados na Tabela 16 e representados no Grafico 1.

Gréfico 1 - Valores de L* obtidos em cada tempo
de armazenamento (dias) para todos 0s ensaios do
delineamento e controle
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Fonte: dados da pesquisa.

Os resultados de todos os ensaios foram analisados estatisticamente. Os coeficientes de
regressdo e a ANOVA para o parametro L* dos diferentes tempos de armazenamento do ECC

encontram-se nas Tabelas 17 e 18, respectivamente.



102

Tabela 17 - Coeficientes de regressao para o parametro L* do extrato concentrado de caju
(ECC) frente a distintas condicdes de pH e temperatura

Tempo (dias) Variavel Coeficiente Erro padréo t-calculado p-valor
Media 59,29 0,42 140,08 0,0000

1 pH (L) -2,07 0,36 -5,81 0,0004
pH (Q) 1,60 0,40 3,96 0,0042

Media 59,04 0,20 295,80 0,0000

7 pH (L) -1,71 0,17 -10,19 0,0000
pH (Q) 0,98 0,19 5,12 0,0014

Temperatura (L) -0,57 0,17 -3,41 0,0113

Media 58,75 0,28 207,96 0,0000

”n pH (L) -1,56 0,24 -6,54 0,0003
pH (Q) 0,97 0,27 3,59 0,0089

Temperatura (L) -0,59 0,24 -2,49 0,0415

Media 58,92 0,34 168,4 0,0000

pH (L) -2,06 0,21 -9,64 0,0002

pH (Q) 0,9 0,25 3,56 0,0161

42 Temperatura (L) 0,64 0,21 2,99 0,0303
Temperatura (Q) -0,13 0,25 -0,54 0,6108

pH (L).Temperatura (L) -0,29 0,3 -0,97 0,3788

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 18 - ANOVA para o parametro L* do extrato concentrado de caju (ECC) frente a
distintas condicdes de pH e temperatura

Tempo (dias) Fonte de Soma dos Graus de Quadrado E-calculado _valor
P variacdo guadrados liberdade médio P
Regressdo 50,1 2 25,1 247 0.00038
Residuos 8,1 8 1 ' '
1 Falta de ajuste 8,1 6 1,3
Erro puro 0 ) 0 181,5 0,00549
Total 58,2 10 R?=86,07 %
Regresséo 32 3 10,7
Residuos 1,6 7 0,2 41.2 0,00005
7 Falta de ajuste 15 5 0,3
Erro puro 0 2 0 134 0.07088
Total 33,6 10 R?=95,29
Regressdo 28 3 9,3
Residuos 3,2 7 0,5 20,6 0,00075
21 Falta de ajuste 2,9 5 0,6
4,1 0,20942
Erro puro 0,3 2 0,1
Total 31,2 10 R?=89,84%
Regresséo 43,5 5 8,7
Residuos 1,8 5 0,4 23,7 0.00172
42 Falta de ajuste 1,7 3 0,6
Erro puro 0,1 2 0 118 0.07933
Total 45,3 10 R?=95,95%

Fonte: dados da pesquisa.
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De uma forma geral, pode-se observar que os valores de R? sdo satisfatorios, uma vez
que foram superiores a 85%, e que o F-calculado foi superior ao F-tabelado. Desta forma, foi

possivel obter um modelo, e gerar a curva de contorno para cada tempo avaliado (FIGURA 11).

Figura 11 - Curvas de contorno para o parametro L* do extrato concentrado de carotenoides
(ECC) frente a distintas condicGes de pH e temperatura em quatro tempos de estudo
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Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: () = 1 dia, (b) = 7 dias, (c) = 21 dias e (d) = 42 dias.

Os resultados das curvas de contorno demonstram que, apds o processamento, a Unica
variavel que afetou o parametro L* foi o pH (parametro linear), onde com o aumento de pH
houve uma diminui¢cdo da luminosidade do produto (Figura 10a). A partir da 1° semana de
estocagem ja pode-se observar que houve uma influéncia também da temperatura (Figura 10b,
10c e 10d), mostrando que em pH mais alcalino, e temperatura mais elevada, os valores de L*
sdo inferiores, indicando que o ECC se torna mais escuro. Entretanto, considerando que o ECC
¢ uma mistura de amarelo e vermelho, os parametros a* e b* foram considerados como 0s
principais parametros fisicos que descrevem a alteracdo visual de cor durante 0S processos
térmicos. Estas consideragdes tambem foram realizadas por Ahmed, Shivhare e Sandhu (2002),
gue avaliaram o efeito do processamento em puré de mamao papaia, € consideraram 0s
parametros a* e b* como aqueles que descreveriam as alteracdes do puré, quando submetidos

a diferentes temperaturas, que variaram de 70 a 105 °C, por 3 horas.
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4.3.2.2 Parametro a*
Os resultados do parametro a*, em todos os tempos de anélise (1, 7, 21 e 42 dias) e no

controle sdo apresentados no Gréfico 2.

Gréfico 2 - Valores de a* obtidos em cada tempo de
armazenamento (dias) para todos os ensaios do
delineamento e controle
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Fonte: dados da pesquisa.

Os coeficientes de regressdo e a ANOVA para o parametro a* dos diferentes tempos de
armazenamento do ECC encontra-se na Tabela 19 e 20, respectivamente.

Tabela 19 - Coeficientes de regressdo para o parametro a* do extrato concentrado de caju (ECC)
frente a distintas condicdes de pH e temperatura

Tempo (dias) Fator Coeficiente Erro padrdo  t-calculado p-valor
Media 2,34 0,31 7,64 0,0001

1 pH (L) 1,56 0,26 6,04 0,0003
pH (Q) 1,57 0,29 5,35 0,0007

Media 1,90 0,20 9,39 0,0000

7 pH (L) 1,62 0,17 9,49 0,0000
pH (Q) 1,07 0,19 5,51 0,0006

Media 1,76 0,25 7,19 0,0001

21 pH (L) 2,20 0,21 10,68 0,0000
pH (Q) 1,17 0,23 4,99 0,0011

Media 1,36 0,31 4,32 0,0075

pH (L) 1,61 0,19 8,35 0,0004

pH (Q) 1,03 0,23 4,5 0,0063

42 Temperatura (L) 0.1 0,19 0,56 0,5968
Temperatura (Q) 0,01 0,23 0,05 0,9554

pH (L).Temperatura (L) 0,03 0,27 0,12 0,9102

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 20 - ANOVA para o parametro a* do extrato concentrado de caju (ECC) frente a

distintas condicdes de pH e temperatura

Fonte de Soma dos

Graus de

Quadrado

Tempo (dias) variacio quadrados liberdade médio F-calculado  p-valor
Regresséo 34,7 2 17,3
Residuos 4,3 8 0,5 326 0,00014
1 Falta de ajuste 4,1 6 0,7 104 0,0932
Erro puro 0,1 2 0,1
Total 38,9 10 R?=189,07%
Regresséo 28,1 2 14
Residuos 19 8 0.2 80,2 0.00002
7 Falta de ajuste 1,8 6 0,3
Erro puro 0,1 2 0 9.1 0.1023
Total 29,9 10 R?=93,77%
Regresséo 47,3 2 23,6
Residuos 2,7 8 0,3 69,5 0,00001
21 Falta de ajuste 2,1 6 0,3
Erro puro 0,7 2 0,3 11 0,56237
Total 50 10 R?=94,56%
Regresséo 27,7 5 55
Residuos 1,5 5 0,3 18,4 0,00308
42 Falta de ajuste 1,4 3 0,5
Erro puro 0,1 2 0 182 0,05259
Total 29,2 10 R?=94,86%

Fonte: dados da pesquisa.

De uma forma geral, pode-se observar que os valores de R? sdo satisfatorios, uma vez

que sdo superiores a 80%, e que o F-calculado foi superior ao F-tabelado. Desta forma, foi

possivel obter um modelo, e gerar a curva de contorno para cada tempo avaliado (FIGURA 12).

Os resultados mostram, para todos os tempos avaliados, que o pH (parametro linear) foi

a unica variavel que exerceu efeito no pardmetro a* de cor, que varia do verde (-) ao vermelho

(+). Além disso, os menores valores de a* ocorreram em menores valores de pH. Assim,

menores valores de pH fizeram com que o ECC se distanciasse da cor vermelha, quando

comparado ao ECC em condigdes mais alcalinas. Oliveira et al. (2014) avaliaram a estabilidade

de carotenoides em puré de péssego com diferentes valores de pH (2,5, 3,0, 3,5, 4,0 e 4,5) e

observaram que, assim como no presente estudo, 0os maiores valores de a* foram obtidos em

pHs mais elevados (pH 4,5).
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Figura 12 - Parametro a* do extrato concentrado de carotenoides (ECC) frente a distintas
condicdes de pH e temperatura em quatro tempos de estudo
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Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: () = 1 dia, (b) = 7 dias, (c) = 21 dias e (d) = 42 dias.

4.3.2.3 Parametro b*
Os resultados do parametro b*, em todos os tempos de andlise (1, 7, 21 e 42 dias) e

controle sdo encontrados no Gréafico 3.

Gréfico 3 - Valores de b* de acordo com o tempo
de armazenamento (dias) para todos os ensaios do
delineamento e controle
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Fonte: dados da pesquisa.

Os coeficientes de regressdo e a ANOVA para o parametro b* dos diferentes tempos de

armazenamento do ECC encontram-se nas Tabelas 21 e 22, respectivamente.
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Tabela 21 - Coeficientes de regresséo para o parametro b* do extrato concentrado de caju (ECC)
frente a distintas condicdes de pH e temperatura

Tempo (dias) Fator Coeficiente Erro padrdo  t-calculado  p-valor
Media 50,14 1,20 41,73 0,0000

pH (L) -2,66 0,74 -3,61 0,0153

pH (Q) 3,84 0,88 4,39 0,0071

! Temperatura (L) -0,99 0,74 -1,35 0,2354
Temperatura (Q) -0,14 0,88 -0,16 0,8786

pH (L).Temperatura (L) 0,02 1,04 0,02 0,9872

Media 49,95 0,55 90,85 0,0000

pH (L) -2,30 0,34 -6,83 0,0010

pH (Q) 1,63 0,40 4,08 0,0096

! Temperatura (L) -1,08 0,34 -3,22 0,0234
Temperatura (Q) -0,57 0,40 -1,43 0,2114

pH (L).Temperatura (L) -0,25 0,48 -0,53 0,6219

Media 48,8 0,80 60,50 0,0000

21 pH (L) -1,65 0,67 -2,45 0,0399
pH(Q) 1,67 0,77 2,18 0,0613

Media 47,39 0,44 108,01 0,0000

pH (L) -3,15 0,37 -8,54 0,0001

42 pH (Q) 1,85 0,42 4,41 0,0031
Temperatura (L) -1,16 0,37 -3,15 0,0162

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 22 - ANOVA para o parametro b* do extrato concentrado de caju (ECC) frente a
distintas condicdes de pH e temperatura

Tempo (dias) Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F-calculado _valor
P variagdo guadrados liberdade médio P
Regressao 157,7 5 31,5
Residuos 21,7 5 4,3 73 0.02405
1 Falta de ajuste 21,6 3 7,2
Erro puro 0 ) 0 339,4 0,00294
Total 179,6 10 R?=87,93%
Regressao 73,9 5 14,8
Residuos 4,5 5 0,9 163 0.0041
7 Falta de ajuste 4,5 3 15
Erro puro 0,1 2 0 41,2 0,02382
Total 78,4 10 R?=94,22%
Regressao 38,9 2 194
Residuos 29 8 3,6 o4 0.03324
21 Falta de ajuste 24,6 6 4,1
Erro puro 4,4 2 2,2 19 0,39118
Total 67,9 10 R?=57,30%
Regresséo 11,5 3 37,2
Residuos 7,6 7 1,1 341 0,00015
42 Falta de ajuste 74 5 15
Erro puro 0,2 2 0,1 13,6 0,06982
Total 119,1 10 R?=93,59%

Fonte: dados da pesquisa.
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Diferentemente dos resultados obtidos nos parametros L* e a*, ndo foi possivel obter
um modelo valido para todos os tempos avaliados. Embora para os tempos de 1, 7 e 42 dias
tenha apresentado valores de R? elevados (87,93; 94,22 e 93,59%, respectivamente), para 21
dias de armazenamento, o RZ explicou somente 57,32% das respostas. Desta forma, foi possivel
obter um modelo vélido e gerar a curva de contorno somente para os tempos 1, 7 e 42 dias
(FIGURA 13).

Figura 13 - Parametro b* do extrato concentrado de carotenoides (ECC) frente a distintas
condigdes de pH e temperatura em trés tempos de estudo
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Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: (2) = 1 dia, (b) = 7 dias e (c) = 42 dias.

A curva de contorno do tempo 3 (21 dias) ndo foi gerada, pois ndo foi possivel obter modelo valido para este tempo
(R? =55,21%).

Os dados mostram resultados semelhantes ao que ocorreu com a luminosidade do ECC
(L*). O parametro b*, que varia do azul (-) ao amarelo (+), foi afetado somente pelo pH no
tempo inicial, onde valores maiores de b* ocorreram em valores de pH inferiores. A partir da
1° semana de armazenamento, a temperatura (parametro linear) também influenciou
significativamente a cor da amostra, onde os menores valores de b* ocorreram quando se
utilizou maiores temperaturas, em pH mais alcalino. Em um trabalho realizado por Ahmed,
Shivhare e Sandhu (2002) foi estudada a cinética de degradacgdo dos carotenoides e a cor visual

de um puré de papaia. Observou-se que, da mesma forma como ocorreu no presente trabalho,
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os valores de b* diminuiram com o processamento térmico do puré, sendo correlacionados com

a diminuicdo da concentragdo de seus carotenoides.

4.4 Concluséo

O emprego do menor tempo (30 minutos) para o tratamento térmico e a auséncia dos
estabilizantes carboximeticelulose, goma de cajueiro e lecitina sdo melhores para a estabilidade
do ECC. Além disso, o ECC pode ser armazenado sem refrigeracdo, preferencialmente em
embalagens de vidro, sendo sua cor indiferente, e € mais compativel com matrizes acidas. A
cor do ECC ¢ afetada por condigdes de pH (2,5 a 7,0) e temperatura (60 a 90°C), sendo 0s
maiores efeitos causados por condi¢des mais alcalinas de pH e temperaturas mais elevadas. 1sso
limita a aplicacio do ECC, como corante natural, em algumas matrizes alimentares,
especialmente aquelas que possuem pH em torno da neutralidade e utilizam em seu
processamento temperaturas mais elevadas. Por outro lado, pode ser empregado, sem perdas
significativas de suas caracteristicas, em uma ampla gama de produtos alimenticios,
principalmente os de alta acidez, a base de frutas ou bebidas lacteas, e submetidos a tratamento

térmico brando.
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5 EXTRATO CONCENTRADO DE CAJU: SECAGEM POR ATOMIZACAO E
CARACTERIZACAO DO PO

Artigo a ser submetido para publicagdo no periodico Brazilian Journal of Food Technology
(ISSN 1981-6723).
RESUMO

O extrato concentrado de caju (ECC) € um produto obtido a partir das fibras residuais do do
pedunculo de caju. Esse extrato possui intensa coloracdo amarela, devido ao alto teor de
carotenoides, com potencial de uso como corante alimentar natural. Entretanto, nenhum estudo
acerca de sua secagem e encapsulamento havia sido realizado, o que além de evitar a
degradacdo dos carotenoides, possibilita a dispersdo desses compostos em &gua, diversificando
sua aplicacdo em alimentos. Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizar a secagem do ECC
por atomizacdo, utilizando goma de cajueiro (GC) ou maltodextrina (M) como agentes
encapsulantes e avaliar as microcapsulas utilizando microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Para isso, empregou-se dois delineamentos do tipo composto central rotacional
(DCCR), nos quais avaliou-se o efeito da concentracdo de encapsulante (2-5%) e da temperatura
de entrada no atomizador (130-170 °C), sobre as seguintes respostas: rendimento (R),
higroscopicidade, umidade, solubilidade (S), reconstituicdo de cor, fluidez e retencdo de
carotenoides (RCA). A analise estatistica dos resultados com nivel de significancia de 5%
mostrou que, quando se utilizou GC apenas a S foi adequada ao modelo obtido, com valor de
R? de 0,93. Ja quando se utilizou M, o R e a RCT foram adequados aos modelos obtidos com
valores de R? de 0,90 e 0,78, respectivamente. A partir das superficies de respostas visualizou-
se que o ponto do processo correspondente a 150 °C e 5% de GC apresentou a melhor
caracteristica para a resposta solubilidade e o ponto central do processo referente a 150 °C e
3,5% de M apresentou 0s maiores valores para a retencdo de carotenoides. Os pds obtidos nos
pontos Otimos foram caracterizados por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
observou-se que as microcapsulas apresentaram paredes sem rachaduras e formas
arredondadas. Entretanto, a microcapsula de GC apresentou didmetros maiores e maior
quantidade de pontos de retracdo da superficie. Portanto, foi possivel encapsular o ECC com 0s

dois agentes encapsulantes empregados.

Palavras-chave: Fibras do peddnculo de caju. Corante natural. Atomizacdo. Maltodextrina.

Goma de cajueiro.
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ABSTRACT

The residual cashew fiber presents remaining carotenoids. Previous studies have reported the
use of these fibers as a source of a concentrated cashew extract (CCE). This extract has intense
yellow coloration, due to the high content of carotenoids, with potential of use as food coloring.
However, no studies on its drying and encapsulation had been carried out, which, in addition to
avoiding the degradation of carotenoids, facilitates the dispersion of these compounds in water,
facilitating their application in food. Thus, the objective of this work was to optimize drying of
CCE by atomization, using cashew gum (CG) or maltodextrin (M) as encapsulating agents. For
this, two rotational central composite (DCCR) designs were used, in which the effect of the
encapsulant concentration (2-5%) and the inlet temperature in the atomizer (130-170°C) were
evaluated on the following responses: yield (R), hygroscopicity, moisture, solubility (S), color
reconstitution, fluidity and retention of carotenoids (RCA). Statistical analysis of the results
with a significance level of 5% showed that when CG was used only S was adequate to the
obtained model, with R? value of 0.929. When M was used, R and RCA were adequate for the
models obtained with R? values of 0.899 and 0.782, respectively. From the response surfaces it
was observed that the process point corresponding to 150°C and 5% CG presented the best
characteristic for the S response (87.48%) and the process center point of 150°C and 3.5% of
M presented the highest values for the RCA response (83.47%). The obtained powders at the
optimal points were characterized by scanning electron microscopy (SEM) and it was observed
that the microcapsules presented walls without cracks and rounded forms. However, the CG
microcapsule presented larger diameters and greater amount of surface retraction points.
Therefore, it was possible to encapsulate the CCE with the two encapsulating agents employed,

and CG provided a smaller overall color difference after reconstitution of the powders.

Key words: Cashew peduncle fibers. Natural coloring. Atomization. Maltodextrin. Cashew

gum.
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5.1 Introducéo

A fibra residual do processamento do pedunculo de caju € considerada como um
subproduto e tém recebido grande atencdo por apresentar nutrientes e compostos bioativos
remanescentes, com destaque para os carotenoides e compostos fenélicos (ASSUNCAO;
MERCADANTE., 2003; AGOSTINI-COSTA, et al., 2004; RABELO et al., 2009;
MICHODJEHOUN-MESTRE et al., 2009; RUFINO et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011).
Assim, pesquisas tém sido conduzidas com o intuito de promover o aproveitamento dessas
fibras para obtengéo de produtos com valor agregado, como por exemplo o extrato concentrado
de caju (ECC). O processo para obtencdo do ECC foi inicialmente reportado por Abreu et al.
(2013 a e b) e contempla diversas etapas tecnoldgicas que resultam em um produto de intensa
coloracdo amarela com grande potencial de uso como corante alimenticio.

O ECC apresentou um perfil com 11 carotenoides, a maioria deles sendo xantofilas
presentes sob uma forma esterificada. A auroxantina e a B-criptoxantina representaram cerca
de 50% do total de carotenoides e juntas foram responsaveis pela coloracdo amarelo brilhante
do extrato (ABREU et al., 2013a). Partindo dessas informacdes e sabendo que os carotenoides
s80 muito susceptiveis a oxidacdo e isomerizacdo, 0 que resulta em perda de cor, faz-se
necessario o desenvolvimento de pesquisas que envolvam a conservagdo desses pigmentos.
Uma das formas mais interessantes para conservacgdo de pigmentos é a encapsulacdo, que além
de evitar a degradacdo, possibilita ainda a dispersdo dos carotenoides em agua, facilitando sua
aplicacdo em alimentos (DEL-VALLE, 2004; AZEREDO, 2005; SANTOS, FAVARO-
TRINDADE & GROSSO, 2005; MATIOLI & RODRIGUEZ-AMAY A 2003), e ampliando as
possibilidades de emprego em diferentes matrizes alimenticias.

A secagem por atomizacdo tem sido muito empregada em processos de
microencapsulacdo devido a sua facilidade de operacdo e boa relagdo custo-beneficio
(MURUGESAN; ORSAT, 2012). Dentre os materiais de revestimento utilizados, a
maltodextrina € o mais comum. Esse polissacarideo é obtido a partir da hidrélise &cida do amido
de milho, e apresenta alta solubilidade em &gua e baixa viscosidade (mesmo em altas
concentragfes de sdlidos) formando solugdes incolores (BAKOWSKA-BARCZAK;
KOLODZIEJCZYK, 2011). As maltodextrinas com graus de equivaléncia de dextrose (DE)
entre 10 e 20 sdo amplamente empregadas no encapsulamento de pigmentos (VALDUGA et
al., 2008; KOBORI, 2010; SILVA et al., 2013; OTALORA et al., 2015). Por outro lado, a goma
de cajueiro, exsudado extraido da arvore Anacardium occidentale, tem sido apontada como um

material bastante promissor em processos de encapsulacdo (OLIVEIRA et al., 2009;
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MOREIRA et al., 2009; BOTREL et al., 2017), devido a sua similaridade estrutural com a
goma arabica, porém, com menor custo e maior disponibilidade. Além disso, muitos trabalhos
indicam a goma de cajueiro como detentora de funcdes bioldgicas tais como atividade anti-
inflamatdria (SCHIRATO et al., 2006), efeitos gastroprotetores (CARVALHO et al., 2015),
atividade antibacteriana (TORQUATO et al., 2004; CAMPOS et al., 2012; QUELEMES et al.,
2013) e antidiarreica (ARAUJO et al., 2015). Ademais, a padronizacio comercial e
consolidacdo do uso da goma de cajueiro no meio industrial poderia gerar lucros no periodo da
entressafra do caju, tornando o Brasil exportador, no mercado internacional, de um produto
altamente competitivo (ANDRADE et al., 2013).

Apesar do processo de obtencdo do ECC e sua composi¢do em carotenoides ja ter sido
relatada, nenhum estudo envolvendo sua secagem e encapsulamento havia sido realizado.
Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizar a secagem do ECC por atomizacdo, utilizando
goma de cajueiro (GC) ou maltodextrina (M) como agentes encapsulantes, para obtengéo de
dois extratos em p6 (ECC-GC e ECC-M) com potencial de uso como corante alimenticio. Para
tanto, foram realizados dois delineamentos do tipo composto central rotacional (DCCR) , nos
quais avaliou-se o efeito das variaveis independentes, concentracao de encapsulante (2-5%) e
temperatura de entrada no atomizador (130-170°C), sobre as seguintes respostas:
higroscopicidade, umidade, solubilidade, reconstituicdo de cor, fluidez e retencdo de
carotenoides. Ademais, 0s pos obtidos nos pontos considerados 6timos foram caracterizados

por microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia Optica.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Matéria-prima e obtencao do extrato concentrado de caju (ECC)

A matéria-prima e o processo de obtencdo do ECC, a ser utilizado nos delineamentos
experimentais de secagem, estdo descritos nos subitens 3.2.1 e 3.2.2 do topico 3 desta tese de
doutorado.

5.2.2 Agentes encapsulantes

A resina bruta foi obtida dos cajueiros do campo experimental de Pacajus-CE e para a
sua purificacdo adotou-se metodologia descrita por Torquato et al. (2004) com algumas
modificacOes. Inicialmente, a resina bruta foi submetida a secagem em estufa com circulagdo
de ar a 45 °C. Apds secagem a resina bruta foi moida e dissolvida em agua destilada (10 g/100

mL). Essa solucdo foi deixada sob agitacdo por 2 horas e filtrada a vacuo. Em seguida,
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adicionou-se etanol ao filtrado, na proporgdo de 3:1 (etanol:filtrado), para precipitacdo do
polissacarideo, e deixou-se em repouso, sob refrigeracdo, por 12 horas, até decanta¢do. O
sobrenadante foi drenado e o precipitado centrifugado a 3600 rpm por 5 min. Em seguida, o
precipitado resultante da centrifugacdo foi disposto em bandeja de aco inoxidavel e levado a
uma estufa com circulacdo de ar a 45 °C até total evaporagdo do etanol. O material seco foi
moido (Moinho Analitico IKA A-11 Basic) e peneirado (300 um) para obtencéo da goma de

cajueiro purificada (GC). J& a maltodextrina DE10 (M) foi obtida comercialmente (Cargill).

5.2.3 Preparacdo da microcapsula

Solugdes dos encapsulantes a 10% (GC ou M) foram adicionadas ao extrato concentrado
em carotenoides (ECC) de acordo com o delineamento experimental. As duas misturas
resultantes foram homogeneizadas por 2 minutos em um homogeneizador TE 102 Turratec
(Tecnal), filtradas em peneira de aco inoxidavel (malha 0,3 mm), de modo a evitar o
entupimento do bico do atomizador.

5.2.4 Atomizador e condicdes do processo

Os pds foram obtidos usando um secador do tipo spray-dryer (modelo LM MSD 1.0,
Labmaq do Brasil), com cédmara de secagem de ago inox, com a utilizacdo de um bico
atomizador de 0,7 mm de didmetro. Foram mantidos constantes os parametros de vazéo do ar
comprimido (3,0 L/min), vazo de alimentacdo (0,4 L/h) e vaz&o do ar de secagem (3,5 m*/min).
Apdbs as secagens, 0s poés foram pesados para calculo do rendimento, acondicionados em
embalagens laminadas a vacuo utilizando uma seladora (marca Fun Kitchen, modelo BR2205)
e mantidos sob temperatura ambiente (25 °C + 2) sem a presenca de luz.

5.2.5 Delineamento experimental

Para este estudo, dois delineamentos do tipo composto central rotacional (DCCR) com
quatro ensaios nas condigdes axiais e trés repeticdes no ponto central, totalizando 11 ensaios,
foram realizados. As varidveis independentes avaliadas foram temperatura do ar de entrada (°C)
e concentracao de encapsulante (%) (GC ou M). O efeito dessas varidveis foi avaliado sobre as
funces de resposta: rendimento (R), umidade (U), higroscopicidade (H), solubilidade (S), teste
de fluidez (TF), reconstituicdo da cor (RC) e retencdo de carotenoides totais (RCT). Para a
conducdo dos ensaios, as amostras foram submetidas as condigdes definidas na matriz do
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) (TABELA 23).
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Tabela 23 — Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com os valores
reais e codificados das variaveis independentes
Variaveis Independentes

Ensaio Temperatura de entrada Encapsulante:Extrato
Codificado Reais (°C) Codificado Reais (%0)

1 -1 136 -1 2,4
2 1 164 -1 2,4
3 -1 136 1 4,6
4 1 164 1 4,6
5 -1,41 130 0 35
6 1,41 170 0 35
7 0 150 -1,41 2
8 0 150 1,41 5
9 0 150 0 35
10 0 150 0 3,5
11 0 150 0 3,5

Fonte: autor.

Para obtencdo dos coeficientes de regressdo foi realizada uma andlise de variancia
(ANOVA) utilizando o programa Protimiza Experimental Design (Versdo 2014). Apenas
variaveis com um nivel de confianga superior a 95% (p<0,05) foram consideradas significativas
e utilizadas para elaboragdo da superficie de resposta. A partir do ponto 6timo de cada

delineamento foi realizada a validacdo do modelo.

5.2.6 Métodos analiticos

5.2.6.1 Rendimento (R)

O rendimento do processo de secagem do extrato foi determinado por meio da equacao
3:
R(%) = A/B * 100 3)
sendo:
A = Massa de extrato em p6 obtido ap6s secagem (g)

B = Massa de solidos totais presente na mistura antes do processo de secagem (g)

5.2.6.2 Umidade (U)
Foi determinada com auxilio de uma balan¢a de umidade (Marconi ID50), que consiste
na perda de &4gua por desidratagdo com o emprego de calor (105 °C), baseando-se na perda de

massa das amostras submetidas ao aquecimento.
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5.2.6.3 Higroscopicidade (H)

A higroscopicidade da amostra em p6 foi determinada de acordo com Cai e Corke
(2000) e Tonon et al. (2008) com modificacdes.

Amostras de cada pé (2 gramas) foram mantidas a temperatura ambiente em
dessecadores contendo solugdo saturada de cloreto de sodio (umidade relativa de 75%; Aw =
0,75). As amostras foram pesadas depois de uma 1 semana, e a higroscopicidade foi expressa
em gramas de umidade absorvida por 100 g de sélidos secos.

Os pos foram classificados de acordo com GEA Niro Research Laboratory (2018). Essa
classificacdo foi criada para soro em pd, mas pode ser aplicada para outros produtos
desidratados (TABELA 24):

Tabela 24 — Classificacdo dos pos de acordo com sua higroscopicidade

Classificacdo Higroscopicidade (%)
N&o higroscopico <10
Ligeiramente higroscopico 10,1a15
Higroscopico 15,1a20
Muito higroscopico 20,1a25
Extremamente higroscopico >25

Fonte: GEA Niro Research Laboratory (2018).

5.2.6.4 Solubilidade (S)

A solubilidade foi determinada segundo Cano-Chauca et al. (2005). Adicionou-se 1,0
g da amostra em 100,0 mL de agua destilada sob agitacdo de 2000 rpm em agitador magnético
durante 5 min. Em seguida, a solugéo foi colocada em tubos e centrifugada a 3000 rpm durante
5 min. Apos esse periodo, uma aliquota de 25,0 mL do sobrenadante foi transferida para uma
placa de Petri e imediatamente seca em estufa a 105 °C durante 5 horas. A solubilidade (%) foi

calculada por diferenca de peso.

5.2.6.5 Teste de fluidez (TF)

Foi realizado com base na medicdo do angulo de repouso formado entre a superficie
lateral e a base de um cone obtido quando 10 g do po é despejado a partir de uma altura fixa
(10 cm) atraves de um funil sobre uma superficie plana horizontal, de acordo com o método
descrito por Bhandari et al. (1998).
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5.2.6.6 Reconstituicdo da cor (RC)

As analises de cor foram realizadas por leitura direta da reflectancia do sistema de
coordenadas retangulares (L*, luminosidade; a*, intensidade de vermelho e verde; e b*,
intensidade de amarelo e azul), aplicando a escala de cor CIELAB com o uso de colorimetro
Konica Minolta, modelo CR-410.

A perda de cor resultante a partir do processo de secagem foi calculada pela equacéo 4
(SANTIPANICHWONG; SUPHANTHARIKA, 2007):

AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]Y2 4)

Onde: AE ¢ a diferenga de cor global; AL é a variacdo da coordenada L*; Aa representa a
variacdo da coordenada a*; e Ab é a variacdo da coordenada b*.

As medicdes dos pardmetros de cor, nas misturas de extrato com solugdo encapsulante,
foram realizadas antes da secagem. Ap0s a secagem, os p6s foram reconstituidos com dgua para
a condicdo inicial de entrada no atomizador, de acordo com os teores de solidos totais, e as
leituras correspondentes para L*, a” e b” foram novamente realizadas. Todas as medi¢Ges foram

realizadas em triplicata.

5.2.6.7 Carotenoides totais (CT) e Retencéo de Carotenoides totais (RCT)

A analise de carotenoides totais foi realizada conforme metodologia descrita no subitem
3.2.3.2 do topico 3 desta tese de doutorado. Essa andlise foi realizada na mistura de ECC com
encapsulante antes e apds o processo de secagem por atomizagdo para viabilizar o calculo do

percentual de retencdo dos carotenoides totais (RCT) apds secagem, por meio da equacao 5:
RCT (%) = (CTi/ CTy) *100 (5)
Onde: CT; = carotenoides totais (mg/100g) da mistura de ECC com encapsulante antes do

processo de secagem inicial; e CTs = carotenoides totais (mg/100g) da mistura de ECC com

encapsulante apos o processo de secagem final.
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5.2.7 Validac@o do modelo e caracterizacao das microcdpsulas

A validacdo do modelo foi realizada repetindo-se por trés vezes, em diferentes dias, 0
processo de secagem do ECC no ponto considerado 6timo de cada DCCR. Logo apos as
secagens, realizaram-se analises para obtengdo das respostas que se mostraram significativas
(p<0,05) ao modelo encontrado. Os valores médios dessas respostas foram comparados aos
valores preditos pelo modelo.

Os pos obtidos no processo de validagdo (ECC-GC e ECC-M) foram caracterizados
por microscopia eletronica de varredura (MEV), da seguinte forma: as amostras foram
montadas em stubs com o auxilio de fita adesiva condutora, e recobertas com ouro em
metalizadora Emitech; Em seguida, foram levadas ao MEV TESCAN, modelo VEGA 3 SBU,
sob uma voltagem de aceleracdo de 15 Kv, para visualizacdo e obtencdo das imagens. O
tamanho de particulas foi determinado conforme Otalora et al. (2015) com modificacGes: a
imagem obtida por MEV foi dividida em 4 partes, nas quais mediu-se o didmetro de 25
microparticulas, totalizando 100 microparticulas.

Para verificar se realmente ocorreu encapsulamento do ECC utilizou-se a microscopia
Optica da seguinte forma: as microcapsulas foram depositadas no centro de laminas de
microscopia e dispersas em glicerina. A seguir, foram depositadas laminulas sobre as
preparacOes e as ldminas foram visualizadas em microscépio Optico Axioplan (Carl Zeiss).
Foram utilizadas objetivas de 20 e 40x de aumento e as imagens foram registradas pelo

programa Zen.

5.3 Resultados e discussao

Para a obtencdo de pds com caracteristicas desejaveis, utilizando secagem por
atomizacdo para microencapsulacao, alguns parametros precisam ser otimizados. Para isso, é
necessario o uso de metodologias estatisticas que manipulem maultiplas respostas
simultaneamente com objetivo de obter o melhor equilibrio entre as varias respostas (SILVA et
al., 2013). O delineamento composto central rotacional (DCCR) é uma metodologia que atende
esses requisitos e tem sido empregada em muitos trabalhos envolvendo encapsulamento por
atomizacdo (KOBORI, 2010; MOREIRA et al., 2010; VARDIN; YASAR, 2012; ROCHA et
al., 2014; AVILA, RODRIGUEZ; VELASQUEZ, 2015; SANTANA et al., 2018). Portanto,
neste trabalho, aplicaram-se dois delineamentos experimentais do tipo composto central

rotacional (DCCR) com duas variaveis independentes, temperatura de entrada e proporgéo de
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encapsulante, sendo que em um o encapsulante usado foi goma de cajueiro (GC) e, no outro,
maltodextrina (M).

Segundo Silva et al. (2013), quando a taxa de fluxo de alimentacédo € constante e varia-
se a temperatura de entrada do secador por atomizacdo, a temperatura de saida também varia.
Geralmente, quanto maior a temperatura de entrada, maior a temperatura do ar de saida e do
produto de saida. Dependendo da amplitude, a temperatura de saida influencia de forma
significativa nas caracteristicas do p6. Esse mesmo comportamento foi observado no presente
estudo, entretanto, apesar da importancia da temperatura de saida nas caracteristicas do p6 foi
decidido avaliar apenas o efeito da temperatura do ar de entrada e a concentragdo de
encapsulante.

O efeito das variaveis independentes (temperatura e concentracdo de encapsulante —
goma de cajueiro ou maltodextrina) sobre as funcdes de resposta (rendimento,
higroscopicidade, umidade, solubilidade, reconstituicdo da cor, teste de fluidez e retengdo de
carotenoides) foram obtidos através dos resultados experimentais apresentados na Tabela 25.

Para a avaliacdo estatistica dos resultados obtidos foram determinados os coeficientes
de regressdo para todos os parametros e a qualidade de ajuste do modelo foi verificada através
da anélise de variancia (ANOVA). Na Tabela 26 sdo mostrados os coeficientes de regressdo,
erro padrdo, o valor Tcac, € 0s limites de confianga das variaveis que se mostraram
estatisticamente significativas aos modelos: “solubilidade” (DCCR — GC), “rendimento” e
“retengdo de carotenoides” (DCCR - M).

A ANOVA para cada uma das respostas indicou que apenas a “solubilidade” foi
adequada para 0 modelo GC e 0 "rendimento" ¢ a “reteng@o de carotenoides” foram adequados
para o modelo M. Portanto, aqui s6 serd mostrada a analise de varidncia para essas respostas,
devido a relevancia dos resultados, com valores de R? de 0,93, 0,90 e 0,71, respectivamente.
Quanto mais proximo o valor R? for da unidade, melhor o modelo empirico se ajusta aos dados
reais. Além disso, o valor de Fcaiculado fOi maior do que o respectivo valor de Fapelado para todas

as respostas; enquanto que o valor P do modelo foi inferior a 0,05 conforme a Tabela 27.
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Tabela 25 — Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) com temperatura de entrada e concentracdo de encapsulante (GC ou M)

e dados experimentais obtidos para as variaveis respostas estudadas.

E T CE Rac Rm Hce Hwm Ucc Um Sac Sm RCac RCwm Fac Fm RCAGc RCAwm
1 136 24 33,71 32,90 11,46 10,79 416 3,19 78,72 94,85 1,92 3,31 39,69 36,87 69,28 74,04
2 164 24 4173 47,93 9,17 10,88 6,43 3,11 80,52 96,22 7,04 5,63 40,63 35,24 66,68 69,86
3 136 46 59,24 33,15 12,72 12,98 451 381 84,39 96,77 1,70 8,62 36,25 36,48 76,32 71,61
4 164 46 39,40 47,52 13,65 11,43 539 2,71 86,86 98,20 1,18 8,78 37,23 39,69 57,95 68,89
5 130 35 34,97 31,02 12,14 11,46 4,42 3,13 83,94 97,30 2,70 9,11 37,82 37,83 64,22 79,29
6 170 35 53,60 46,92 13,65 11,51 4,04 3,03 83,71 98,92 5,15 8,69 37,95 38,53 62,72 76,82
7 150 20 53,22 34,55 11,57 11,24 4,46 3,03 78,72 96,75 1,06 8,57 37,22 39,35 80,84 70,77
8 150 50 44,68 33,56 13,37 12,97 4,49 3,00 87,48 98,01 3,17 9,36 41,88 39,23 82,89 77,21
9 150 35 33,32 39,82 11,84 12,88 473 2,76 85,85 97,11 2,83 10,64 38,99 40,47 63,50 85,10
10 150 35 43,24 39,65 12,83 12,14 517 3,48 83,12 97,02 3,88 7,35 38,73 39,12 63,77 84,15
11 150 35 49,23 42,50 12,91 10,73 495 292 83,93 97,51 2,57 7,30 38,04 39,21 67,46 81,15

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: E = Ensaio, T = Temperatura (°C), CE = Concentracdo de encapsulante (%), GC subscrito = DCCR no qual goma de cajueiro foi utilizada como encapsulante e M
subscrito = DCCR no qual maltodextrina foi utilizada como encapsulante, R = Rendimento (%), H = higroscopicidade (g de umidade absorvida / 100 g de amostra seca), U =

umidade (%), S = solubilidade (%), RC = reconstitui¢do da cor (AE), F = fluidez (°), RCA = Retencio de carotenoides (%).
Os niveis de cada variavel estdo descritos na Tabela 24.

Os resultados sdo médias de trés determinacdes.
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Tabela 26 - Coeficientes de regressao para as respostas solubilidade, rendimento e retencdo de
carotenoides.

Fator Coeficiente Erro padréo t-calculado p-valor

Solubilidade
Média 85,84 0,58 149,13 0,0000
DCCR - GC Temperatura (Q) -1,22 0,42 -2,9 0,0229
Goma de cajueiro (L) 3,05 0,35 8,65 0,0001
Goma de cajueiro (Q) -1,58 0,42 -3,77 0,0070

Rendimento
Média 40,77 0,96 42,55 0,0000
Temperatura (L) 6,49 0,81 8,04 0,0000
Maltodextrina (Q) -2,37 0,92 -2,58 0,0324

DCCR-M = -
Retengdo de carotenoides

Média 83,47 2 41,72 0,0000
Temperatura (Q) -3,94 1,46 -2,7 0,0271
Maltodextrina (Q) -5,97 1,46 -4,09 0,0035

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: DCCR - GC = Delineamento compostos central rotacional em que se utilizou goma de cajueiro como
encapsulante e DCCR - M = Delineamento composto central rotacional em que se utilizou maltodextrina como
encapsulante.

Fatores estatisticamente significativos a 5% (p < 0,05).

Tabela 27 - Analise de variancia do modelo quadratico para as varidveis solubilidade,
rendimento e retencdo de carotenoides.

Foqte ge Soma dos _Graus de Quaglrgdo F-calculado F-tabelado p-valor
variacdo guadrados liberdade médio
Solubilidade
Regressao 92 3 30,7 30,9 3,07 0,0002
Residuos 7 7 1
DCCR-GC Laita de ajuste 6,1 5 1,2 2,9 9,29 0,2727
Erro puro 0,8 2 0,4
Total 99 10 R =92,97%
Rendimento
Regressao 371,3 2 185,6 35,7 3,11 0,0001
Residuos 41,6 8 5,2
Falta de ajuste 36,5 6 6,1 2,4 9,33 0,3251
Erro puro 51 2 2,6
DCCR - M Total 4129 10 _ . R = 89,90%
Retencdo de carotenoides
Regressao 230,6 2 115,3 9,6 3,11 0,0075
Residuos 96,1 8 12
Falta de ajuste 87,6 6 14,6 3.4 9,33 0,2427
Erro puro 8,5 2 4.3
Total 326,7 10 R = 70,60%

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: DCCR - GC = Delineamento composto central rotacional em que se utilizou goma de cajueiro como
encapsulante e DCCR - M = Delineamento composto central rotacional em que se utilizou maltodextrina como
encapsulante.
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Consequentemente, foi possivel definir um modelo estatisticamente véalido (p < 0,05),
dado pelas equac0es 6, 7 e 8:

Y1=85,84—1,22.X:% + 3,05.X2 — 1,58.X7? (6)
Y2 =40,77 + 6,49.X1 - 2,37.X2 ©)
Y3 = 83,47 — 3,94.X:% — 5,97.X,2 (8)

Onde: Y1 = solubilidade, Y2 = rendimento, Y3 = retencdo de carotenoides, X1 = temperatura e

Xz = concentragdo de maltodextrina. Essas equagbes sdo graficamente representadas nas
Figuras 14, 15 e 16.

Figura 14 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) em funcéo da concentracdo de
goma de cajueiro e a temperatura de secagem na entrada do atomizador para a solubilidade
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Fonte: dados da pesquisa.

Figura 15 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) em funcdo da concentracdo de
maltodextrina e a temperatura de secagem na entrada do atomizador para o rendimento
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Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 16 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) em funcéo da concentracdo de
maltodextrina e temperatura de secagem na entrada do atomizador para a retencdo de
carotenoides
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Fonte: dados da pesquisa.

5.3.1 Rendimento (R)

O rendimento do processo corresponde a recuperacdo do produto e € determinado,
principalmente, pela eficiéncia de coleta. No entanto, mudangas nas condig¢des de secagem do
atomizador a fim de diminuir a aderéncia de particulas na superficie da camara de secagem
pode melhorar o rendimento do processo (SANTANA et al., 2018). Nos processos de secagem
por atomizacdo, a perda de material se deve, principalmente, a aderéncia do pé na parede do
equipamento e a ciclones com pouca eficiéncia na coleta de particulas finas (WANG,;
LANGRISH, 2009). A retencdo do produto na parede da cdmara é indesejavel porque, primeiro,
ndo é rentavel, devido a necessidade de paradas mais frequentes para limpeza do secador, €,
segundo, porque afeta a qualidade do produto. Os materiais depositados na parede da camara
de secagem podem ser submetidos a tratamento térmico mais intenso, o que os fazem apresentar
caracteristicas como umidade, cor e solubilidade bastante diferentes. Assim, se forem
desalojados podem contaminar todo o produto. Além disso, esses depositos influenciam o
volume de secagem e o processo de transferéncia de calor entre a parede da camara e os fluidos
em movimento (SANTANA et al., 2018).

Quando se utilizou GC como agente encapsulante, o rendimento ndo foi afetado pelas
variaveis independentes. Ja quando M foi utilizada verificou-se que o rendimento foi afetado
pelas variaveis temperatura de entrada no atomizador (°C) e concentracdo de maltodextrina (%).
Analisando a Figura 15, uma tendéncia pode ser percebida, ou seja, quando as condigdes de

temperatura foram mais elevadas (proximas a 175 °C) e as concentra¢fes de maltodextrina mais
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proximas do ponto central (3,5%) maior foi o rendimento do processo. O coeficiente de
determinacéo (R?) para o0 modelo encontrado foi 89,90%. Entretanto, os valores calculados para
o rendimento de cada processo, seja no DCCR com GC seja no DCCR com M, se mostraram
muito proximos, com variacoes entre 33,30-53,60% e 31-47,93%, respectivamente.

No trabalho realizado por Valduga et al. (2008), no qual o objetivo foi obter um corante
natural (antocianina) na forma de pd a partir do bagaco de uva da cultivar “Isabel” (Vitis
labrusca) observou-se, da mesma forma gque no presente trabalho, que o maior rendimento foi
obtido quando utilizou-se uma porcentagem de encapsulante (maltodextrina associada a goma
arébica) intermediaria. No entanto, Magalhdes Netto (1997) afirma que a presenca de
carboidratos de peso molecular mais alto, como a maltodextrina, gomas e outros materiais
encapsulantes, contribuem para auxiliar na estabilidade do sistema aumentando sua temperatura
de transicdo vitrea.

Rocha et al. (2014) estudando a obten¢éo de suco de caju em pé pelo processo de spray-
dryer, utilizando um delineamento composto central rotacional e maltodextrina como agente
encapsulante, observaram que, apesar do modelo encontrado nédo ter sido significativo, a
temperatura (linear) apresentou efeito positivo no rendimento, ou seja, um aumento qualquer
nesse pardmetro pode acarretar um aumento no rendimento do suco de caju em pd. Os
pesquisadores explicam esse resultado pela maior eficiéncia no processo de transferéncia de
calor e massa que ocorre quando maiores temperaturas de secagem séo utilizadas, ou seja, as
taxas de secagem aumentam resultando em particulas mais secas ao colidirem com a parede
interna da camara de secagem do spray-dryer, acarretando em menor aderéncia do produto no
interior do equipamento levando a maiores rendimentos do pd. No entanto, altas temperaturas
(> 170 °C) promovem mudancas tanto na estrutura quanto na fase termopléstica dos materiais,
aumentando os dep6sitos nas paredes do secador (LEON-MARTINEZ et al., 2011).

Santana et al. (2018) otimizaram a secagem, por atomizacdo, de polpa de jucara
(Euterpe edulis) usando misturas de amido modificado (AM) com concentrado proteico de soro
(CPS) ou proteina isolada de soja (PIS) como agentes carreadores e encontraram rendimentos,
semelhantes ao do presente trabalho, que variaram de 33,22-55,45% para AM:CPS e 49,93-
78,50% para AM:PIS. Analisando a superficie de resposta obtida verificaram uma tendéncia
entre o agente carreador e a propor¢do de AM:CPS ou AM:PIS, ou seja, um aumento do
rendimento para maiores concentracdes de agentes carreadores e proporcdo AM:CPS ou
AM:PIS.
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5.3.2 Higroscopicidade (H) e Teste de fluidez (TF)

A higroscopicidade e a fluidez podem ser tomadas como propriedades que se
correlacionam porque pds mais higroscopicos, provavelmente, terdo mais problemas de fluxo
relacionados a agua absorvida (FITZPATRICK, 2005)

Em ambos DCCRs (GC e M) verificou-se que a higroscopicidade ndo foi afetada pelas
variaveis temperatura de entrada no atomizador (°C) e concentracdo de maltodextrina (%).
Segundo a classificacdo de GEA Niro Research Laboratory (2018), todos os p6s produzidos,
em ambos delineamentos, se mostraram ligeiramente higroscopicos (higroscopicidades entre
10,1 e 15%), resultado satisfatorio, e por isso considerado um fator ndo limitante a qualidade
do produto.

Resultado diferente foi encontrado por Ferrari, Ribeiro e Aguirre (2012), que estudaram
a secagem por atomizacdo de polpa de amora-preta usando maltodextrina como agente
carreador e observaram valores de higroscopicidade variando entre 18,77 e 29,51%. Os valores
de higroscopicidade foram significativamente (p < 0,05) maiores quando 0s pos foram
produzidos a 180 °C. Tonon et al. (2008) afirmaram que temperaturas de secagem mais altas
resultam em pos com umidades mais baixas e mais higroscépicos, e relaciona esse fato ao maior
gradiente de concentracao de dgua existente entre o produto e o ambiente. Além disso, Ferrari,
Ribeiro e Aguirre (2012) concluiram que o aumento da concentracdo de agente encapsulante
(maltodextrina) resultou na formacdo de particulas com menor umidade e higroscopicidade.
Esse resultado foi explicado pelo fato de a maltodextrina ser um material com baixa
higroscopicidade, o que reduz a capacidade de adsorcdo de agua dos produtos desidratados por
spray drying. Dessa mesma forma, Oliveira et al. (2009) estudando a adigdo de goma de
cajueiro a carreadores a base de maltodextrina para secagem por atomizacao de suco de caju
encontraram como resultado que maiores concentracbes dos auxiliares de secagem
(maltodextrina e goma de cajueiro) diminuiram a higroscopicidade.

Ja Moreira et al. (2009), avaliando o extrato do bagaco de acerola submetido a secagem
por spray-dryer usando maltodextrina € goma de cajueiro como auxiliares de secagem
observaram que 0 aumento da temperatura de entrada (170-200 °C) resultou na diminuicao da
higroscopicidade do p6 e aumento da fluidez (diminuig¢do do &ngulo de repouso).

Com relacdo a fluidez, todos os onze ensaios dos dois planejamentos produziram pos
sem problemas significativos de fluxo, de acordo com a classificagao apresentada por Bhandari
et al. (1998), que propuseram que pds com angulos de repouso inferiores a 45° sdo fluxo-livre

e assim a fluidez foi considerada um fator ndo limitante a qualidade do produto.
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5.3.3 Umidade (U)

O teor de umidade é uma propriedade importante para pds e esté relacionada a eficiéncia
de secagem. Além disso, menores valores de umidade limitam a capacidade de a 4gua atuar
como um plastificante, o que reduz a temperatura de transicao vitrea (SANTANA et al., 2018).
O teor de umidade dos p6s produzidos por secagem por pulverizacao é largamente influenciado
pela umidade e temperatura do processo de secagem, mas tambem pode ser influenciado pela
afinidade do material de parede e a difusividade da agua através da matriz polimérica (BOTREL
etal., 2017).

O contetdo de umidade nos pés obtidos com o DCCR que utilizou GC e o DCCR que
utilizou M como encapsulante variou entre 4,0-6,4% e 2,7-3,8%, respectivamente. Dessa forma,
os teores de umidade encontrados estdo de acordo com o estabelecido pela legislacdo para
produtos de frutas secos ou desidratados, que devem apresentar o maximo de 25% de umidade
(BRASIL, 2005). O teor de umidade desempenha um papel significativo no estabelecimento do
prazo de validade de p6s. Teores de umidade elevados podem levar ao crescimento microbiano
e aglomeracdo, o que afeta a estabilidade fisica e quimica e a aceitabilidade total (GOYAL et
al., 2015).

Por outro lado, nenhuma das variaveis independentes estudadas (temperatura de entrada
no atomizador e concentracdo de encapsulante) apresentou significancia ao nivel de 5% em
relacdo a resposta umidade, indicando que ndo é possivel obter um modelo vélido para essa
variavel.

Diferente do presente estudo Moreira et al. (2009), avaliando o extrato do bagaco de
acerola submetido a secagem por spray-dryer usando maltodextrina e goma de cajueiro como
auxiliares de secagem, observaram que a umidade dos p6s foram significativamente reduzidas
pelo aumento da temperatura de entrada no secador (170-200 °C), da proporc¢do do auxiliar de
secagem/acerola sélida (2:1-5:1) e do percentual de substituicdo de maltodextrina por goma de
cajueiro (0-100%). Da mesma forma, Ferrari, Ribeiro e Aguirre (2012), que estudaram a
secagem por atomizacdo de polpa de amora-preta usando maltodextrina como agente carreador,
observaram que o aumento da temperatura do ar de secagem (160-180 °C) e da concentracdo

de maltodextrina (5-25%) resultou na diminuigdo da umidade das amostras.

5.3.4 Solubilidade (S)
Quando se utilizou GC como agente encapsulante verificou-se que a solubilidade foi
afetada pelas variaveis temperatura de entrada no atomizador (°C) e concentragdo de

maltodextrina (%). Analisando a superficie de resposta (FIGURA 14) observa-se que
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temperaturas na faixa de 135 a 165°C e concentra¢es de goma de cajueiro entre 3,5 e 5% sédo
melhores para obter p6s mais soluveis. O coeficiente de determinacdo para o modelo encontrado
foi altamente satisfatorio 92,97%. Por outro lado, quando se utilizou M como agente
encapsulante a solubilidade nédo foi afetada por ambas variaveis. Entretanto, todos os ensaios,
de ambos DCCRs, produziram pds com alta solubilidade em agua (acima de 78%).

Os valores obtidos no presente estudo foram similares ao encontrado por Santana et al.
(2018), que estudaram a atomizacdo de polpa de jucara (Euterpe edulis) usando misturas de
amido modificado com concentrado protéico de soro de leite ou amido modificado com isolado
protéico de soja como agentes carreadores. Os valores de solubilidade variaram entre 77,99-
92,86% e 78,87-83,78%, respectivamente. Os resultados obtidos por Alves (2014), que
estudaram a obtencdo de extrato de carotenoides de polpa de pequi encapsulado pelo método
de secagem por atomizacdo, também sao similares (variacdo entre 93,14 e 96,52%). Ja os
valores obtidos por Vardin & Yasar (2012), em seu estudo sobre a atomizagéo de suco de rom4,
foram bem inferiores ao presente estudo (variacéo entre 21,4 e 45,2%).

5.3.5 Reconstituicdo da cor (RC)

Verificou-se que em ambos os delineamentos a reconstituicdo de cor ndo foi afetada
pelas variaveis temperatura de entrada no atomizador (°C) e proporcao de encapsulante (%), ou
seja, para qualquer temperatura de entrada no atomizador e concentracdo de encapsulante,
dentro das faixas estudadas e para cada delineamento individualmente, ndo se observa nenhuma
alteracdo no padrdo de valores de AE obtidos.

A M produziu pés com maiores valores de AE em comparacdo a GC (TABELA 25).
Apenas dois dos po6s produzidos com GC tiveram AE acima de 5, enquanto que dez dos onze
pos produzidos com M apresentaram AE acima de 5. Isso demonstra que a GC promoveu uma
melhor retencdo da cor apds processo de secagem, sendo esse um ponto positivo ao uso de GC
como agente encapsulante. Essa discusséo baseia-se nas faixas definidas por Mokrzycki e Tatol
(2011), onde:

e 0 <AFE<1-néo sao observadas diferencas entre as amostras;

e 1 <AE <2 -somente pessoas treinadas observam as diferencas;

e 2 <AE<3,5 - pessoas sem treinamento também observam as diferencas;
e 3,5<AE<5,0- asdiferencas sdao claramente observadas e

e AE >S5 - as pessoas observam duas cores entre as amostras.
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Portanto, baixos valores de AE sdo altamente desejaveis para a diferenca global de cor,
pois indicam que o pigmento em p6 mantém a cor do extrato do qual se originou apds a
reconstituicao.

Valores aproximados aos encontrado no presente estudo foram encontrados por Silva et
al (2013), que estudaram a microencapsulacdo por spray-drying de extratos de casca de
jabuticaba usando uma solugéo de 30% de maltodextrina, uma mistura de 25% de goma arébica
com 5% de maltodextrina e uma mistura de 25% de Capsul™ com 5% de maltodextrina como
encapsulantes, encontrando valores de AE entre 3,80-4,60, 12,15-14,28 e 9,44-12,99,
respectivamente. J4 Rocha et al. (2014) estudando a obtenc¢&o de suco de caju atomizado atraves
do controle das condicdes de secagem (vazéo de ar quente e temperatura de entrada do ar),
utilizando maltodextrina como agente encapsulante, obtiveram como resultado grande

diferenca de cor global entre o p6 de suco de caju e 0 suco in natura (AE = 22,58).

5.3.6 Retencéo de carotenoides totais (RCT)

Quando se utilizou GC como agente encapsulante a retencdo de carotenoides ndo foi
afetada pelas varidveis temperatura de entrada no atomizador (°C) e concentracdo de
encapsulante (%). Ja quando se utilizou M verificou-se que a retencdo de carotenoides foi
afetada por ambas varidveis. Analisando a superficie de resposta obtida (FIGURA 16) uma
tendéncia pode ser percebida, ou seja, quando as condi¢Oes de temperatura de entrada e
concentracdo de maltodextrina estiveram mais préximas do ponto central (150°C e 3,5%,
respectivamente) melhor foi a retencdo de carotenoides e portanto esse foi considerado o ponto
6timo do processo, pois essa € uma das respostas mais importantes uma vez que S80 0S
carotenoides 0s compostos responsaveis pela cor do ECC.

Kobori (2010) estudou a microencapsulacdo de polpa de acerola por atomizagédo
utilizando maltodextrina 20 DE, goma ardbica ou amido modificado (Capsul®) como
encapsulante. Para a maltodextrina, a superficie de resposta mostrou que quanto maior a
temperatura, menor a retencdo de B-caroteno, coerente com o efeito esperado da temperatura
na degradacdo dos carotenoides, sendo as condi¢cdes proximas ao ponto central (temperatura de
175 °C e 20% de encapsulante) melhores para a reten¢ao de B-caroteno. Ja para a goma arabica,
polissacarideo estruturalmente parecido com a goma de cajueiro, observou-se que a temperatura
ndo teve muito efeito na retengéo de B-caroteno, assim como ocorreu no presente estudo. Com
relacdo a concentracdo de encapsulante, o intervalo 6timo foi entre 10 e 20% (regido proxima

ao ponto central).
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De acordo com Quek et al. (2007), quando temperaturas mais baixas sdo empregadas
para secagem e obtencgdo de pos, esses apresentam tendéncia a aglomeragéo, em razdo do maior
teor de umidade, principalmente se as amostras forem ricas em acucar. Essa aglomeracéo entre
as particulas gera menor superficie de contato, diminuindo a exposicdo dos p6s ao oxigénio e
protegendo os pigmentos contra degradagéo. Esses mesmos autores verificaram em seu estudo,
que envolvia suco de melancia, uma reducdo de 30% no teor de licopeno apds secagem por
spray-drying, ao aumentar a temperatura de secagem de 145 para 175 °C.

No trabalho realizado por Ferrari, Ribeiro e Aguirre (2012), onde foi realizada secagem por
atomizacéo de polpa de amora-preta usando maltodextrina como agente carreador, observou-se
que o aumento da temperatura do ar de secagem (160-180°C) e da concentragdo de
maltodextrina (5-25%) levou a diminuicdo da concentracdo de antocianinas presente no suco
de amora-preta em pd. A retencdo de antocianinas foi cerca de 80% apenas para as amostras
produzidas com 5% de maltodextrina e temperatura de secagem de 160 °C, mostrando o efeito
sinergistico dessas duas varidveis na manutencdo do teor de antocianinas da amora-preta. Ja
nos ensaios que utilizaram 15 e 25% de maltodextrina, e temperatura de 180 °C, constatou-se
uma retencdo em torno de apenas 69% dos pigmentos da amora-preta ap0s secagem, uma vez

que antocianinas sao pigmentos termossensiveis.

5.3.7 Validagdo do modelo e caracterizacdo das microcapsulas

Os resultados preditos pelo modelo e os experimentais obtidos nas condi¢cdes de ponto

6timo, para os dois DCCRs, sdo apresentados na Tabela 28.

Tabela 28 — Resultados preditos e experimentais obtidos nas condi¢des de ponto 6timo do
processo

Variavel resposta Resultado predito Resultado experimental ™
DCCR - GC Solubilidade (Y1) 86,99% 84,75%
DCCR-M Rendimento (Y2) 40,77% 45,92%
DCCR-M Retencéo de carotenoides (Y3) 83,47% 66,64%

Fonte: dados da pesquisa. Legenda: DCCR - GC = Delineamento composto central rotacional em que se utilizou
goma de cajueiro como encapsulante DCCR - M = Delineamento composto central rotacional em que se utilizou
maltodextrina como encapsulante. * Modelos reparametrizados, constituidos apenas dos parametros
estatisticamente significativos. ** Valores sdéo médias de triplicatas.

Apesar da existéncia de desvios entre os resultados experimentais e preditos, pode-se

considerar que os resultados obtidos no ensaio de validagdo foram satisfatorios.
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A caracterizacdo morfolégica do ECC microencapsulado com goma de cajueiro (ECC
— GC) ou maltodextrina (ECC — M), obtidos nos pontos considerados 6timos de cada DCCR,
foi realizada por meio da analise das imagens geradas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), apresentadas nas Figuras 17, 18 e 19.

Figura 17 - Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do extrato em p6
microencapsulado com goma de cajueiro (ECC — GC)

&
. TN

J
SEM HV: 15.0 kV WD: 15.65 mm 111 | | VEGA3 TESCAN

View field: 69.2 ym Det: SE 20 ym
SEM MAG: 4.00 kx  Date(m/d/y): 10/19/17 Embrapa Agroindustria Tropical

SEM HV: 15.0 kv wD:1570mm || (11|11} VEGA3 TESCAN
View field: 138 ym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.00 kx  Date(m/d/y): 10/19/17 Embrapa Agroindustria Tropical

Fonte: autor.
Legenda: (a) = Magnificacdo de 2000X e (b) = Magnificacdo de 4000X.

Figura 18 - Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do extrato em p6
microencapsulado com maltodextrina (ECC — M)
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D™ i = 2.
SEM HV: 15.0 kV | | VEGA3 TESCAN

View field: 69.1 ym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 4.00 kx  Date(m/dly): 10/19/17 Embrapa Agroindustria Tropical
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SEM HV: 15.0 kV WD: 15.72 mm 1111 | VEGA3 TESCAN
View field: 138 um Det: SE 20 ym

SEM MAG: 2.00 kx  Date(m/d/y): 10/19/17 Embrapa Agroindustria Tropical

Fonte: autor.
Legenda: (a) = Magnificacdo de 2000X e (b) = Magnificacdo de 4000X.
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Figura 19 - Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrando o
interior das microcapsulas de goma de cajueiro (a) e maltodextrina (b)

a
SEM HV: 15.0 kV WD: 15.76 mm 111 | VEGA3 TESCAN

View field: 50.0 ym Det: SE 10 pm
SEM MAG: 5.53 kx  Date(m/d/y): 10/19/17 Embrapa Agroindustria Tropical

SEM HV: 15.0 kV WD: 15.63 mm | | VEGA3 TESCAN

View field: 45.4 ym Det: SE 10 pm
SEM MAG: 6.10 kx  Date(m/dly): 10/19/17 Embrapa Agroindustria Tropical

Fonte: autor.
Legenda: (a) = Magnificagdo de 6100X e (b) = Magnificacdo de 5530X.

As microparticulas apresentaram paredes continuas, arredondadas (tipico do processo
de secagem por atomizacao), sem fissuras, rachaduras ou rompimentos e formato esférico.
Fatores esses considerados fundamentais para garantir uma menor permeabilidade a gases,
maior protecdo e retencdo do recheio, que sdo caracteristicas desejaveis a estabilidade do
material (SANTOS; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2005; OSORIO et al., 2010). A
maioria das microcapsulas apresentam em diversos pontos uma retracdo da superficie (presenca
de concavidades ou achatamentos), entretanto esse efeito foi mais pronunciado nas
microcdpsulas de goma de cajueiro. Essas retracBes sdo caracteristicas das microcapsulas
produzidas por atomizacdo e se ddo devido a rapida evaporacdo da &gua e consequente
contracdo das particulas durante o processo de secagem ou ao vacuo aplicado durante a analise
de MEV (SILVA et al.,, 2013; OSORIO et al., 2010), além, é claro, das caracteristicas
individuais de cada encapsulante. De acordo com Tonon (2009), particulas com muitas
depressdes na superficie podem ter problemas em suas propriedades de fluxo e por possuirem
areas de contato maiores do que aquelas com superficies lisas pode tornar-se mais suscetiveis
a reacOes de degradacdo, como a oxidacdo. Esse conceito é fundamental para o
microencapsulamento de ingredientes alimentares porque pode melhorar a eficacia dos aditivos
alimentares (GOUIN, 2004). Com base nessas informacdes as microcapsulas de maltodextrina
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parecem proteger melhor os carotenoides presentes, porém estudos de estabilidade, avaliando
o teor de carotenoides totais, ndo foram realizados.

A aderéncia de pequenas particulas a superficie de particulas maiores foi observada,
assim como uma grande heterogeneidade no tamanho das particulas. O didmetro médio do ECC
— GC foi 6,16 pm, variando entre 1,82 e 16,83 um. J4 0 ECC — M teve didametro médio de 4,45
um, variando entre 0,89 e 15,87 um. No entanto, presenca de particulas maiores, assim como a
deposicdo de particulas umas sobre as outras pode ser atribuida a processos de aglomeracéo,
nos quais a formacdo de ligacdes irreversiveis leva a formacéo de particulas maiores (KOBORI,
2010). Esses diametros estdo dentro da faixa de tamanhos para particulas produzidas por spray-
drying, que variam de 5 a 150 pm (CHANG et al., 1988; SOUTHWEST RESEARCH
INSTITUTE, 1991; ONWULATA et al., 1994).

Santos, Favaro-Trindade e Grosso (2005) estudaram a obtencdo de microcapsulas de
oleoresina por atomizacdo, utilizando goma arabica como material encapsulante, e através das
imagens obtidas por MEV verificaram, assim como no presente estudo, que as microcapsulas
apresentavam paredes continuas, arredondas, sem fissuras, rachaduras ou rompimentos. A
goma de cajueiro € estruturalmente similar a goma arabica e isso pode explicar a similaridade
entre as microparticulas obtidas nos dois trabalhos. Observou-se, também, grande variacdo do
tamanho das particulas, sendo essa variacdo de 2 a 50 um, variagdo maior comparada a do
presente trabalho. Variagdes entre 6 e 51 um, nos tamanhos de microcapsulas de maltodextrina,
também foram observadas por Otélora et al. (2015), que estudaram a microencapsulacdo de
betalainas, obtidas de frutos de cactos (Opuntia ficus-indica), por atomizacao.

As microcapsulas foram submetidas ao corte com um bisturir para avaliar a parede e 0
interior das capsulas. Na Figura 19 podemos observar que as microcapsulas ndo apresentaram
rachaduras ou porosidade e que capsulas maiores englobam capsulas menores.

A formacgdo das microcapsulas apds o processo de secagem por atomizacdo foi
confirmada por comparacgdo de microfotografias entre capsulas formadas apenas pelos agentes
de encapsulacdo (goma de cajueiro ou maltodextrina em solucdo a 10%), ou seja, sem
preenchimento, e capsulas formadas pelo encapsulante adicionado do ECC, ou seja, com
preenchimento. Nessas microfotografias (FIGURAS 20 e 21) é possivel visualizar o ECC, de
coloracdo amarela, no interior das microcépsulas e ndo impregnado em goticulas de tamanhos

diversos distribuidas uniformemente ao longo de toda a parede.
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Figura 20 - Microfotografias obtidas por microscopia éptica de microcdpsulas de goma de
cajueiro

Fonte: autor.
Legenda: (a) = Céapsulas de goma de cajueiro sem preenchimento e (b) = Capsulas de goma de cajueiro com
preenchimento.

rina

Figura 21 - Microfotografias obtidas por microscopia optica de microcépsulas de maltodext

3 ~

Fonte: autor.
Legenda: (a) = Céapsulas de maltodextrina sem preenchimento e (b) = Cépsulas de maltodextrina com
preenchimento.

5.4 Conclusédo

Foi possivel encapsular e otimizar o processo de encapsulacao utilizando GC e M com
condicBes Otimas de processo em 150 °C e 5% de goma de cajueiro e em 150 °C e 3,5% de
maltodextrina. Utilizando esses pardmetros, as microcapsulas dos pos obtidos apresentaram
paredes continuas, arredondadas, sem fissuras e rachaduras. Entretanto, a microcapsula de GC

apresentou diametros maiores e maior quantidade de pontos de retracdo da superficie.
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6 EXTRATO CONCENTRADO DE CAJU: UMA ABORDAGEM BIOLOGICA DESSE
POTENCIAL ADITIVO ALIMENTAR

Artigo a ser submetido para publicacdo no periodico Food Research International (ISSN 0963-
9969).

RESUMO

O extrato concentrado de caju (ECC) é obtido a partir das fibras residuais do processamento do
pedinculo e apresenta elevada concentracdo de carotenoides, exibindo grande potencial para
uso como aditivo alimentar. Porém, para sua aplicagdo alimentar, ha a necessidade de avaliar
sua toxicidade, uma vez que nele sdo encontrados acidos anacardicos, que embora sejam
relacionados a efeitos bioldgicos benéficos, também tém sido relatados como toxicos. Nesse
sentido, o objetivo do trabalho foi caracterizar o ECC quanto a cor e teores de compotos
bioativos, avaliar a sua toxicidade e atividades antiproliferativa e antimicrobiana. Para isso,
empregou-se um processo, que contempla tratamento enzimatico, prensagens sequenciais,
microfiltracdo e pasteurizacéo, para obtencdo do ECC a partir das fibras residuais do pedunculo.
Uma vez obtido, o ECC foi liofilizado (ECC-L), sem adicdo de encapsulantes, e atomizado,
utilizando-se goma de cajueiro (ECC-GC) ou maltodextrina (ECC-M) como agentes
encapsulantes, sendo entdo caracterizados e utilizados nos ensaios biolégicos. A caracterizagdo
foi feita por meio dos parametros de cor (L*, a* e b*), teores de carotenoides totais (CT)
(espectrofotometria) e acidos anacardicos (AA) (HPLC-DAD). Os ensaios bioldgicos
contemplaram teste de toxicidade aguda in vivo, realizado pelo bioensaio frente ao modelo
zebrafish (Danio rerio); atividade antiproliferativa contra sete células tumorais humanas [U251
(glioma), MCF7 (mama), NCI/ADR-RES (carcinoma do ovario multirresistente), NCI-H460
(pulmao), PC-3 (préstata), OVCAR-3 (ovario) e HT29 (célon)] e uma célula ndo tumoral
[HaCaT (queratindcitos humanos)]; e atividade antimicrobiana, pelo método de difusdo em
agar, contra Escherichia coli (ATCC 259222), Salmonella Typhimurium (ATCC 51812),
Listeria monocytogenes (ATCC 19115) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Por fim,
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) foi realizada para confirmacdo dos danos
celulares causados as bactérias. Os resultados mostram que o0 ECC—L apresentou 0s maiores
teores de compostos bioativos (CT — 96,28 mg/mL e AA — 41,74 mg/mL) e uma cor mais
escura. Os teores de compostos bioativos entre 0 ECC-GC e o ECC-M s@o semelhantes

(p<0,05), enquanto diferencas estatisticas sdo observadas nos valores das coordenadas L *, a *
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e b *. O ECC ndo se mostrou tdxico até 96 horas de analise e ndo apresentou atividade
antiproliferativa significativa ((ICs0>250 pug.mL™?) frente as linhagens tumorais e ndo tumorais
testadas. Contudo, exibiu atividade antimicrobiana com halos de inibi¢cdo de 13 e 11 mm (100
e 50 mg/mL, respectivamente) contra L. monocytogenes. As imagens obtidas por MET mostram
o0s danos causados a parede celular dessa bactéria. Portanto, o ECC representa uma fonte
potencial de compostos bioativos para uso como aditivo pela industria de alimentos,

apresentando atividade antibacteriana e sem risco de toxicidade.

Palavras-chave: Anacardium occidentale L. Carotenoides. Acido anacardico. Zebrafish
adulto. Antitumoral. Antimicrobiana.
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ABSTRACT

The concentrated cashew extract (CCE) is obtained from the residual fibers of the peduncle
processing and presents a high concentration of carotenoids, exhibiting great potential for use
as a food additive. However, for its food application, it is necessary to evaluate its toxicity,
since anacardic acids are found there, which, although related to beneficial biological effects,
have also been reported as toxic. In this sense, the objective of the study was to characterize the
CCE regarding the color and contents of bioactive composites, to evaluate its toxicity and
antiproliferative and antimicrobial activities. For this, a process was used, which includes
enzymatic treatment, sequential pressing, microfiltration and pasteurization, to obtain the CCE
from the residual fibers of the peduncle. Once CCE-L was obtained, the CCE was lyophilized
(CCE-L), without addition of encapsulants, and atomized, using cashew gum (CCE-CG) or
maltodextrin (CCE-M) as encapsulating agents and then characterized and used in biological
assays. The characterization was performed using color parameters (L*, a* and b*), total
carotenoids (TC) (spectrophotometry) and anacardic acids (AA) (HPLC-DAD). Biological
assays included an in vivo acute toxicity test performed by the zebrafish model (Danio rerio);
anti-proliferative activity against seven human tumor cells [U251 (glioma), MCF7 (breast),
NCI/ADR-RES (multidrug resistant carcinoma), NCI-H460 (lung), PC-3 and HT29 (colon)]
and a non-tumor cell [HaCaT (human keratinocytes)]; and antimicrobial activity by agar
diffusion method against Escherichia coli (ATCC 259222), Salmonella Typhimurium (ATCC
51812), Listeria monocytogenes (ATCC 19115) and Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
Finally, transmission electron microscopy (TEM) was performed to confirm the cellular
damage caused to the bacteria. The results showed that CCE-L presented the highest levels of
bioactive compounds (TC - 96.28 mg/mL and AA - 41.74 mg/mL) and a darker color. The
bioactive compounds contents between CCE-CG and CCE-M are similar (p < 0.05), while
statistical differences are observed in the values of the coordinates L*, a* and b*. CCE was not
toxic up to 96 hours of analysis and showed no significant antiproliferative activity (ICso> 250
ug.mL1) against the tumor and non-tumor lines tested. However, it exhibited inhibition halos
of 13 and 11 mm (100 and 50 mg/mL, respectively) against L. monocytogenes. The images
obtained by TEM show the damage caused to the cell wall of this bacterium. Therefore, CCE
represents a potential source of bioactive compounds for use as an additive by the food industry,
exhibiting antibacterial activity and without risk of toxicity.

Key words: Anacardium occidentale L. Carotenoids. Anacardic acid. Adult zebrafish.

Antitumor. Antimicrobial.
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6.1 Introducao

O caju (Anacardium occidentale L.) é uma fruta tropical originaria do Brasil, onde é
amplamente cultivada e explorada comercialmente. O principal produto do cajueiro € a castanha
de caju (fruta verdadeira), rica em gordura e proteina. Depois de retirar a noz do pedinculo
(pseudo-fruto do caju), os pseudo-frutos se tornam residuos (BHAKYARAJ;
SINGARAVADIVE, 2012) ou sdo processados na industria, principalmente, para produzir suco
de caju. No final, aproximadamente 20% a 25% dos pseudo-frutos usados na industria de
processamento permanecem como fibras residuais sendo quase inteiramente descartadas ou
usadas como suplemento de ragdo animal (ABREU et al., 2013).

No entanto, nos ultimos anos, estudos envolvendo a utilizacdo mais eficiente desse
residuo agroindustrial estdo aumentando. Abreu et al. (2013) relatam um processo para obter
um extrato concentrado de caju (ECC), que compreende um tratamento enzimatico das fibras
do pedunculo de caju, seguido de prensagem sequencial e microfiltracdo de fluxo cruzado. O
produto resultante contém acidos anacardicos (DIONISIO et al., 2018), que sdo reconhecidos
pela sua atividade antibacteriana, atividade antitumoral e propriedades antioxidantes
(HAMAD; MUBOFU, 2015). O ECC tem também uma coloracdo amarela intensa, pois € rico
em carotenoides, onde a auroxantina e a B-criptoxantina representam cerca de 50% do total de
carotenoides (ABREU et al.,, 2013). Embora 0 ECC seja uma fonte interessante desses
pigmentos, esses compostos sao suscetiveis a degradacao quando isolados (BOON et al., 2010);
e métodos de processamento com boa relacdo custo-beneficio precisam ser empregados para
preservar 0s carotenoides e outros compostos bioativos (SAINI; NILE; PARK, 2015). Com o
objetivo de melhorar a estabilidade desses carotenoides, o uso de carreadores - como a
maltodextrina ou a goma de cajueiro - é capaz de estabilizar esses compostos bioativos,
altamente associados a potenciais beneficios a saide humana (SAINI; NILE; PARK, 2015;
FIEDOR; BURDA, 2014; BOWEN et al., 2015). No entanto, as propriedades bioldgicas desses
extratos contendo bioativos (ndo encapsulados e encapsulados) nunca foram avaliadas. Esta
elucidacdo é necessaria, devido a sua possivel aplicacdo, particularmente na inddstria alimentar,
pela sua coloracdo e/ou propriedades biologicas.

As propriedades bioldgicas dos produtos naturais tém atraido a atencdo dos cientistas
desde muito tempo e as investigacdes de atividades biologicas particulares in vivo e in vitro tém
sido exploradas usando células e diversos modelos animais (KANG et al., 2012). Com o
propdsito de estudar processos, efeitos e mecanismos bioldgicos especificos, um organismo

modelo deve ter vantagens técnicas e praticas (KANG et al., 2013). Recentemente, o sistema



147

modelo de zebrafish (Danio rerio) emergiu como um organismo modelo de vertebrado
altamente atil para estudar genética, desenvolvimento, toxicologia ambiental, farmacologia,
reparo de danos no DNA, céancer e outras doencas (DAI et al., 2014). Estudos envolvendo
zebrafish adulto, especificamente para carotenoides, foram relatados por Saidi, Davey e
Cameron (2015), que avaliaram o efeito da zeaxantina na acuidade visual do zebrafish. Mais
recentemente, o embrido de zebrafish foi utilizado como modelo de desenvolvimento de
vertebrados para identificar e, subsequentemente, isolar e caracterizar os metabolitos
teratogénicos dos glicosideos carotenoides produzidos por cianobactérias (JAJA-SHIMEDZA
et al., 2017). No entanto, os efeitos tdxicos dos acidos anacardicos ou outros carotenoides (ou
materiais contendo niveis mais elevados desses constituintes) no zebrafish adulto ainda é
inexplorado.

Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade aguda para individuos
adultos maduros de zebrafish e o potencial antiproliferativo e antimicrobiano do extrato de caju
(ECC) e seus materiais encapsulados (ECC-M e ECC-GC), usando maltodextrina ou goma de
caju como portadores, respectivamente) a fim de propor novas aplicacdes para esses extratos

contendo bioativos obtidos do subproduto do processamento de suco.

6.2 Material e métodos

6.2.1 Amostras de extrato concentrado de caju (ECC)

A matéria-prima utilizada foi obtida de acordo com o que foi descrito no subitem 3.2.1
(capitulo 3 desta tese de doutorado) e o processamento aplicado para obtencdo do extrato
concentrado de caju (ECC) foi realizado de acordo com o que foi descrito no subitem 3.2.2
(capitulo 3 desta tese de doutorado). Em seguida, o ECC foi submetido ao processo de
liofilizacdo, sem uso de encapsulante, para obtencdo da amostra denominada ECC-L. As
amostras obtidas nos pontos considerados 6timos do delineamento composto central rotacional
(DCCR), empregado no processo de secagem por atomizacdo do capitulo 5 desta tese de
doutorado, também foram estudadas no presente capitulo. Essas amostras foram denominadas
como ECC-GC (encapsulada com goma de cajueiro) e ECC-M (encapsulada com

maltodextrina).

6.2.2 Métodos de analiticos para caracterizacdo das amostras

Os métodos analiticos para caracteriza¢do séo descritos a seguir:
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6.2.2.1 Cor

As andlises de cor foram realizadas em triplicata por leitura direta da reflectancia do
sistema de coordenadas retangulares (L*, Luminosidade; a*, intensidade de vermelho e verde;
e b*, intensidade de amarelo e azul), aplicando a escala de cor CIELAB com o uso de

colorimetro (modelo Chroma-Meter CR-410, Konica Minolta Sensing Inc., Osaka, Japao).

6.2.2.2 Carotenoides totais (CT)
A analise de carotenoides totais foi realizada conforme descrito no subitem 3.2.3.2 do

topico 3 desta tese de doutorado.

6.2.2.3 Identificacdo e quantificacdo de acidos anacardicos

Essas metodologias foram descritas nos subitens 3.2.3.4 e 3.2.3.5 do tépico 3 desta tese
de doutorado.

A Unica diferenca é que as amostras em p0, avaliadas no presente capitulo, foram
solubilizadas em metanol & uma concentragdo de 1 mg.mL antes de serem filtradas e injetadas

no cromatadgrafo.

6.2.3 Avaliacéo dos efeitos biolégicos

6.2.3.1 Avaliacdo toxicologica frente ao zebrafish (Danio rerio)

6.2.3.1.1 Zebrafish (Danio rerio)

Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa), de ambos os sexos, com idade entre 60 e 90 dias,
tamanhos de 3,5 £ 0.5 cm e peso 0,3 = 0.2 g foram obtidos da Agroquimica: Comércio de
Produtos Veterinarios LTDA, um fornecedor em Fortaleza (Ceara, Brasil). Grupos de 50 peixes
foram aclimatados por 24 h em aquarios de vidro (30 x 15 x 20 cm), contendo agua desclorada
(ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25 °C e pH 7.0, com ciclo cicardiano de
14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam racdo ad libitum 24 h antes dos experimentos.
Apbs os experimentos, os peixes foram sacrificados com agua gelada (2 a 4°C) por 10 minutos
até perda dos movimentos operculares (CONCEA, 2018). Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade
Estadual do Ceard (CEUA-UECE), sob protocolo n° 7210149/2016.
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6.2.3.1.2 Protocolo geral

Os testes com zebrafish adultos foram realizados baseando-se em metodologias
propostas por Magalhaes et al. (2017), Ekambaram, Perumal e Pavadai (2017) e Collymore,
Rasmussen e Tolwani (2013). No dia dos experimentos, os peixes foram selecionados
randomicamente, transferidos para uma esponja Umida, tratados com as amostras testes
(diluidas em 4&gua) ou controle (&dgua destilada), via oral (v.0.). Apos tratamento, foram
acondicionados individualmente em copos de plastico (250 mL) contendo 150 mL de agua do
aquario para repouso. Para os tratamentos via oral (v.0.) foi usada pipeta automatica variavel
de 20 pL.

6.2.3.1.3 Teste de campo aberto

Os animais (n = 6 / grupo) foram tratados com 20 puL de ECC-L ou ECC-GC ou ECC-
M, em trés diferentes doses (2 ou 40 ou 200 mg/Kg), ou, no caso do controle, com &gua destilada
e submetidos ao teste de campo aberto para avaliar se houve alguma alteracdo na coordenacao
motora dos peixes, seja por sedacdo e/ou relaxamento muscular. Um grupo Naive (que nédo
recebeu tratamento) foi incluido. O nimero de cruzamentos de linha (CL) para cada peixe foi
anotado durante 0-5 min. Considerando o valor de CL dos peixes Naive como linha de base
(100%), expressamos, como valores medios + erro padrdo, os cruzamentos de linhas em
porcentagem (CL%) para cada grupo experimental (MAGALHAES et al., 2017). Apés a
confirmacdo da normalidade da distribuicdo e da homogeneidade dos dados, os resultados
foram submetidos a andlise de variancia one-way (ANOVA), seguida do teste de Tukey e o
nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p <0,05). Todas as analises foram

realizadas com o software GraphPad Prism v 5.01.

6.2.3.1.4 Toxicidade aguda

A toxicidade aguda foi realizada frente ao zebrafish adulto conforme metodologia
proposta pela Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 1992). Os
animais (n=6/grupo) foram tratados por via oral com a amostra (ECC-L ou ECC-GC ou ECC-
M), em trés diferentes doses (2 ou 40 ou 200 mg/Kg; 20 uL; v.0.), ou, no caso do controle, com
agua destilada. Apds o tratamento, os animais foram observados diariamente por 96 h. O
numero de animais mortos em cada grupo foi anotado e a dose letal, capaz de matar 50 % dos
animais (DLso), foi determinada através do método matematico Trimmed Spearman-Karber
com intervalo de confianca de 95% (ARELLANO-AGUILAR et al., 2015).
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6.2.3.2 Atividade antiproliferativa

6.2.3.2.1 Condic0es de cultura celular

Oito diferentes linhagens de células tumorais humanas [U251 (glioma), MCF7 (mama),
NCI/ADR-RES (carcinoma do ovario multirresistente), NCI-H460 (pulméo), PC-3 (prostata),
OVCAR-3 (ovério) e HT-29 (co6lon)] foram cedidos pelo Instituto Nacional do Céncer de
Frederick (NCI-EUA), e uma linhagem celular de queratindcitos humanos imortalizados
(HaCaT) foi cedida pelo professor Dr. Ricardo Della Coletta (Universidade de Campinas). Para
manutencdo e experimentos, todas as linhagens celulares foram mantidas em meio completo
[RPMI 1640 (Gibco, EUA) suplementado com 5% (v / v) de soro bovino fetal (FBS, Gibco) e
1% (v / v) de penicilina: estreptomicina (Nutricell, 2000 U/mL: 1000 g/mL)] em atmosfera
umidificada com 5% de CO>, a 37 °C.

6.2.3.2.2 Preparagédo das amostras

As amostras (5 mg cada) de doxorrubicina (Eurofarma®, 0,5 mg/5 mg), extrato
concentrado de caju (ECC-L), capsulas vazias de goma de cajueiro (GC) e maltodextrina (M)
foram inicialmente diluidas em DMSO (50 pL) seguido da adi¢do de 950 puL de meio completo
(solucéo de trabalho). As concentracOes finais foram obtidas por diluicdo seriada em meio
completo. Além disso, as amostras ECC-GC e ECC-M foram diluidas em DMSO / meio

completo, como ja descrito, ajustando a massa das amostras para 5 mg.L™* de ECC.

6.2.3.2.3 Protocolo de atividade antiproliferativa

O ensaio de atividade antiproliferativa in vitro foi realizado como descrito por Monks
et al. (1991). Resumidamente, apds o ajuste da densidade de cada linhagem celular (material
suplementar), as suspensdes de células foram plaqueadas numa placa de 96 pocos (100
pL/pogo). Apos 24 h, as células foram expostas as amostras (ECC-L, microcapsulas vazias de
GC e M, ECC-GC e ECC-M) em diferentes concentracfes de 0,25, 2,5; 25; 250 pg/mL (100
pL/poco) durante 48 h. Para a doxorrubicina, as concentragdes finais variaram de 0,025 a 25 pg
/ mL. Antes (placa To) e apos (placa T1) a exposicao as amostras, as células foram fixadas com
acido tricloroacético (50%, 50 uL / poco, Sigma®) e a quantificacdo de proteinas foi realizada
com ensaio de sulforrodamina B (A = 540 nm). Os resultados foram plotados como curva de
resposta, correlacionando cada perfil de crescimento celular com cada concentracdo de amostra.

A concentragdo efetiva, denominada ICso (concentracéo de amostra necessaria para induzir 50%
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de inibicdo do crescimento celular) foi determinada por andlise de regressdo linear usando o
software ORIGIN 8.0 (Origin Lab Corporation) (SHOEMAKER, 2006).

6.2.3.3 Atividade antimicrobiana

6.2.3.3.1 Microrganismos

A atividade antimicrobiana foi avaliada em microrganismos Gram negativos
(Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella Typhimurium ATCC 51812) e Gram positivos
(Listeria monocytogenes ATCC 19115 e Staphylococcus aureus ATCC 25923).

6.2.3.3.2 Praparo do in6culo

A partir das culturas mantidas a 4 °C em agar nutriente, uma algcada de cada bactéria foi
removida e realizou-se estrias por esgotamento em meios sélidos, empregando-se placas de
agar triptona de soja (TSA) para todos 0s microrganismos, exceto para L. monocytogenes, que
foi utilizado o TSA enriquecido com extrato de levedura. As placas foram incubadas a 35 °C
por 24h. Apos esse periodo, observou-se a morfologia das col6nias (aspecto e tamanho), a fim
de verificar a pureza das cepas. Com auxilio de uma alca de inoculacdo, uma col6nia de cada
microrganismo foi removida da placa e transferida para um tubo de ensaio contendo 5 mL de
caldo triptona de soja (TSB) para todos 0s microrganismos. Os tubos foram incubados a 35 °C
por 24 h, visando uma suspensdo microbiana de 1,5 x 108 UFC/mL. O controle dos caldos foi

realizado a fim de verificar sua esterilidade.

6.2.3.3.3 Método de difusdo em agar

O método de difusdo em agar foi conduzido de acordo com o Instituto de Normas
Clinicas e Laboratoriais (CLSI, 2012) e Machado et al. (2012), com modificacdes. Suspensdes
microbianas de todas as bactérias (108 UFC/mL) foram semeadas na superficie de agar Mueller-
Hinton (MH), com excecdo da L. monocytogenes que foi semeada em agar Mueller-Hinton
enriquecido com extrato de levedura (MH-YE), em trés direcdes, a fim de distribuir o indculo
uniformemente. As placas foram deixadas em repouso durante 5 a 15 minutos para a secagem
do &gar. Em seguida, com um perfurador estéril, foram feitos pocos de 5 mm de didmetro
interno, aos quais foram adicionados 50 uL. da amostra (ECC-L ou ECC-GC ou ECC-M) em
quatro concentragdes (100, 50, 25 e 12,5 mg/mL), diluidas em Tween 80 (2%). As placas
inoculadas foram mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos, para permitir a difusao

das amostras e, posteriormente, incubadas a 35 °C/24 horas. A atividade antimicrobiana foi
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avaliada pela medida do didametro dos halos de inibi¢cdo do crescimento microbiano em torno
dos pogos. Halos com didmetros iguais ou superiores a 7 mm foram considerados indicativos
de sensibilidade bacteriana ao antimicrobiano. Solucdo estéril de Tween 80 (2%) foi usada
como controle negativo do experimento e como controle positivo foi utilizado benzilpenicilina

da Eurofarma (300.000 U/mL). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

6.2.3.3.4 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

As imagens foram obtidas de acordo com metodologia descrita por Hooton, Atterbury
e Connerton (2011), com modificagdes. O indculo de Listeria monocytogenes ATCC 19115 foi
preparado conforme descrito no item 6.2.3.3.2. Apds o periodo de incubacéo (35°C por 24h),
diluicdo em série foi realizada usando 9 mL de agua peptona a 0,1% (Difco, Sparks, EUA)
como diluente para obter uma populacdo bacteriana final de aproximadamente 1,5x10’
UFC/mL. Volumes equivalentes da amostra (100 uL), na concentragdo de 100 mg/mL, e do
inéculo (100 puL) foram adicionados a um eppendorf estéril e homogeneizados. Apds o periodo
de incubagdo (35 °C/24 h), 100 uL da solucdo fixadora de Karnovsky em cacodilato foi
adicionado, deixando agir por 4 horas. Em seguida, uma peguena gota dessa mistura (suspensédo
microbiana+amostra+solucéo fixadora) foi colocada em uma rede de malha de cobre revestida
de carbono e deixada em repouso por 3 min. O excesso da mistura foi entdo removido com
papel filtro. Para coloracdo negativa, uma gota de acido fosfotungstico [pH 7,4] foi adicionada
a cada grade, e o0 excesso de corante foi removido 1 min depois com papel filtro. Cada grade
foi entdo coberta e deixada secar por 15 min. As grades foram visualizadas no MEV-STEM

TESCAN, usando uma aceleracdo de tenséo adequada de 30 KV.

6.3 Resultados e Discussao

6.3.1 Caracterizacdo das amostras

Os dados de caracterizacdo das amostras (ECC-L, ECC-M e ECC-GC), referente a
quantificacdo de compostos bioativos (&cidos anacardicos e carotenoides totais) e analise de cor
séo apresentados na Tabela 29.

Os &cidos anacardicos sdo formados por uma mistura de trés compostos: acido 6-[8 '(Z),
11'(Z),14'-pentadecatrienil]-salicilico (1), que serd referido como (C15: 3); acido 6-[8°(2),
11°(Z) -pentadecadienil]-salicilico (2), que sera referido como (C15: 2) e acido 6-[8°(2),11°(2)-
pentadecenil]-salicilico (3), que serd referido como (C15: 1) (KUBO; MASUOKA;
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TSUJIMOTO, 2006). As longas cadeias alquilicas dos &cidos anacardicos provém da
condensacdo de &cidos graxos saturados ou insaturados e compostos fenolicos gerados através
das vias derivadas do acetato-malonato (MORAIS et al., 2017). Assim, C15: 3, C15: 2 e C15:
1 foram identificados no ECC liquido (Figura 8 do subitem 3.3.4.1 do tdpico 3) e quantificados
em todos 0s materiais testados no presente estudo.

Comparando os resultados entre as trés amostras, 0 ECC-L apresenta 0s maiores niveis
de compostos bioativos (carotenoides e acidos anacardicos), e uma cor mais escura (baseada
nos valores das coordenadas de L *, a * e b *), quando em compara¢do com 0s outros materiais
encapsulados e cépsulas vazias. Entretanto, o encapsulamento do ECC é uma estratégia
interessante para proteger 0s compostos bioativos, como relatado em outros estudos sobre
microencapsulacdo, como a bixina (BARBOSA et al., 2005); curcumina (CANO-HIGUITA et
al., 2015); betalainas (RAVICHANDRAN et al., 2014); compostos fendlicos (NUNES et al.,
2015) e antocianinas (STOLL et al., 2016). Comparando as amostras encapsuladas observa-se
que os teores de carotenoides totais s&o semelhantes (p<0,05), enquanto observa-se diferencas
estatisticas nos teores de acidos anacardicos e valores das coordenadas L*, a* e b*. A diferenca
na cor ja era esperada, uma vez que a goma de cajueiro apresenta naturalmente uma cor marrom
clara.

Como mencionado anteriormente, todos 0s materiais testados (ECC-L, ECC-M e ECC-
CG) contém acidos anacérdicos em sua composicdo. A literatura relata que esses compostos
sdo biologicamente ativos como gastroprotetores, inibidores da atividade de varias enzimas
deletérias, possuem atividade antimicrobiana e atuam como agentes antitumorais e
antioxidantes (CARVALHO et al., 2011). Assim, foi realizado ensaio de atividade
antimicrobiana e antiproliferativa para avaliar se a presenca desses compostos no ECC é capaz
de exercer tais atividades. Além disso, a literatura mostra que o liquido da casca da castanha de
caju apresentou toxicidade moderada quando foi testado em ratos de forma aguda (HARLITA
et al., 2016). Embora a maior concentracdo desses compostos seja encontrada no liquido da
castanha de caju esses compostos também sdo encontrados no pedunculo (AGOSTINI-COSTA
et al., 2004) e, consequentemente, na fibra residual, que é a matéria-prima para produzir o ECC.
Nesse sentido, a toxicidade aguda in vivo do ECC-L e seus materiais encapsulados (ECC-M e
ECC-CG) também foi avaliada.



Tabela 29 — Caracterizagao das amostras ECC-L, ECC-M e ECC-GC

154

Acidos anacardicos (mg/g)

Cor
Amostras  CT (mg/100g) Total C153 C152 C151 L* a* o>
ECC-L 96,28 +34la  41,74+005a  942+006a  10,84+00la  21,48+002a 36,87 £ 0,0de 828+002a  3652%0,012c
ECC-M 25,95 + 0,80b 7,80 £0,01b 2,04 £ 0,00b 2,21 £0,01b 3,55+ 0,01b 81,69 + 0,02c -3,34 + 0,02e 46,02 £ 0,03a
ECC-GC 24,59 +0,71b 7,12 +0,01c 1,86 + 0,00c 2,03 +0,00c 3,23 +0,01c 78,67 £ 0,01d -2,01 £0,01d 38,31+ 0,01b
M - - - - - 103,22 £ 0,01a -0,25+0,01c 2,88 £0,01e
GC - - - - - 91,87 £ 0,01b 1,49 £0,01b 8,60 +0,01d
Fonte: autor.

Legenda: CT = Carotenoides totais, ECC-L = Extrato concentrado de carotenoides liofilizado; ECC-M = Extrato concentrado de carotenoides encapsulado com maltodextrina;
ECC-GC = Extrato concentrado de carotenoides encapsulado com goma de cajueiro; M = Céapsulas de maltodextrina vazias; GC = Capsulas de goma de cajueiro vazias e (-) =

Né&o determinado. Os valores sdo médias + desvio padrdo de analises realizadas em triplicata.

As médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey com intervalo de confianca de 95%.
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6.3.2 Avaliacao toxicoldgica frente ao zebrafish (Danio rerio)

A atividade locomotora € um dos parametros de analise comportamental que tem sido
utilizado para avaliar a acdo de drogas que podem atuar sob o sistema nervoso central do
zebrafish adulto e causar comprometimento locomotor ou ndo (KURTA; PALESTIS, 2010;
GEBAUER et al., 2011; TAYLOR et al., 2017; BENNEH et al., 2017). Recentemente,
Magalhées et al. (2017) adaptou o teste de campo aberto, proposto por Ahmed e Richardson
(2013), ao zebrafish para investigar a acdo de drogas analgésicas. Neste trabalho, empregou-se
0 mesmo método as trés amostras, para avaliar suas acdes no sistema locomotor do zebrafish
adulto. Os resultados mostraram que as amostras (ECC-L, ECC-M e ECC-GC) em suas
diferentes doses (2 ou 40 ou 200 mg/Kg; v.0.) ndo alteraram a atividade locomotora (p>0,05
vs. Naive ou Veiculo) do Danio rerio (zebrafish) adulto no teste de campo aberto (GRAFICO
4).

Gréfico 4 — Efeito do ECC — L ou ECC — M ou ECC — GC (2 ou 40 ou 200 mg/Kg; v.0.) na
atividade locomotora do zebrafish adulto, analisado individualmente durante 0-5 minutos no
teste de campo aberto

2004
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Nuamero de cruzamentos (0-5 min)

T T T T T T T T
Naive 2 40 200 2 40 200 2 40 200 Veiculo

ECC-L ECC-M ECC-GC Agua

(mg/Kg: 20 pL p.o.) (20 pL; p.o.)

Fonte: autor.

Legenda: Naive = Sem tratamento; ECC-L = Extrato concentrado de caju liofilizado; ECC-M = Extrato
concentrado de caju encasulado com maltodextrina; ECC-GC = Extrato concentrado de caju encasulado com goma
de cajueiro; Veiculo = Tratamento com agua destilada.

Cada coluna representa a média + erro padrdo (n = 6/grupo). Os nimeros acima de cada barra indicam a
porcentagem de atividade locomotora. ANOVA de 1 via seguida de teste de Tukey. Grupos com letras diferentes
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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O zebrafish adulto tem sido utilizado como modelo animal complementar ao uso de
roedores em testes genéticos, biologia do desenvolvimento, neurobioldgicos (RESENDE;
SOCCOL, 2015), além de toxicologico (HILL et al.,, 2005; HUANG et al., 2014,
CABALLERO; CANDIRACI, 2018), por apresentar baixo custo, adaptabilidade diversa, ciclo
reprodutivo curto, alta fecundidade e embrides transparentes (DAl et al., 2014). Neste trabalho,
utilizamos o zebrafish adulto como modelo alternativo ao uso de roedores para avaliar a
toxicidade aguda do ECC-L; ECC-M e ECC-CG. As amostras mostraram-se seguras, uma vez
que ndo foram tdxicas ao zebrafish adulto até 96 horas apos os tratamentos (2,0 ou 40 ou 200
mg / kg; v.0.) (TABELA 30).

Tabela 30 — Toxicidade aguda de ECC-L, ECC-M e ECC-GC em zebrafish adulto

Mortalidade
Amostra c o1 57 03 DLso (mg/kg)/96 h
ECC-L 1 1 3 2 >200
ECC-M 1 0 0 1 >200
ECC-GC 1 2 0 0 >200

Fonte: autor.

Legenda: N = 6 zebrafish por grupo; ECC-L = Extrato concentrado de caju liofilizado; ECC-M = Extrato
concentrado de caju encasulado com maltodextrina; ECC-GC = Extrato concentrado de caju encasulado com goma
de cajueiro; C = Controle negativo (agua destilada; 20 pL; v.0.); D1 =2 mg/Kg (v.0.); D2 = 40 mg/Kg (v.0.); D3
=200 mg/Kg (v.0.) e LDso = Dose letal para matar 50% dos animais.

Os trabalhos encontrados na literatura, que envolvem alguma das varidveis aqui
estudadas abrangem assuntos como: avaliacdo do extrato de Searsia pyroides, que apresenta
em sua constituicdo compostos andlogos aos acidos anacardicos, em um ensaio locomotor com
a larva do zebrafish (MORADI-AFRAPOLLI et al., 2017); avaliacdo da toxicidade do extrato
concentrado de caju (ECC) com o uso do bioensaio frente a Artemia salina (0 ECC néo foi
toxico) (DIONISIO et al., 2018); estudo de toxicidade do liquido da castanha de caju, sendo 0s
acidos anacardicos seus principais componentes (o liquido se mostrou toxico), (LEITE et al.,
2015) e toxicidade individual de cada constituinte do liquido natural da casca da castanha de
caju sobre Artemia salina (alguns constituintes se mostraram mais toxicos que outros)
(MORAIS et al., 2017); estudo de toxicidade aguda e subaguda e efeitos mutagénicos dos
acidos anacardicos do caju em camundongos (doses inferiores a 300 mg/kg ndo produziram
alteracBes bioquimicas e hematolégicas) (CARVALHO et al., 2011); e Acidos anarcardicos de
castanha de caju na melhora de dano pulmonar induzido por particulas de exaustdo de diesel
em ratos (CARVALHO et al., 2013). Entretanto, ndo foram encontrados na literatura trabalhos

semelhantes ao do presente estudo, em que o extrato concentrado de caju (ECC) tenha sido
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testado, com relacdo a sua toxicidade, frente ao zebrafish. Assim, ndo foi possivel uma
comparagao entre resultados. Por outro lado, o resultado obtido é o primeiro relato de avaliacéo
toxicoldgica do ECC frente ao modelo emergente zebrafish, sendo um resultado positivo que
mostra sua seguranca de uso, encorajando trabalhos futuros que aprofundem os estudos

relativos a sua toxicidade e aplicacéo.

6.3.3 Atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa foi avaliada em sete linhagens de células tumorais humanas
e em uma linhagem celular ndo tumoral. A Tabela 31 mostra a concentragdo necesséria de
doxorrubicina, ECC-L, ECC-M, ECC-GC, M e GC para causar 50% de inibicdo do crescimento
celular. Pode-se observar que grande parte das linhagens celulares sdo sensiveis a

doxorrubicina, que foi utilizada como controle positivo.

Tabela 31 — Concentracdo de doxorrubicina, ECC-L, ECC-M, ECC-GC e microparticulas de
GC e M vazias necesséria para causar 50% de inibi¢do do crescimento celular (valores de ICsp),
em ug/ml, apds 48 horas de tratamento

Linhagem celular Amostras

Doxorrubicina ECC-L ECC-GC ECC-M GC M
U251 0,026 >250 >250 >250 >250 >250
MCF-7 <0,025 >250 >250 >250 >250 >250
NCI-ADR/RES 0,16 >250 >250 >250 >250 >250
NCI-H460 <0,025 >250 >250 >250 >250 >250
PC-3 0,23 >250 >250 >250 >250 >250
OVCAR-03 0,14 >250 >250 >250 >250 >250
HT-29 0,26 >250 >250 >250 >250 >250
HaCaT <0,025 >250 >250 >250 >250 >250

Fonte: autor.

Linhagens de células tumorais humanas: U251 = glioma, MCF7 = mama, NCI/ADR/RES = carcinoma do ovario
multirresistente, NCI-H460 = pulmédo, PC-3 = prostata, OVCAR-3 = ovario, HT-29 = cdlon; Linhagem de célula
ndo tumoral: HaCaT (queratindcitos humanos imortalizados); Doxorrubicina = quimioterapico de referéncia
(controle positivo); ECC-L = Extrato concentrado de caju liofilizado; ECC-GC = Extrato concentrado de caju
encapsulado com goma de cajueiro (GC); ECC-M = Extrato concentrado de caju encapsulado com maltodextrina.

Os resultados dos ensaios antiproliferativos mostraram que todas as amostras estavam
inativas (1Cso> 250 pg / mL), indicando que esses extratos ndo seriam usados como um agente
antineoplasico. Por outro lado, ndo interfere na proliferacdo das células em tecidos normais,
como a mucosa da pele. Os resultados obtidos com o modelo zebrafish corroboram com essa

observacao ja que a dose letal foi avaliada como maior que a maior concentracao testada e,
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além disso, o extrato (liofilizado ou encapsulado) ndo promoveu alteragdes que sugerissem
efeitos no sistema nervoso central ou neuromotor. Os resultados obtidos indicam que L-CAE,
M-CAE e CG-CAE séo seguros contra os modelos testados. Esse resultado é muito interessante,
pois a percepcao e a demanda do consumidor tém impulsionado a substituicdo de corantes
sintéticos por corantes derivados de fontes naturais (SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017).
Além disso, muitos corantes alimentares sintéticos tornam-se tdxicos apos uso prolongado e
podem causar problemas de saude, como reacdes alérgicas como asma e urticaria, lesdes
patoldgicas no cérebro, rim e figado, tumores e cancer (MOUTINHO; BERTGES; ASSIS,
2007; EL-WAHAB; MORAM, 2012). Nesse sentido, o uso de CAE (liofilizado ou
encapsulado) como substituto de corantes artificiais amarelos é uma estratégia para colorir

naturalmente os alimentos, e sera necessario explora-los exaustivamente.

6.3.4 Atividade antimicrobiana

As amostras encapsuladas com goma de cajueiro e maltodextrina (ECC-GC e ECC-M,
respectivamente) ndo exibiram atividade contra nenhum dos microrganismos testados, pois ndo
foi possivel verificar a formacéo de halos de inibicdo. Torquato et al., (2004) mostraram que a
goma de cajueiro apresenta apenas uma atividade fraca contra Saccharomyces cerevisiae e
nenhuma atividade foi observada contra todos os outros microrganismos testados. Os autores
concluiram que a remocdo dos acidos anacardicos presente na goma crua durante a purificacdo
pode explicar esses resultados negativos.

J& a amostra de ECC liofilizada (ECC-L) apresentou halos de inibicdo de 11 e 13 mm
contra Listeria monocytogenes (ATCC 19115), uma bactéria gram-positiva, nas concentracdes
de 50 e 100 mg/mL, respectivamente (FIGURA 22).
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Figura 22 — Atividade antimicrobiana do extrato
concentrado de caju (ECC) contra a bactéria
Listeria monocytogenes (ATCC 19115

Fonte: autor.

O ECC-L, quando comparado aos materiais encapsulados (ECC-CG ou ECC-M)
(TABELA 30), apresenta a maior concentracdo de acidos anacardicos (41,74 mg/qg), e esse fato
poderia explicar o resultado obtido. Muitos trabalhos tém associado atividades antimicrobianas
a compostos fendlicos (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001; LOU et al., 2012; STOJKOVIC et
al., 2013a; STOJKOVIC et al., 2013b; KOOLEN et al., 2013; AMAN et al., 2015). Os 4cidos
anacardicos sdo compostos fenolicos biosintetizados a partir de &cidos graxos. Eles constituem
cerca de 90% do liquido que é extraido da casca da castanha de caju, sendo que, em tais
concentrag@es, apresentam propriedades causticas e irritantes (DIOGENES et al., 1996). Esses
compostos tém sido encontrados, também, no pedinculo de caju (AGOSTINI-COSTA et al.,
2004), que é a matéria-prima para a obtencdo do ECC, apresentando teores bem inferiores aos
encontrados na casca da castanha de caju, entretanto com a microfiltracdo, empregada para
obtencdo do ECC, ocorre concentra¢do desses compostos.

Ja foram relatados na literatura efeitos antimicrobianos dos acidos anacérdicos contra o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MUROI; KUBO, 1996; KUBO; LEE; KUBO,
1999; KUBO; NIHEI; TSUJIMOTO, 2003; GREEN et al., 2007) e microrganismos da cavidade
bucal (Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 12598, Candida
albicans ATCC 10231 e Candida utilis), onde se verificou atividade antimicrobiana contra
todos, sendo a maior atividade inibitéria sobre a bactéria Gram-positiva Streptococcus mutans
(LIMA; PASTORE; LIMA, 2000). Entretanto, ainda ndo havia sido relatada atividade

antimicrobiana do ECC contra Listeria monocytogenes.
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As observacdes de microscopia eletrénica sdo ferramentas poderosas para 0S
pesquisadores entenderem melhor o impacto de um estressor nas células bacterianas (XING et
al., 2009). Analise morfoldgica, por microscopia eletrénica de transmissdo (MET), foi realizada
para observar diretamente o dano induzido na bactéria L. monocytogenes ap0s exposi¢cdo ao
ECC-L (24 horas de tratamento) (FIGURA 23). A célula ndo tratada de L. monocytogenes tinha
uma parede externa lisa e bem definida (FIGURA 23a). Quando a célula foi exposta ao ECC-
L, ocorreu desintegracao de partes da parede celular (FIGURA 23b), sendo indicativa de morte
microbiana.

Figura 23 — Micrografias eletronicas de tr

PETIN ‘& » 4P

ansmissao de Listeria monocytogenes (ATCC 19115)

[v]

B

Fonte: autor.

Legenda: (a) = célula controle ndo tratada em magnificacdo de 27400x; e (b) = célula apds exposi¢do ao ECC-L
em magnificacdo de 23900x.

6.4 Conclusao

Os dados obtidos no presente trabalho revelaram que ECC-L, ECC-M e ECC-GC sao
considerados seguros, uma vez que ndo alteraram a atividade locomotora do zebrafish adulto
(Danio rerio) e ndo se mostraram toxicos nem mesmo para 96h de andlise. Em relacdo a
atividade antiproliferativa, todas as amostras foram inativas (ICso > 250 pg.mL?) e ndo
interferiram na proliferacdo da célula em tecido normal (mucosa da pele). Além disso, 0s
resultados deste estudo mostraram também que os extratos obtidos de caju (Anacardium

occidentale) representam uma fonte potencial de compostos antimicrobianos. No entanto, esses
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dados reforcam a importancia de mais estudos para elucidar os mecanismos celulares

envolvidos na atividade antimicrobiana desses produtos.
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7 CONCLUSAO GERAL

- A microfiltracdo foi efetiva para concentracdo dos carotenoides totais e acidos anacardicos
(trieno, dieno e monoeno) no material retido, sendo esses compostos concentrados cerca de 13,
2 e 4 vezes, respectivamente. Além disso, todas as etapas do processo de obtencdo do ECC
causaram alteracdes nos parametros de cor e nos teores de carotenoides totais e polifendis
extraiveis totais. Porém, exceto para a etapa de microfiltracdo, os teores de AA ndo foram
influenciados por nenhuma das etapas de obtencdo do ECC. Os polifendis, por sua vez,

apresentaram maior afinidade na fracdo permeada, apresentando apenas tragos no ECC.

- O emprego do menor tempo (30 minutos) para o tratamento térmico e a auséncia dos
estabilizantes carboximeticelulose, goma de cajueiro e lecitina foram melhores para a
estabilidade do ECC. Além disso, o ECC pode ser armazenado sem refrigeracdo,
preferencialmente em embalagens de vidro, sendo sua cor indiferente, e € mais compativel com
matrizes acidas. A cor do ECC ¢ afetada por condic¢des de pH (2,5 a 7,0) e temperatura (60 a
90°C), sendo os maiores efeitos causados por condi¢des mais alcalinas de pH e temperaturas
mais elevadas. Isso limita a aplicacdo do ECC, como corante natural, em algumas matrizes
alimentares, especialmente aquelas que possuem pH em torno da neutralidade e utilizam em
seu processamento temperaturas mais elevadas. Por outro lado, pode ser empregado, sem perdas
significativas de suas caracteristicas, em uma ampla gama de produtos alimenticios,
principalmente os de alta acidez, a base de frutas ou bebidas lacteas, e submetidos a tratamento

térmico brando.

- Foi possivel encapsular e otimizar o processo de encapsulacdo utilizando GC e M com
condicdes Otimas de processo em 150 °C e 5% de goma de cajueiro e em 150 °C e 3,5% de
maltodextrina. Utilizando esses pardmetros, as microcapsulas dos p6s obtidos apresentaram
paredes continuas, arredondadas, sem fissuras e rachaduras. Entretanto, a microcépsula de GC

apresentou diametros maiores e maior quantidade de pontos de retracdo da superficie.

- Os dados obtidos no presente trabalho revelaram que ECC-L, ECC-M e ECC-GC séo
considerados seguros, uma vez que ndo alteraram a atividade locomotora do zebrafish adulto
(Danio rerio) e ndo se mostraram toxicos nem mesmo para 96h de andlise. Em relacdo a
atividade antiproliferativa, todas as amostras foram inativas (ICso > 250 pg.mL™?) e ndo

interferiram na proliferacdo da célula em tecido normal (mucosa da pele). Além disso, 0s
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resultados deste estudo mostraram também que os extratos obtidos de caju (Anacardium
occidentale, L.) representam uma fonte potencial de compostos antimicrobianos. No entanto,
esses dados reforcam a importancia de mais estudos para elucidar os mecanismos celulares

envolvidos na atividade antimicrobiana desses produtos.

8 SUGESTOES FUTURAS

- Realizar estudo do fracionamento do ECC, através de cromatografia contracorrente, com
relagdo aos carotenoides presentes, permitindo a obtencdo de compostos purificados em grande
escala.

- Testar outros estabilizantes como carragena, alginato, caseina, goma guar, goma Jatai e goma
Xantana no extrato concentrado de caju.

- Realizar secagem do extrato concentrado de caju (ECC) por liofilizagdo com uso de agentes
encapsulantes.

- Realizar estudos para elucidar os mecanismos celulares envolvidos na atividade
antimicrobiana do ECC-L.

- Explorar outras potencialidades bioldgicas para uso do ECC como, por exemplo, atividade
antinflamatdria e atividade gastrica.
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