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RESUMO

O caju (Anacardium occidentalle L.) é uma fruta tropical cujo peddnculo apresenta elevado
conteddo de compostos bioativos associados a beneficios a satde. Entretanto, a principal forma
de aproveitamento dele € pela industria de sucos e polpas, gerando grande quantidades de
coproduto, que € utilizado principalmente para compor ragdo animal. Por possuir compostos
fenolicos em sua composicdo, o Coproduto do processamento do Pedunculo do Caju (CPC) é
um material promissor para a industria, tendo em vista estes compostos que sdo extremamente
sensiveis a ambientes oxidantes. Dessa forma, faz-se necessaria a utilizacao de tecnologias para
preserva-los possibilitando sua aplicacdo. O objetivo do estudo foi obter e caracterizar quanto
aos parametros fisicos, quimicos e fisico-quimicos os extratos fenolicos do CPC e avaliar a
utilizacdo do processo de liofilizacdo na preservacdo da capacidade antioxidante através de
andlise de bioacessibilidade in vitro. Extraiu-se os compostos fenolicos através de solugdo
hidroalcodlica e banho ultrassdnico a partir do CPC seco. Apds a obtencdo do extrato,
identificou-se os compostos do extrato através de Cromatografia Liquida de Ultra Performance
UPLC-QTOF-MS. O extrato foi liofilizado utilizando Maltodextrina (MD), Goma Arabica
(GA) e sua mistura (MD) como agentes carreadores. Os extratos antes e depois da liofilizacéo
foram avaliados quanto a retencdo de compostos fenélicos (CF) e sua atividade antioxidantes
(ABTS e FRAP). Nos liofilizados fez-se a caracterizacdo fisica (solubilidade, higroscopicidade,
atividade de agua (Aw) e umidade), morfologia (MEV) e cristalinidade (DRX). E por ultimo,
fez-se a bioacessibilidade do conteudo de CF e AA nos extratos ndo liofilizado e liofilizados.
Os resultados demonstraram que o processo de extracdo contribuiu para o aumento do contetido
de CF (variando de 243,32 + 14,2 no pedunculo seco para 376,25 +12,3 mg GAE/100 g no
extrato em base seca) e AA (12,01 + 1,5 no pedunculo seco para 70,35 + 2,01 uM Trolox/ g no
extrato em base seca). ldentificou-se no extrato nao liofilizado, os compostos quercetina, acido
galico e mirecetina, além de seus glicosideos e derivados, os quais podem ter contribuido com
aelevada AA, alem de comprovar a presenca de importantes fitoquimicos para a satde no SPC.
A utilizacdo dos agentes carreadores possibilitou a protecdo dos CF presentes no extrato, apesar
de observar-se uma diminuicdo significativa destes compostos nos extratos liofilizados
(variando de 376,25 +12,3 mg GAE/100 g de base seca no extrato ndo liofilizado para 227,45
+ 4,7 mg GAE/100 g de matéria seca para MD). Porém a quantidade de CF nas amostras
liofilizadas ndo diferiram, verificando que os dois tipos de agentes carreadores utilizados
ocasionaram igual retencéo destes polifendis. J& os resultados de AA mostraram que 0s maiores
valores (178,03 £ 2,5 e 168,12 £ 3,7 uM Fe>SO4/ g de matéria seca para MD e MG,



respectivamente) pelo método de FRAP foram das amostras com maltodextrina na formulacéo.
Os pOs apresentaram alta solubilidade (> 60%), baixa umidade (< 8%), baixa Aw e
Higroscopicidade (< 4%), caracteristicas desejaveis a produtos secos. Quanto a morfologia,
verificou-se aspecto de serragem ou vidro quebrado para os extratos liofilizados, caracteristico
do processo de liofilizagdo, além de estrutura predominantemente amorfa. Nos resultados da
bioacessibilidade dos compostos fendlicos (em torno de 30%) e da AA (abaixo de 10%) apds a
digestdo, comprovou-se efeito protetor dos agentes carreadores, uma vez que observou-se alta
reducao destes compostos no extrato ndo liofilizado. Logo, a utilizacdo de agentes carreadores
associados a liofilizacdo para a protecdo do extrato fendlicos de CPC torna possivel sugerir o
aproveitamento destes compostos pela industria nutracéutica ou alimentar, podendo ser
utilizado como um aditivo no alimento de forma a prolongar a vida util de produtos, como 0s

embutidos, pois apresenta alta atividade antioxidante.

Palavras-chave: Compostos bioativos. UPLC. Microscopia Eletronica de Varredura.

Bioacessibilidade. Fruto Tropical. Anacardium occidentale.



ABSTRACT

Cashew (Anacardium occidentalle L.) is a tropical fruit whose peduncle has high content of
bioactive compounds associated with health benefits. However, the main way of using it is by
the juice and pulp industry, generating large quantities of co-product, which is mainly used to
make animal feed. Because it possesses phenolic compounds in its composition, the Cashew
Peduncle Coproduct (CPC) is a promising material for the industry, considering these
compounds that are extremely sensitive to oxidizing environments. In this way, it is necessary
to use technologies to preserve them, allowing their application. The objective of the study was
to obtain and characterize the physical, chemical and physicochemical parameters of the CPC
phenolic extracts and to evaluate the use of the lyophilization process in the preservation of the
antioxidant capacity through in vitro bioaccessibility analysis. The phenolic compounds were
extracted by hydroalcoholic solution and ultrasonic bath from dry CPC. After obtaining the
extract, the extract compounds were identified by UPLC-QTOF-MS Ultra Performance Liquid
Chromatography. The extract was lyophilized using Maltodextrin (MD), Gum arabic (GA) and
its blend (MD) as carrier agents. The extracts before and after lyophilization were evaluated for
retention of phenolic compounds (CF) and their antioxidant activity (ABTS and FRAP). In the
lyophilizates the physical characterization (solubility, hygroscopicity, water activity (Aw) and
humidity), morphology (SEM) and crystallinity (XRD) were made. Finally, the bioaccessibility
of the CF and AA contents was made in the non-lyophilized and lyophilized extracts. The
results showed that the extraction process contributed to the increase of CF content (ranging
from 243.32 + 14.2 in dry stalk to 376.25 + 12.3 mg GAE / 100 g in dry extract) and AA (12.01
+ 1.5 in the dry peduncle for 70.35 £ 2.01 uM Trolox / g in the dry basis extract). Non-
lyophilized extract, quercetin, gallic acid and mirecetin, as well as its glycosides and
derivatives, which may have contributed to the high AA, were also identified, as well as the
presence of important phytochemicals for health in SPC. The use of the carrier agents allowed
protection of the CF present in the extract, although a significant decrease of these compounds
in lyophilized extracts was observed (ranging from 376.25 + 12.3 mg GAE / 100 g dry base in
the non-lyophilized extract to 227.45 + 4.7 mg GAE / 100 g dry matter for MD). However, the
amount of CF in the lyophilized samples did not differ, verifying that the two types of carrier
agents used resulted in the same retention of these polyphenols. The results of AA showed that
the highest values (178,03 + 2,5 and 168,12 £+ 3,7 uM Fe2S04/ g of dry matter for MD and
MG, respectively) by the FRAP method were of the samples with maltodextrin in the
formulation. The powders presented high solubility (> 60%), low humidity (<8%), low Aw and



hygroscopicity (<4%), desirable characteristics for dry products. As for the morphology,
sawdust or broken glass was observed for lyophilized extracts, characteristic of the
lyophilization process, besides a predominantly amorphous structure. The bioactivity of
phenolic compounds (around 30%) and AA (below 10%) after digestion resulted in a protective
effect of carrier agents, since a high reduction of these compounds was observed in the non-
lyophilized extract . Therefore, the use of carrier agents associated with lyophilization for the
protection of CPC phenolic extract makes it possible to suggest the use of these compounds by
the nutraceutical or food industry and can be used as an additive in the food in order to prolong

the useful life of products, such as because it has high antioxidant activity

Keywords: Bioactive compounds. HPLC. Scanning Electron Microscopy. Bioaccessibility.

Tropical Fruit. Anacardium occidentale.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Cromatograma UPLC-QTOF-MS em modo negativo do extrato fenolico
do coproduto do processameto do pedinculo Caju..........ccecvveververeiiiesieennns
Propriedades fisicas do p6 encapsulado com diferentes agentes
carreadores. MD: maltodextrina; GA: goma arabica; MG: maltodextrina +
goma arébica (1:1). Resultados expressos em média + desvio padrdo. Os
resultados seguidos da mesma letra nas colunas ndo diferem
SIgNIficativVameENte €NLIE Si.....cvccveiieiieieciere e
Microscopia eletrénica de varredura para os extratos encapsulados de CPC
com ampliacdo de 300X (A) € 150X (B). ..ccevveereiiieiieiecie e
Difractogramas de raios-X (DRX) dos agentes carreadores (A) e dos
extratos encapsulados e secos por liofilizacdo (B). MD: Extrato +
Maltodextrina; GA: Extrato + Goma Arabica e MG: Extrato + Malto +
GOMaA (L:1 M/M). e
Parametros de cor (L *,a *, b *, C*, H° ¢ AE) do extrato de CPC e dos pods
encapsulados por lOfiliZaGAO. .............coceiieieiiie
Fotografias tiradas durante o experimento do extrato de CPC antes e depois
de ser encapsulados com maltodextina (MD), goma arabica (GA) e a

mistura de malto + goma (MG). .......coveiiiiiiiiie e

44

50

52

54

55

57



Tabela 1 -
Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

LISTAS DE TABELAS

Caracterizacdo fisico-quimica do extrato de CPC.........ccccccveveiiievveie e,
Contetdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante do extrato

produzido a partir do coproduto do peddnculo do caju (CPC).......c.cccecvvvvevrnenn.

Cromatograma UPLC-QTOF-MS, modo negativo, de extrato etandlico do
Coproduto do Processamento do Caju (CPC)......coovevvrieiiniinie e
Conteudo de compostos fendlicos e atividade antioxidante total dos extratos
de CPC liofilizados e néo liofilizado utilizando difetentes agente adjuvantes....
Valores médios de Compostos Fendlicos e Atividade Antioxidante presentes
no extrato ndo liofilizado de CPC e nos extratos liofilizados antes e depois de

ser realizada a digestéo gastrointestinal simulada in Vitro............cccoccevveieiiennns

41

45

48



LISTAS DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA Atividade Antioxidante

ABTS Atividade antioxidante total pela captura do radical livre ABTS™*
Aw Atividade de Agua

CF Compostos Fendlicos

CPC Coproduto do Processamento do Caju

DRX Difratometria de Raios-X

EX Extrato n&o liofilizado (n&o liofilizado)

FRAP Atividade Antioxidante Total pelo Método de Reducéo do Ferro
GA Goma Arabica

MD Maltodextrina

MEV Microscopia Eletronica de Varredura

MF Massa Fresca

MG Maltodextina e Goma Aréabica

MS Massa Seca

QTOF-MS  Espectrometria de Massa de Tempo de Voo
UPLC-MS  Cromatografia de Ultra Performance acoplatda a um Espectrogotrometro de
Massa



2.1

3.1
3.11
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.5

4.1
4.2
4.3
43.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4
4.3.5

4.4

4.5

4.6
46.1
4.6.2
4.6.3
4.7
4.8

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt ses st 17
OBJETIVO GERAL ..ottt 19
ODbjJetivVos ESPECITICOS......iiiiiieiicic et 19
REVISAO DE LITERATURA . ......ooioieeeeeeeeeeeeses s, 20
Compostos bioativos em coprodutos de frutas..........cccceeeevvevenieninnenie e, 20
Compostos bioativos do cOProduto dO CaJU.........eruerreriereerieeieseenieeee e 22
Extracdo de compostos bioativos assistida por ultrassom.............cccccceeveneee. 23
(10 11 2= Lor- To TSSO 24
AGENTES CANTEAUOIES. ... ...eiuieieteite ettt bt 26
L0 0 (1 - VSR 26
(€044 AN = o] o RSP RRRT 27
Utilidade de compostos bioativos encapsulados.............cccevvevieieevieciesieenenn, 28
MATERIAIS E METODOS.......ociiiieeeeeeeeeeeee et s s en s 31
Y Eo T o o] 0 SOOI 31
(@] 0] (=1 gTor= To N0 [0 l-)q { -1 (o JE USSR 31
Caracterizacdo quimica e fisico-quimica do extrato néo liofilizado de CPC 31
Analises fisico quimicas do extrato ndo liofilizado de CPC............c.cccceveeinenenn. 32
Caracterizacdo de Compostos FENBGIICOS. .........ccuevviiiiiieiicieeeee e 32
Método de Sequestro do radical livie ABTS: ... 32
Método do poder de reducdo do ferro (FRAP).......cocov e 33
Determinacdo do perfil fenolico do extrato de CPC por Cromatografia Liquida

de Alta Performance UPLC-QTOF-MSE............coooiiieeeceeeceeece e 34

Preparo dos extratos de CPC com agentes carreadores e secos por
o) {1 4= Vo= Lo USSP 35

Determinacdo dos compostos fenolicos e atividade antioxidante apos

[HOTHHIZAGED. ... 35
Caracterizacao fisica e estrutural dos extratos de CPC liofilizados.............. 36
Umidade e Atividade de agua (AW).......ccocveieiieiie e 36
SOIUBTIIAATE. ... e 36
HIQrOSCOPICIAAUE. ...t 36
Anélise colorimétrica do extrato antes e depois da encapsulagéo.................. 37

Biocessibilidade in vitro por digestao simulada............ccccoceviviiiiiiiciiciienne, 38



4.9

5.1

5.2
5.3

5.4

5.5
5.6
5.7
5.8
5.9

ANALISES BSTALISTICAS. .. vveveveitieieireee et 39
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ooiiiiiiieiseiesiss s 40
Caracterizacdo fisico-quimica, compostos fendlicos totais e atividade

antioxidante do extrato néo liofilizado de CPC...........ccccooviiiiienini, 40
Perfil fenélico do extrato ndo liofilizado de CPC por UPLC-QTOF-MSE.... 42

Compostos fenolicos totais e Atividade Antioxidante dos extratos de CPC

[HOTHHIZAOS. ...t 47
Umidade, atividade de agua, solubilidade e higroscopicidade dos extratos

(0 [ @1 = O [ To) 1 114= Lo [0 1TSS 48
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).........cccocoovviiiiiencncncce 51
POLENCIAL ZELA. ...t bbb 53
Difratometria de FaioS-X........cocoiiiiiinieieiee e 53
ANALISE CalOFTMEATIICA.........eiviiiiieie e ereas 54
Bioacessibilidade in vitro por digestdo simulada 57
CONCLUSOES. ..ottt 60

REFERENCIAS. ..ot e e e e e e e s e e e et ees e e e et e e es e e esate s areeenaeeas 61



17

1 INTRODUCAO

H& um grande interesse pelo aproveitamento de coprodutos do processamento de frutas
devido ao seu elevado contetido de compostos bioativos, pois sdo considerados excelentes
fontes de antioxidantes naturais, os quais sdo reconhecidos por suas atividades bioldgicas
implicadas diretamente com beneficios a salde (GONZALEZ-CENTENO et al., 2015;
SAHPAZIDOU et al., 2014). Além disso, seu aproveitamento promove a diminui¢ao dos custos
de producdo, permite a utilizacdo integral do fruto fazendo uso de todo o seu potencial como
auxiliador na saude. Por isso, a caracterizacdo da composi¢do quimica dos coprodutos do
processamento de frutas € amplamente estudada, e sua conversdo de forma segura e econémica

em produto comercial é de grande relevancia.

Nessa visdo, a cajucultura é uma atividade de elevada expressdo econdmica no Nordeste
do Brasil, sendo um dos principais cultivos sustentaveis dessa regido. Sendo o caju
(Anacardium occidentalle L.) um fruto tropical que possui alto conteddo de compostos
bioativos, como os carotenoides (DE ABREU et al., 2013), vitamina C (RODRIGUEZ et al.,
2017) e compostos fenolicos (BATAGLION et al., 2015; DE BRITO et al., 2007), além de
minerais, aminoacidos e fibras alimentares (DAS; ARORA, 2017). Com estes compostos
encontrados tanto na polpa/fibras quanto na pelicula do pedinculo (SCHWEIGGERT et al.,
2016). Entretanto, a elevada perecibilidade do pedtnculo do caju faz com que seja destinado,
principalmente, para a producdo de suco e polpa, gerando altas quantidades de coproduto,
conhecido como bagaco, que ndo possui um destino especifico, podendo ser usado pela
industria de racdo ou, caso ndo seja aproveitado, torna-se contaminante ambiental e,
consequentemente, gera custos operacionais as empresas, pois necessitam de amostra para o
descarte (INFANTE et al., 2013).

Entretanto, embora seja comprovado que este coproduto apresente ainda elevado
potencial para uso; pois mantém parte dos compostos constituidos no fruto in natura; é pouco
explorado com a finalidade de aproveitar sua riqueza de compostos quimicos benéficos a saude,
como os compostos fendlicos, importante classe de fitoquimicos presentes no caju. Portanto, é
possivel explorar a viabilidade da utilizagdo deste material na sua aplicacdo para uso como
aditivo natural em alimentos, bem como para a producédo de alimentos com alegacgéo funcional
(FONTELES et al., 2016). (BALLESTEROS et al., 2017; DA FONSECA MACHADO et al.,
2018; FONTELES et al., 2016)
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Contudo, devido a presenca de ligagdes insaturadas em sua estrutura molecular, 0s
compostos fendlicos se tornam extremamente sensiveis a ambientes oxidantes, como a presenca
de luz, oxigénio e umidade (BALLESTEROS et al., 2017). Desta forma, faz necessario a
utilizacdo de tecnologias que diminuam essa sensibilidade, como por exemplo, 0 uso de agentes
carreadores que funcionam como barreira a estes fatores, preservando o composto. Sua
utilizacdo, seguida de processos de secagem; devido & natureza liquida dos extratos de
compostos fendlicos; promove sua transformacdo em um produto final em po, podendo ser
utilizado de inimeras formas dentro da inddstria de alimentos. Tendo-se em destaque, a
liofilizacdo uma opgéo promissora para 0 processo, pois é uma tecnologia utilizada na inddstria
de alimentos, principalmente, para a secagem de compostos sensiveis ao calor, preservando

suas propriedades funcionais.

Logo, a escolha do agente material de parede é muito importante, pois a eficiéncia e a
protecdo das particulas geradas sera diretamente afetada por este fator (YAMASHITA et al.,
2018). Entdo, trabalhos anteriores demonstram a utilizagdo da maltodextrina (FANG;
BHANDARI, 2011) e a goma arabica (MAHDAVEE KHAZAEI et al., 2014), ou mesmo a
mistura das duas (DAG; KILERCIOGLU; OZTOP, 2017; RAMIREZ; GIRALDO; ORREGO,
2015) como bons agentes carreadores, pois garantem ao produto final caracteristicas adequadas
para produtos em p6, como alta solubilidade em agua, baixa viscosidade e capacidade de formar
solucBes estaveis (PEREIRA SOUZA; DEYSE GURAK; DAMASCENO FERREIRA
MARCZAK, 2017), além de uma boa retencdo de compostos bioativos quando aplicados com

esta finalidade.

Logo, o objetivo do estudo foi obter e caracterizar os extratos fendlicos do coproduto do
pedinculo do processamento do caju e avalia-los quanto aos parametros fisicos, quimicos e
fisico-quimicos e utilizar dois agentes carreadores somados ao processo de liofilizacdo na

preservacdo da capacidade antioxidante através de analise de bioacessibilidade in vitro.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo do estudo foi obter e caracterizar quanto aos parametros fisicos, quimicos e
fisico-quimicos os extratos fendlicos do Coproduto do Pedunculo do Proccessamento do Caju
(CPC) e avaliar a utilizacdo do processo de liofilizagdo na preservacdo da capacidade

antioxidante através de analise de bioacessibilidade in vitro.

2.1. Objetivos Especificos

e Extrair os compostos fenolicos de Coproduto do Processamento do Pedlnculo do Caju
CPC através de solucdo hidroalcoolica e utilizacao de ultrassom;

e Caracterizar fisico e fisico-quimica e determinacdo dos Compostos Fenolicos (CF) e
Atividade Antioxidante (AA) do extrato ndo liofilizado de CPC,;

o Identificacdo do perfil fenolico do extrato ndo liofilizado de CPC por UPLC-QTOF-
MSE;

e Realizar a secagem atraves de liofilizacdo do extratos de CPC utilizando dois agentes
carreadores diferentes: maltodextrina, goma arabica, nas seguintes concentracdes;
maltodextrina + goma arabica em uma propor¢éo de 1:1 m/m;

e Determinacdo de CF e AA dos extratos liofilizados de CPC,;

e Avaliar as caracteristicas fisicas, morfologia e cristalinidade dos extratos secos de CPC;

¢ Avaliacdo da bioacessibilidade in vitro quanto a capacidade antioxidade com CF e AA

presentes no extrato ndo liofilizado e nos extratos secos de CPC;
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Compostos bioativos em coprodutos de frutas

No cenério atual, o Brasil esta no ranking como o terceiro maior produtor de frutas do
mundo, atrés da China e da india, respectivamente (IBGE, 2016), tornando-se um dos setores
mais importantes dentro do agronegdcio. Essa posicdo reflete diretamente na geracdo de
residuos agroindustriais por empresas de processamento de frutas, que desperdicam grande
quantidade de materiais, como cascas e sementes, devido a falta de tecnologias que aproveitem
0S compostos nutricionais e funcionais presentes nestes materiais (FORSTER-CARNEIRO et
al., 2013).

Os compostos bioativos sdo metabdlitos secundarios produzidos pelos vegetais que
apresentam elevado potencial terapéutico, por contribuir para a sua atividade antioxidante,
sendo os compostos fendlicos, carotenoides, e vitamina C importantes fitoquimicos presentes
em frutas e hortalicas que contribuem na manutencdo da saide humana devido sua comprovada
propriedade antioxidante que esta associada a prevencao de doengas, como o cancer (DIREITO
et al., 2017; SAENGLEE et al., 2016), doencas cardiovasculares (DU et al., 2016), e ainda,
Mal de Alzheimer (SUGIMOTO et al., 2012).

Entre os compostos citados, os fendlicos sdo bioativos envolvidos no processo de defesa
dos vegetais contra radiacdo UV e parasitas, além de contribuirem para a cor de flores e frutos,
sendo conhecido mais de 8000 estruturas fendlicas que incluem desde moléculas simples, como

os fendis simples, até as complexas, como os taninos (DAI; MUMPER, 2010).

Dessa forma, estudos tém demonstrado o efeito benéfico dos compostos fendlicos na
salde relacionado a sua acdo antioxidante provavelmente atribuida a sua caracteristica redutora
e estrutura quimica composta de hidroxilas e anéis aromaticos, que sdo capazes de neutralizar
ou sequestrar radicais livres (ANGELO; JORGE, 2007; BURRI et al., 2017; CHHOUK et al.,
2017; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; LORDELO CARDOSO SILVA et al., 2010;
SINGH et al., 2017).

Devido estas propriedades funcionais, 0os compostos fendlicos sdo alvos constante de
estudos voltados para a obtencéo de fontes de forma natural. Por isso, a busca por métodos mais
eficazes de sua extragéo sdo foco de pesquisa atual, sendo os coprodutos do processamento de

frutas uma alternativa viavel e importante como fonte desses fendlicos. Principalmente pois
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seu elevado contetdo de bioativos e ainda o fato de seu aproveitamento contribuir para a
reducdo dos custos de producdo, promove 0 aumento do aproveitamento total do fruto e do
impacto desses coprodutos que sdo muitas vezes descartados erroneamente no ambiente. Além
disso, € uma forma de agregar valor aos coprodutos que seriam descartados pela industria
através de sua aplicacdo no desenvolvimento de novos produtos ou enriquecimento daqueles ja
existentes no mercado (FORSTER-CARNEIRO et al., 2013).

Muitos estudos evidenciaram o potencial do uso de coprodutos do processamento de
frutas para a extracdo de compostos bioativos. Barros et al., (2017) estudaram a capacidade
antioxidante de coprodutos de frutos tipicamente brasileiro, como achachairu (Garcinia
humilis), araca-boi (Eugenia stipitata) e bacaba (Oenocarpus bacaba) que foram determinados
guanto ao seu teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e carotenoides, encontrando entre
os residuos de frutos, o achachairu continha os principais compostos de acido ferulico (96,01 +
7,72 ug / g) e epicatequina (96,01 + 7,72 ug / g); araga-boi continha os principais compostos
como acido cinamico (44,61 £0,76 ng/ g) e acido galico (30,18 = 5,46 pug/ g) e bacaba continha
catequina (135,15 = 1,11 pg/ g) e epicatequina (123,86 + 7,15 pg / g). Sousa et al., (2011)
avaliaram coprodutos do processamento de acerola (Malpighia glabra L.), goiaba (Psidium
Guayaba L.), abacaxi (Ananas comosus L.), cupuacu (Theobroma grandiflorum), bacuri
(Platonia insignis) e graviola (Annona muricata L.) e também foram investigados quanto ao
teor de antioxidantes e identificaram valores elevados de vitamina C e carotenoides. Quanto
aos carotendides, destacaram-se o residuo de acerola com 881,56 + 9,01 nug/100 g e o residuo
de goiaba, com 644,9 + 10,02 pg/100 g. Os residuos analisados apresentaram baixas
concentracOes de antocianinas e flavondides, com relagdo aos teores de fendlicos totais se
destacou o residuo da polpa de acerola (BARROS et al., 2017; SOUSA et al., 2011). O que
resulta em dizer que os coprodutos ou residuos de frutas agroindustriais sdo fontes com grande
potencial de compostos benéficos a saude que podem ser extraidos e aproveitados em alimentos

industrializados com baixo teor desses compostos.

No coproduto, geralmente a maior quantidade desses compostos sdo atribuidos a casca
das frutas presente no residuo. Por isso, ao se analisar os extratos das cascas de onze frutas
tropicais, determinaram-se um elevado teor de bioativos associados a elevada atividade
antioxidante, sendo fontes promissoras de ingredientes bioativos com propriedades
antioxidantes, que foram extraidos e transformados em po por processo de liofilizacdo e pode
ser aplicado no projeto de alimentos funcionais ou como conservantes naturais de alimentos
(CAN-CAUICH et al., 2017, p.).
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O consumo de frutas e hortalicas pelos brasileiros ainda estd muito abaixo do
recomendado pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS);100kg/habitante/ano. A grande
maioria (75,9%) consome apenas cerca de 33kg/habitante/ano aumentando o risco de doencas
cardiacas, cancer e obesidade; a utilizacdo de tecnologias que visem implementar compostos
quimicos de origem natural na dieta dessas pessoas € uma boa alternativa para a ingestdo desses
constituintes presentes em vegetais, no caso, os fendlicos. Por isso, a extragdo de compostos
bioativos do coproduto do processamento de frutas para serem aplicados em diversos projetos
alimentares da industria € um grande avanco como pensamento de mercado e ecologico.
Embora seja conhecido a propriedade antioxidante de muitos coprodutos, mais estudos
precisam ser realizados para determinar de forma mais precisa seus mecanismos de agéo e
estabelecimento de doses terapéuticas, além, de melhores e mais simples métodos de extracédo
(MARTINS; BARROS; FERREIRA, 2016), além de promover o incentivo ao estudo de novas
tecnologias que utilizem esses compostos de forma adequada e mais estudos que ampliem a

gama de atuacéo destes.
3.1.1 Compostos bioativos do coproduto do caju

Dentre as culturas de grande expressdo econémica no Brasil estd o cajueiro
(Anacardium occidentalle L.), pois € um dos principais cultivos sustentaveis no Nordeste. Sua
producdo é cerca de 2,0 a 2,5 milhdes de toneladas por ano, perdendo cerca de 1,5 milhdes de
toneladas devido ao maior enfoque industrial se destinar a castanha do caju, com o peddnculo
aproveitado principalmente na producédo de suco, onde obtém-se um grande volume de residuo

a partir deste, conhecido popularmente como bagaco do caju (ROESLER ET AL., 2007).

No caju encontramos uma grande quantidade de compostos fendlicos, além de
flavondides, como ja foi abordado, estes atuam como agentes antioxidantes no sequestro de
radicais livres no organismos, demostrando alta atividade. Em um estudo realizado com cinco
frutos tropicais brasileiros, pode-se observar que o caju ficou em segundo lugar de quantidade

de compostos fendlicos e atividade antioxidante (VIEIRA et al., 2011).

O bagaco é o coproduto do peddnculo do caju que é dispensado na industria de castanha,
utilizado no processamento de suco virando muitas vezes um residuo para ser descartado no
ambiente ou sendo subutilizado na inddstria de ragdo. Porém, existe uma vasta quantidade de
nutrientes nesse material que o confere grande potencial para ser explorado pelo mercado, seja

para a elaboracdo de produtos enriquecidos com 0s compostos bioativos presentes nessa



23

matéria-prima, ou como aditivo alimentar na preservacdo de alimentos contra a oxidacéo,
Ambos sdo focos em estudos para encontrar uma forma de aproveitamento de uma fonte t&o
rica em compostos antioxidantes (DAS; ARORA, 2017).

A riqueza de fenolicos no residuo do caju faz dele uma matéria-prima de enfoque na
atualidade devido ao desejo da industria de atender os consumidores mais preocupados com a
salde a desenvolver alimentos funcionais provenientes de um coproduto da inddstria que é
riquissimo em compostos promotores da saude, contendo um perfil com 11 carotendides (DE
ABREU et al., 2013), fenois simples, miricetina e quercetina (MICHODJEHOUN-MESTRES
et al., 2009a).

3.2 Extracao de compostos bioativos assistida por ultrassom

Existem diferentes formas de extracdo de compostos bioativos documentadas, devido a
tentativa de recuperacdo maxima desses compostos de maneira eficaz e viavel. Por exemplo, a
extracdo por fluidos supercriticos (DA SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016), ainda
pouco abordada. E a mais utilizada atualmente, extracdo com o auxilio do ultrassom,
metodologia bastante utilizada para maxima recuperacdo desses compostos principalmente
retirados de coprodutos, como por exemplo do coproduto da uva, obtendo alto rendimento com
esse processo (GOULA; THYMIATIS; KADERIDES, 2016). Além de outros métodos como
micro-ondas e extracdo supercritica (DA SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016;
GOULA; THYMIATIS; KADERIDES, 2016; XU et al., 2017).

O equipamento de ultrassom emite uma onda com frequéncia acima de 16 kHz e ndo
podem ser detectadas pelos ouvidos humanos, porém em alta intensidade pode causar
rompimento fisico de tecidos, criar emulsdes, limpar equipamentos e até promover reagdes
quimicas (FELLOWS, 2006). A extracdo de compostos fendlicos utilizando essa técnica para
melhorar e otimizar o processo € bastante promissora, pois esse amostra promove uma liberacao
mais eficiente dos compostos presente nos tecidos vegetais, devido as ondas que rompem as
estruturas que 0s armazena para que se possa utiliza-los para os demais fins, como encapsulacao
atraves de agentes carreadores e secagem para elaboracdo de um produto final seco utilizando

diferentes métodos de secagem dependendo do objetivo e aplicacdo (FONTELES et al., 2016).

O coproduto da azeitona foi utilizado como fonte de aproveitamento de polifendis para

reduzir parte desse residuo que € perigoso ao ambiente, atraves da extracdo assistida por
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ultrassom, desenvolvendo uma condigdo para uma extracdo mais eficiente desses compostos,
resultando um produto com alta atividade antioxidante (GOLDSMITH et al., 2018). A extracao
destes para sua quantificacdo em frutos é de grande importancia para a pesquisa, pois a
determinacdo de antocianinas e compostos fendlicos em frutas, como por exemplo, a amora,
que é uma fruta vermelha de grande potencial bioativo, é fundamental, como foi determinado
uma formulacéo 6tima de pardmetros para esta extragcdo com o auxilio do ultrassom, obtendo-
se um método altamente reprodutivel para frutos semelhantes (ESPADA-BELLIDO et al.,
2017; GOLDSMITH et al., 2018).

O bagaco do caju também foi testado quanto a maxima extracdo de seus compostos
utilizando a técnica de ultrassom, contatando nos resultados, maiores valores para atividade
antioxidante, compostos fendlicos totais e vitamina C quando comparadas as amostras sem 0
amostra com o ultrassom, além de melhorar a qualidade do produto depois de seco para

preservar seus compostos (FONTELES et al., 2016).

Além disso, a utilizacdo de técnicas combinadas potencializa a preservacao do produto
e a eficiéncia de seus processos. Ou seja, 0 ultrassom em conjunto com uma técnica de secagem,
como a liofilizacdo, percebe-se uma melhor retencdo de compostos fendlicos e
consequentemente maior atividade antioxidante, como no caso da cebola, que obteve maior
retencédo de biotivos, principalmente da quercetina, ao ser tratada previamente com ultrassom
(BRINES et al., 2015; REN et al., 2017).

3.3 Liofilizacéo

A liofilizacdo consiste em uma secagem que tem como principio fisico a sublimacéo de
um material previamente congelado, com o auxilio do vacuo onde a 4gua presente no alimento
em forma de gelo, passa para estado de vapor sem se fundir, como ndo ha a utilizacdo de
temperatura elevadas, tem-se uma maior preservacdo das caracteristicas do alimento, sendo
utilizada principalmente para secar alimentos mais caros de aromas ou texturas delicados onde
se tem um publico que aprecia e aceitar pagar o valor pelo produto (FELLOWS, 2006). Podendo
também ser chamada de criodesidratacdo, € um tipo especial de desidratagdo, onde o0s
equipamentos constam de uma camara de vacuo, onde se introduz o alimento, uma fonte de
calor, um condensador e por fim uma bomba a vacuo, onde pode se operar em lotes ou fase
continua (ORDONEZ, 2005).
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Muitas séo as vantagens da liofilizagdo sobre os processos convencionais de secagem,
€ um processo bem-sucedido para a maioria dos alimentos testados, com temperaturas abaixo
do ponto de congelamento e pressdes reduzidas o que diminui os danos causados aos compostos
nutricionais dos alimentos, pouca mudanca estrutural ou encolhimento e rapida reidratacdo,

além dos nutrientes retidos em maior proporcao (FELLOWS,2006).

E um processo que abrange varias areas da industria com a finalidade de se obter
melhores resultados se comparado a secagens convencionais. Inimeros produtos sdo secos por
liofilizacdo hoje, devido as vantagens relacionadas a nao utilizacdo do calor, preservacdo da

integridade do material e por fim, rapida e facil desidratacdo.

O método da liofilizagdo foi ainda considerado seguro para o pé seco de pequenos acidos
nucleicos para tratar doencas pulmonares, sendo que a barreira para a utilizacdo desses acidos
era a falta de formulacéo inalada segura e eficiente, que foi conseguida através da liofilizacédo
desse material, conseguindo-se otimizar uma formulagéo para ser usada contra essas doencas
(LIANG et al., 2017)

Polpas de frutas que ndo estdo disponiveis o ano inteiro para comercializacdo podem ser
liofilizadas para prolongar sua vida de prateleira para que seu consumo possa ser apreciado
durante todo o periodo independente de sua época de producdo, um exemplo € o caja, fruta
tropical bastante apreciada no Brasil, que liofilizada, possibilita um mercado mais abrangente

e duradouro para esse produto.

Enfim, muitas estruturas alimentares utilizam a técnica como forma de melhorar a
conservacao de determinados alimentos como a retirada da umidade de materiais encapsulados
formando um p6 como produto final que armazena compostos benéficos a satde, desse modo,
prolonga a vida util desse material encapsulado, podendo assim ser empregado em novos
produtos na industria de alimento, como por exemplo a adi¢do de p6s com acdo antioxidante
em alimentos variados que auxiliariam na reducdo de doengas, presentes em alimentos
(BALLESTEROS et al., 2017).

3.4 Agentes carreadores

A escolha do material de parede, ou agente carreador do material & de fundamental
importancia para o produto final, pois este vai depender da substancia que ira carrear e das
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caracteristicas que se busca no produto final, geralmente utilizando-se polimeros, naturais ou
sintéticos. Sendo os carboidratos os mais utilizados para esta finalidade, devido a sua
capacidade de se ligar a diversos componentes a serem encapsulados e protegidos. Além de seu
custo relativamente baixo. Logo, maltodextrina, amido e gomas, as quais sdo constituidas
marjoritariamente por carboidratos, sdo 0s materiais mais comumente utilizados em processos
de encapsulamento e protecdo de diversos compostos (CARVALHO, 2017).

Os compostos fenolicos sao substancias hidrofilicas e especificamente compativeis com
uma formulagéo em gel a base de &gua, como goma ou maltodextrina, e amidos como moléculas
de revestimento para matrizes sélidas polares, desse modo, tanto a maltodextrina como a goma
arébica sdo agentes carreadores que formam géis em solugfes aquosas, tornando-se viaveis para
sua utilizacdo como agente carreador destes compostos (GIADA, 2006; MAHDAVEE
KHAZAEI et al., 2014).

3.4.1. Maltodextrina

As maltodextrinas sdo produtos convertidos da hidrélise acida ou enzimatica do amido
de milho com valores de dextrose equivalente (DE) menor que 20, utilizada para inimeras
finalidades, sendo uma delas o aumento da viscosidade em emulsdes, melhorado, dessa forma,
a textura, podendo ser obtida de amidos de diferentes fontes botanicas (COUTINHO, 2007).

A dextrose equivalente (DE) é uma medida que caracteriza a extensdo da hidrdlise do
amido e também indica uma média do peso molecular. Conforme aumenta o grau de hidrolise,
a média do peso molecular diminui e a DE aumenta. Esta € uma medida basicamente empirica
da quantidade de acUcar redutor presente no produto e é expressa na base seca (ALEXANDER,
1992). A dextrose que utiliza-se como padrdo é o amido (DE=0) e a glicose (DE=100)
(MARCHAL; BEEFTINK; TRAMPER, 1999; DOKIC; JAKOVLJEVIC; BAUCAL, 1998;
STORTZ; STEFFENS, 2004). Portanto, a DE define-se no poder de reducdo, e indica sua
estabilidade e funcionalidade.

Variagdes nos valores de dextrose equivalente (DE) resultam em maltodextrinas com
diferentes propriedades fisico-quimicas. Higroscopicidade, solubilidade, osmolaridade e a
capacidade de reduzir o ponto de congelamento aumenta com o aumento da DE, enquanto que
a viscosidade, coesividade e a prevencao de formacéo de cristais aumenta com a diminui¢éo da
DE. O material microencapsulado é coberto por um filme que protege o nucleo. As
maltodextrinas de alta DE (15 a 20) protegem o aroma contra a oxidacgdo, sugerindo a

importancia da DE na funcionalidade dos sistemas de encapsulamento. Observa-se, também,
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que o material de parede, contendo maltodextrina, gema de ovo, gelatina e caseina, mostra
Otima protecdo contra a oxidacdo. Logo, as maltodextrinas com DE entre 10 e 20 sdo as mais
indicadas na utilizacdo para o encapsulamento de aromas, enquanto que no encapsulamento de
Oleos essenciais sdo utilizadas misturas de maltodextrinas com DE entre 5 e 15 e proteina
(COUTINHO, 2007; MACHADO, 2010).

Diferentemente do amido nativo, a maltodextrina é solivel em &gua, e a maltodextrina
20 DE mostrou melhores resultados quanto aos parametros de umidade, cor, grau de
aglomeracéo e Higroscopicidade, em estudo desenvolvido por Sierra; Rosa; Gabas, (2013) ao
realizarem uma comparagéo no uso de maltodextrina com valores de DE diferentes, e ainda néo
observaram diferencas significativas quanto as caracteristicas sensoriais ao comparar com a
maltodextrina 10 DE.

Em geral, as maltodextrinas possuem baixa densidade, ndo apresentam sabor adocicado
e ndo possuem sabor de amido. Devido a estas propriedades sdo muito utilizadas nas inddstrias
de alimentos. Uma utilizacdo que estd sendo demasiado explorado hoje é como agente
carreador/material de parede de particulas, como compostos bioativos, pois tem a capacidade
de proteger esse material de ambientes oxidantes e confere caracteristicas desejaveis a pés
depois de seco. Onde o principal objetivo desse processo € proteger o material do nucleo de
condicBes ambientais adversas, como efeitos indesejaveis por exposicao a lux, oxigénio e altas
umidades, contribuindo para o aumento da vida Gtil do produto. Devido a estas caracteristicas,
maltodextrinas de diferentes equivalentes de dextrose (DE) sdo comumente usadas como
material de parede o que as tornam os materiais de suporte ou parede mais utilizados na
microencapsulacdo (MAHDAVEE KHAZAEI et al., 2014; ROBERT et al., 2010).

3.4.2. Goma Arabica

A goma arabica (ou goma acécia) € um exsudado da seiva da arvore do género Acécia.
Seu pd possui coloragdo branca, ligeiramente amarelada, é inodoro e insipido. E quimicamente
é um heteropolissacarideo complexo de estrutura muito ramificada, cuja cadeia principal €
formada por unidades de D-galactopiranose, unidas por liga¢des glicosidicas em B-D-(1-3).
Cadeias laterais com diferentes estruturas quimicas, formadas de D-galactopiranose, L-
raminose, L-arabinofuranose, e acido D-glucurbnico estdo ligadas a cadeia principal por
ligagdes B (1-6) (Potter & Hotchkiss, 1995; Bobbio & Bobbio, 1992) com aproximadamente
5% de proteina (RIBEIRO; SERAVALLLI, 2007), sendo esta fragdo de proteina responsavel
pela propriedade de emulsificagdo da goma. A goma arabica comercial dissolve-se facilmente
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quando agitada em agua, devido a isso, liga-se facilmente aos compostos hidrofilicos presentes
em solucdo aquosa. Ela € a unica entre as gomas alimenticias que apresenta alta solubilidade e
baixa viscosidade em solucdo, caracteristicas desejaveis a produtos em p6 (FARIA, 2014).
Com isso, a goma arabica funciona como um material de parede eficaz que ja é bem
conhecido, usado por muitos anos e ainda uma boa escolha devido a sua formagdo de emulséo
estavel e boa retencéo de volateis (HOSSEINI; KHODAIYAN; YARMAND, 2016). De acordo
com Fang; Bhandari (2011), uma Unica matriz encapsulante ndo possui todas as caracteristicas
necessarias, devido a isto, mudancas para melhorar as propriedades de encapsulacdo foram
feitos de forma a se utilizar misturas de carboidratos com proteinas e polissacarideos em
diferentes proporc6es para melhorar as deficiéncias e caracteristicas que tem cada material.
Entdo, diferentes agentes carreadores juntos, podem proporcionar uma maior eficiéncia na

protecdo de compostos contra oxidacao .

3.5 Utilidade de compostos bioativos encapsulados

Por definicdo, alimentos ou ingredientes funcionais séo, segundo a Anvisa (1999)
componentes nutricionais ou ndo que causem beneficio a saide humana, porém, no caso de ser
um nutriente, precisa além de nutrir, desempenhar a funcdo de melhorar a saude e que possam
ser consumidos na alimentacdo sem necessidade de prescricdo médica. Com isso, a utilizacédo
de compostos bioativos é explorada principalmente devido a seus beneficios comprovados a
salde da populacdo, sendo esses, considerados compostos funcionais que estdo presente nos
frutos.

Nessa vertente, muitos trabalhos buscam extrair esses compostos e preserva-los de
modo a evitar sua degradacdo, e uma forma de fazer isso é através da sua encapsulacdo visando
utilizd-lo na forma de um p6 concentrado de substancias funcionais para enriquecer alimentos
que contenham pouca ou nenhuma quantidade dos mesmos, com o intuito de melhorar as
propriedades antioxidantes de diferentes alimentos e aumentar a diversidade de alimentos

industrializados com benéficos a saude.

Dessa forma, diversos alimentos séo testados quando a adicdo de compostos promotores
da saude, como por exemplo, o puré de macd, onde foi aplicado compostos fendlicos
provenientes da casca da uva encapsulada permitindo a obtencdo de um produto final com um
poder antioxidante duas vezes maior que o original e dependendo do amostra térmico aplicado,

havia uma preservacdo de 100% das antocianinas, podendo atender & demanda de corantes
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naturais, além de ser sustentavel, pois utiliza um coproduto na inddstria de uva (LAVELLI; SRI
HARSHA; SPIGNO, 2016). Além dos compostos fenolicos, o0 encapsulamento também pode
ser utilizado para imobilizar bactérias probioticas e serem aplicadas em sucos e iogurte obtendo
resultados satisfatdrios quanto a conservacao e estabilidade das capsulas probidticas em todos
0s produtos comparados ao controle (CHAIKHAM, 2015).

Dessa forma, a utilizagdo das tecnologias de secagens para a geragdo de particulas
estaveis a serem adicionadas aos alimentos como aditivos, enriquecedores ou corantes naturais
¢ um destaque na pesquisa que promete melhorar produtos industrializados aumentando sua
qualidade e promovendo beneficios a salde dos consumidores, tendo como a principal
vantagem do encapsulamento o fato de tornarem os compostos estaveis, conservando estes
componentes de frutos muito pereciveis que antes ndo seriam aproveitados dessa forma,
perdendo um componente funcional que poderia manter-se constante dentro da matriz alimentar

durante toda a cadeia de processo até seu consumo (DIAS et al., 2017).

Em suma, a injegdo de compostos bioativos encapsulados foi testada em variadas
matrizes alimentares com o objetivo de melhorar a funcionalidade destes, aumentando a
composicdo fenolica e antocianina, assim, de sua capacidade antioxidante (OSTERMANN;
SCHEBB, 2017; PASRIJA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2015; SPINELLI; CONTE; DEL
NOBILE, 2016; TUMBAS SAPONJAC et al., 2016) e obtendo resultados favoraveis em todos

eles, criando alternativas de alimentos mais saudaveis com agentes benéficos a saude.
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RESUMO DA METODOLOGIA

O experimento foi conduzido a partir de trés etapas fundamentais:

(1) Obtencéo e caracterizagdo do extrato de CPC;

(2) Secagem dos extratos fenolicos utilizando maltodextrina e goma arabica como
agentes carreadores atraves de liofilizacdo e caracterizagcdo do pé obtido e avaliacéo

da bioacessibilidade in vitro do extrato ndo liofilizado e dos extratos secos de CPC.

12 Etapa

Extracdo dos Compostos Fendlicos: Extragdo com etanol 42% seguido de banho
ultrassénico durante 37 min;

Caracterizacdo do Extrato: umidade (%), Sélidos Soluveis (SS), Acidez Titulavel (%);
pH, Cor, Compostos Fendlicos (CF) e Atividade Antioxidante (AA) pelo método de
reducdo do Ferro (FRAP) e pelo método de captura de radical livie ABTS¥;

Perfil Fendlico por cromatografia liquida de ultra performanceUPLC-QTOF-MSE,

22 Etapa

Preparo dos extratos utilizando os dois agentes carreadores: Maltodextrina e Goma
arébica;

Cada amostra foi preparada com 100 mL de extrato e adicionado o material de parede,
sendo estes: Maltodextrina (MD), Goma Arabica (GA), individualmente e misturados,
Maltodextrina + Goma Arabica (MG) numa proporc¢do de 1:1 m/m,. A quantidade de
material de parede foi estabelecido através da quantidade de sélidos do extrato e foi
adicionado ao extrato até que este atingisse um teor de 20° Brix;

Secagem dos extratos atraves de liofilizacéo;

Caracterizacdo dos extratos secos quanto ao conteudo de CF e Atividade antioxidante
por FRAP e por ABTS;

Caracterizacdo fisica do p6: umidade (%), solubilidade (%), Higroscopicidade (%),
Difratometria de Raios-X, Microscopia Eletronica de Varredura e Potencial Zeta.
Avaliacdo da Bioacessibilidade in vitro do potencial de Compostos Fendlicos (CF) e
Atividade Antioxidante pelo método de FRAP.
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12 ETAPA: OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO

4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Matéria-prima

O coproduto do processamento do pedunculo do caju (CPC) foi doado por uma industria
de processamento de suco e polpa do estado do Cear4, localizada no Baixo Jaguaribe. O material
foi seco em estufa de circulagdo de ar forcado (Tecnal-TE-394/2) a 30 °C por 48 h até atingir,
aproximadamente, 5,0% de umidade. Depois o0 material foi triturado, homogeneizado e
armazenado em sacos plasticos de 100 g cada, sob congelamento e ao abrigo da luz para
posterior extracdo. Todos 0s reagente quimicos utilizados para CF e AAT foram de grau
analitico (Dindmica, Quimica Contemporanea LTDA). Assim como a maltodextrina (DE20)
(Adicel, Adicel Ind. E Com. LTDA) e goma arabica em p6 pura 500 g (Dindmica, Meta
Quimica®).

4.2. Obtengéo do extrato

A extracdo de compostos fendlicos do CPC foi realizada através da mistura do material
seco com uma solucdo hidroalcoodlica de 42,16%; de etanol de acordo com delineamento feito
por grupo de estudo no laboratorio de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biogimica e
Biologia Molecular da UFC; na razdo de 1:10 (bagaco seco: solucdo hidroalcodlica, parametros
estabelecidos através de testes realizados com o bagaco. Em seguida, a mistura foi submetida a
um banho ultrassénico com uma poténcia fixa de 135W por 37 min a uma temperatura
controlada de 30 + 1 °C. Esse parametro foi estabelecido através de ensaios laboratoriais prévios
(dados ndo apresentados). Apds o banho, a mistura foi centrifugada a 4500 rpm/10 min e
filtrado em papel de filtro Whatman n° 1 e o filtrado (extrato do CPC) foi concentrado em
rotoevaporador e armazenado em vidro ambar, congelado em freezer vertical a -18°C para

analises posteriores.

4.3. Caracterizagdo quimica e fisico-quimica do extrato néo liofilizado de CPC

A caracterizagdo do extrato foi realizada nos laboratdrios do Departamento de
Engenharia de Alimentos — UFC (Laboratério de Frutos e Hortalicas — Unidade Analitica), no
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laboratério de Fisiologia Vegetal do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
UFC — Fortaleza e na Embrapa, Agroindustria Tropical.

4.3.1. Analises fisico-quimicas do extrato ndo liofilizado de CPC

O extrato CPC foi caracterizado fisico-quimicamente, de acordo com as seguintes
analises de pH, que foi determinado utilizando-se pHmetro digital (Tecnal, TEC-5), onde
avaliou-se todas as amostras em triplicata a uma temperatura de 26° C. O percentual de Sélidos
Solaveis (SS) foi medido em refratdmetro digital (Atago®, modelo Pocket PAL-1) onde foi
colocado 500 pL do extrato no vidro de refragdo do medidor, tendo seu resultado expresso em
°Brix. A acidez Titulavel (AT) foi realizada misturando-se 5 g do extrato com 20 mL de agua
destilada e 2 gotas de fenolftaleina alcoolica a 1 %, cada amostra em triplicata, entdo fez-se a
titulacdo até seu ponto de virada com NaOH 0,1M. A acidez foi expressa em g de NAOH a
0,1M/100 g do extrato. O percentual de umidade do extrato através de analise gravimétrica
em estufa a 60° C até peso constante, realizado com 5 g em triplicata do extrato ndo liofilizado.

Todas essas andlises foram realizadas em triplicada e segundo as metodologias descritas
pela AOAC (2005).

4.3.2. Caracterizagdo de Compostos Fenolicos (CF)

Os compostos fendlicos totais foram determinados no extrato ndo liofilizado de CPC
utilizando a metodologia de Obanda; Owuor; Taylor, (1997) adaptado a uma microplaca de 96
pocos. A amostra foi testada para determinar a aliquota que demonstrasse leitura dentro da
curva pré-estabelecida de acido galico. A mistura reacional continha 30 uL do extrato fenolico,
220 uL de &gua destilada, 250 uL de reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Alemanha), 500
uL de carbonato de soédio (NaCOs 20%) e 500 uL de agua destilada. A mistura foi agitada
vigorosamente e, em seguida, deixada em repouso na auséncia de luz por 30 mina 25 ° C. A
absorvancia das amostras foi medida utilizando leitor de microplacas (Synergyx Mx, Biotek,
EUA) no comprimento de onda de 700 nm. O acido galico (grau de HPLC, Sigma- Aldrich) foi
usado como padrdo (Curva padréo de 0, 10, 20, 30, 40 2 50 pg.mL™?). E os resultados foram
expressos em mg de acido galico equivalente (GAE) / 100 g (massa fresca ou massa seca).

4.3.3. Método de sequestro do radical livre ABTS™
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A atividade antioxidante baseada no sequestro do radical ABTS foi estimada de acordo
com procedimento proposto por Larrauri; Rupérez; Saura-Calixto, (1997) com modificacdes.
A absorbancia foi medida a 734 nm, utilizando um espectrofotémetro (Jenway 6705 UV / Vis).
O radical ABTS™ (2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) foi gerado através
da reacdo de uma solucdo de persulfato de potassio com a solucdo estoque de ABTS, mantida
ao abrigo da luz por 16 h. Em seguida, a solu¢do de ABTS obtida foi diluida com etanol até que
a mesma obtivesse uma absorbancia de 0,70 = 0,05 a 734 nm.

Para determinacdo da atividade antioxidante das amostras preparou-se trés diluicdes do
extrato de forma que demonstrasse uma absorbancia dentro da curva padrdo feita antes da
analise. Entdo, 30 pL da mesma foram misturados a 3,0 mL do radical ABTS em tubos de
ensaio. As analises foram realizadas em tripilicata e ap6s 6 min de reacdo, a leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro a 734 nm. A atividade antioxidante foi
calculada utilizando uma curva padrdo preparada de Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) variando de 100 a 2000 uM e o resultado expresso em

UM Trolox equivalente (TE) / g massa fresca ou massa seca.

4.3.4. Método poder de reducéo do ferro — FRAP

A andlise de atividade antioxidante, segundo o método de reducéo do ferro (FRAP), foi

determinada de acordo com a metodologia apresentada por Pantelidis et al., (2007).

Para caracterizacdo do extrato, foram elaboradas trés diluicdes da do mesmo testadas
previamente para estabelecer as concentragdes que estejam dentro da curva padrdo de sulfato
ferroso. Apds isto, uma aliquota contendo 90uL de cada diluicdo foram misturadas a 270 pL
de 4gua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. O reagente FRAP, por sua vez, foi preparado a
partir de 25mL de solucdo tampéo acetato (0,3 M), 2,5 mL de solu¢do TPTZ a 10 mM (Sal de
2,4,6-Tri-(2-Piridil)-1,3,5-Triazina 1:3 com Acido p-Toluenosulfonico) e 2,5 mL de solucéo
cloreto férrico (20 mM). A mistura foi homogeneizada em agitador de tubos e entdo submetidas
a um aguecimento em banho-maria sob temperatura controlada (37 °C), por um periodo de 30
min. A absorbancia foi medida a 595 nm, usando um espectrofotdmetro (Jenway 6705 UV /
Vis). A atividade antioxidante foi calculada a partir de uma curva padréo preparada de solucdes
de sulfato ferroso (500 uM — 1500 M) e o resultado foi expresso em uM de sulfato ferroso / g

massa fresca ou massa seca.
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4.3.5. Determinacdo do perfil fendlico do extrato de CPC por Cromatografia Liquida de
Ultra Performance UPLC-QTOF-MSE

Previamente a analise, o extrato bruto foi seco por liofilizagao, sem adi¢ao do carreador,
a fim retirar a umidade dessa amostra. Em seguida, pesou-se 50 mg de cada uma das amostras
e adicionou-se 4 mL de hexano PA. A mistura foi homogeneizada em vortex por 1 min e levada
a banho ultrassonico por 20 min com poténcia fixa (135W). Posteriormente, adiciounou-se 4
mL de solucdo hidroalcodlica (razao etanol/agua de 7/3), homogeneizada novamente por 20
min em banho ultrassonico. Entdo centrifugou-se a 3000 rpm por 10 min para separar o material

ndo dissolvido.

Para a realizacdo da analise, retirou-se uma aliquota de 2 mL da fase inferior,
moderadamente polar (etanol/agua), e, entdo, esta foi filtrada utilizando um filtro de serimga
politetrafluoretileno (PTFE) de 0,22 pm. O material que permeou foi recolhido em fracos de
vidro os quais foram encaminhadas para o UPLC. Mediu-se com pipeta automatica, diretamente
no vial de 2 mL, um volume de 900 pL da soluc¢do de padrao interno (anthracene-9-carboxylic
acid) a uma concentracdo de 10 pg/mL (10 ppm). O que resultou em uma solucdo final de 1

ppm para ser levado para a cromatografia.

As andlises LC-MS foram realizadas em sistema Acquity UPLC acoplado a analisadores
de massa quadrupolo / TOF (Waters) equipados com uma fonte ESI operada no modo de
ionizacdo negativa (UPLC-ESI-qTOF). As separacdes cromatograficas foram realizadas
utilizando uma coluna Waters Acquity UPLC BEH C18(150 mm x 2,1 mm x 1,7 um) a 40° C.
Utilizou-se agua e acetonitrilo para a fase mével, ambos adicionados com 0,1% de &cido
férmico. O gradiente variou de 2 a 95% de dgua em 15 min a um fluxo de 0,4 mL / min, e
volume de injec¢ao de 5,0 uL. O gas de dessolvatagdo foi N2 a 350 © C num caudal de 350 L / h
e uma temperatura da fonte de 120 ° C. A voltagem capilar foi ajustada para 3.200 V. As
voltagens das energias de colisdo / cone foram ajustadas em 6 eV / 15 V (baixo) e 30-50 eV /
30 V (alto) para conseguir uma fragmentacao suficiente. Os espectros MS foram adquiridos em
modo de ionizagdo negativa entre 100 Da e 1180 Da no modo tandem MSE. O grafico foi
ajustado para melhor visualizagdo do cromatograma, utilizando o softwere Origin Pro versdo 8
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA).
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22 ETAPA: ENCAPSULACAO E CARACTERIZACAO DOS POS QUANTO AO
POTENCIAL DE CF E AAT E CARACTERIZACAO FiSICA

4.4. Preparo dos extratos de CPC com agentes carreadores e secos por liofilizagéo

Os extratos do CPC foram misturados com seus agentes carreadores maltodextrina e
goma arabica. Estes foi adicionado a 100 mL de extrato, isoladamente, com malto e goma puras
e separadas e com a mistura das duas, sob agitacdo constante até que a concentracdo de sélidos

totais atingisse 20% em cada solucéo.

Foram realizados trés ensaios, sendo um deles contendo 100% de maltodextrina (MD),
0 segundo contendo 100% goma arabica (GA) e o terceiro com a mistura dos dois materiais em
uma proporg¢do de 1:1 (m/m), maltodextrina/goma arébica (MG). Apoés estarem devidamente
misturados, as solucBes foram submetidas a um processo de liofilizacdo. Para esse processo, as
amostras foram previamente congeladas em camara de congelamento Ultra-freezer modelo CL
90-40V (Brand Terroni Equipamentos Ciéntificos) a -38 °C por 24 h em bandejas préprias do
equipamento. Apds esse periodo, as bandejas foram levadas ao Liofilizador LS3000 Terroni

(Equipamentos Cientificos) durante 24 h.

O teor de umidade dos p6s foi determinado por método gravimétrico com estufa de
circulacdo de ar forcado a 105 °C, onde pesou-se 5 g de cada amostra em triplicada e secou-se
até peso constante, com resultado expresso em %. Os materiais liofilizados foram triturados e
armazenados em embalagens metalizada (aluminio) a vacuo e ao abrigo da luz até analises

adicionais sob refrigeracédo (4° C).

4.5. Determinagdo dos compostos fendlicos e atividade antioxidante apos liofilizagédo

Para as determinacédo de CF e AA nos extratos liofilizados, estes foram diluidos em agua
destilada até seu percentual de sélidos de antes da secagem (20° Brix), o que foi descontado no
calculo. Para todos as analises onde mediu-se a absorbancia (Compostos Fendlicos e Atividades
Antioxidante) foi realizada a medida do controle positivo representado por solu¢do de goma
arébica e maltodextrina, nas proporc¢des colocadas no extrato, para medi¢do nos comprimentos
de onda das analises realizadas.

As metodologias seguidas para a realizagdo das analises de determinacdo de CF e AA
foram as descritas nos itens 3.3.2, 3.3.3. e 3.3.4,, respectivamente.
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A capacidade de retencdo dos CF e AAT dos pd foi realizado no extrato de CPC
encapsulados, através da porcentagem de compostos fendlicos a atividade antioxidante das
amostras apos o encapsulamento retidos dentro da matriz, comparando-se com o extrato ndo

liofilizado de CPC antes do processo de secagem, segundo Ballesteros et al., (2017).

4.6. Caracterizacao fisica e estrutural dos extratos de CPC liofilizados

4.6.1. Umidade e Atividade de agua (Aw)

O teor de umidade foi determinado gravimetricamente por secagem em estufaa 105 ° C
até peso constante. As pesagens foram realizadas de maneira consecutiva, realizadas num
intervalos de 2 horas, até obter uma variacdo <0,3%. O teor de umidade foi expresso em termos
percentuais (AOAC, 2005).

A Atividade de agua (Aw) foi determinada através do medidor de atividade de &gua
(AQUALAB, serie 3TE Decagon, Pullman, USA), a 25 °C, segundo instrucdes do fabricante.

4.6.2. Solubilidade

A solubilidade foi determinada de acordo com Cano-Chauca et al., (2005) com algumas
modificagdes. Uma amostra contendo 25 mg de pé foi misturada a 25 mL de dgua destilada em
um Becker. A mistura foi homogeneizada e em seguida, foi colocada em um tubo e para uma
posterior centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min. Entdo, uma aliquota de 20 mL do sobrenadante
foi transferida para uma placa, previamente tarada, para ser seca em estufa de circulacéo de ar,
a 105°C ate peso constante. A solubilidade foi calculada pela diferenca de peso e expressa em

porcentagem.

4.6.3. Higroscopicidade

A higroscopicidade dos p6s foi realizada de acordo com metodologia descrita por Cai;
Corke, (2000) com algumas modificacdes. Placas petri contendo 1g de amostra foram
acondicionadas em recipiente previamente ambientado, por 24 h, com uma solu¢édo saturada de
NaCl para o estabelecimento da umidade relativa de 75%. As amostras foram mantidas a 25°C

durante 90 min até sua pesagem. A higroscopicidade foi expressa (%).
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4.6.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Todos os p6s foram avaliados morfologicamente através de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) foi realizado no Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara
(UFC) por meio do equipamento Inspect S50 — FEI. Os materiais foram montados sobre fitas
adesiva dupla face e fixado em suporte metalico. As amostras foram cobertas com uma pelicula
muito fina (35 nm) de ouro (Au) aplicando uma tenséo de aceleracdo de 10 KV com a imagem

foi ampliada 300 x para melhor visualizagéo.

4.6.5. Difracdo de Raios-X

A difracdo de raios-X das amostras dos extratos encapsulados e também dos agentes
carreadores ndo liofilizados foram realizadas no Laboratorio de Raios-X na Central Analitica
(Departamento de Fisica — UFC), obtidas por difratdmetro de raios-X (modelo XPert Pro MPD
— Panalytical). As fases cristalinas dos extratos de CPC encapsulados foram avaliados por
Difracgéo de Raios X (DRX). A radiagdo foi gerada a 25 mA e 35 kV. O angulo de disperséo de
260 de 10 a 100°C foi medido no tamanho do passo de 0,04 e 1 s de exposi¢do em cada passo.

4.6.6. Potencial Zeta

O potencial Zeta dos extratos liofilizados foram determinados utilizando um Zetasizer
Nano® ZS 3600 (Malvern Instrument Ltda, UK). As amostras foram solubilizadas em agua
deionizada em concentracdo de 0,1% (m/v) ficando sob agitacdo por 24 horas. Mediu-se pelo

menos 10 réplicas por amostra.

4.7. Analise colorimétrica do extrato antes e depois da encapsulagdo

A coordenadas de cor foram determinadas através de um colorimetro (ColoQuest XE)
da Hunter Lab, utilizando sensor de refletancia da amostra, de acordo com o sistema CIELAB
(L* a*, b*). O parametro L * indica luz (O = preto e 100 = branco), a * e b * s&o coordenadas
para verde (-a *) / vermelho (+ a *) e azul (-b *) / amarelo (+ b *). O angulo de matiz (H °)
indica a cor daamostra (0 ou 360 = vermelho, 90 = amarelo, 180 = verde e 270 = azul), enquanto

Croma (C) indica pureza ou saturagdo de cor. A variacdo na diferenga total de cores foi
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calculada através da equacdo dos pds encapsulados por liofilizagdo. Esta andlise foi realizado
no extrato nédo liofilizado de CPC e nos extrato liofilizados com os diferentes agentes
carreadores, sendo o extrato ndo liofilizado considerado no célculo como a cor de referéncia
para avaliar a diferenca geral das cores dos p6s com relacao a ao extrato liquido. Na Equacéo 3

calcula-se a variagdo de cor entre os extratos de CPC encapsulados e o extrato liquido.

Equacdo 1
1
2

AE = [(AL ¥)* + (Aa *)* + (Ab %)?]

AE = diferenga geral de cores entre a amostra analisada e a cor de referéncia (padrdo — extrato
n&o liofilizado), AL * = variacdo da coordenada L *, Aa * = variagcdo da coordenadaa * ¢ Ab *

= varia¢do da coordenada b *
4.8. Bioacessibilidade in vitro por digestdo simulada

A avaliacdo da biodisponibilidade foi realizada segundo o método descrito por Wang,
Wang; He; Chen (2014). Para a amostra do extrato nao liofilizado de CPC utilizou-se 5 g massa
fresca do extrato liquido e para os extratos de CPC liofilizados utilizou-se 2 g de p6 de cada
um.

A analise consistiu em duas fases sequenciais: digestdo gastrica e entérica. Na fase
gastrica, o pH de amostras foi ajustado para 2,0 com HCIl a 6 M, e em seguida uma solucéo de
pepsina a 300 U/ mL foi adicionada. Essa mistura foi transferida para Erlenmeyere onde foi
incubada a 37 ° C sob agitacdo a 100 rpm durante 2 horas finalizando a parte gastrica. Na fase
entérica, o pH das amostras foi aumentado para 6,0 usando uma solucéo alcalina (NaOH 1 M).
Bile e pancreatina foram adicionadas para atingir uma concentracdo de 10 g/L e de 1 g/L,
respectivamente. Preparou-se a membrana de dialise (25 mL de agua destilada e o nimero de
gotas de NaOH responsavel por modificar o pH da amostra do erlenmeyer para 7,5). Depois
disso, 0 saco de dialise foi colocado dentro do erlenmeyer com a solugdo proveniente da
digestdo géstrica e as amostras foram incubadas a 37 °C durante 2 h sob agitago para migragéo
dos compostos de interesse do conteddo do erlenmeyer para dentro do saco de dialise. Apés
esse periodo, o contetdo do erlenmeyer foi descartado e o do saco de dialise foi armazenado
sob congelamento para posteriores analises.

As amostras foram caracterizadas em temos de contetdo de Compostos Fendlicos e

atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP). Os resultados foram expressos
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em mg GAE/ 100 g massa e em percentagem de material bioacessivel (%) para CF e em uM
Fe>S04/ g e percentual de material bioacessivel (%) para a Atividade Antioxidante por FRAP.

4.9. Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados, no minimo, em triplicata (n = 3). Os
resultados foram avaliados utilizando analise de variancia ANOVA e teste post hoc de Tukey
para determinar as diferencas significativas (p < 0,05) utilizando o software estatistico
“Statistica 10,0, (StatSoft, 2010). Os gréaficos foram elaborados pelo softwere Origin Pro
versdo 8 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

1° ETAPA: CARACTERIZACAO DO EXTRATO

5.1. Caracterizacio fisico-quimica, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante do

extrato nao liofilizado de CPC

Na Tabela 2 podemos observar que o extrato CPC apresentou elevado conteudo de
umidade (95,08%), sendo constituido basicamente por dgua, uma pequena parte de sélidos
totais e sollveis, além dos compostos fendlicos presentes. O pH encontrado foi de 3,86 + 0,06,
o0 conteudo de solidos soltveis (SS) de 9,1 + 0,08° Brix e a acidez titulavel (AT) de 0,21 + 0,02
0/100 g de acido citrico. Esses valores se assemelham aos encontrados para padrdo de
identidade e qualidade do suco do caju com alto teor de polpa, que exige o0 minimo de 10 °Brix,
e uma acidez Tituldvel minima de 0,3 (BRASIL, 2000).

Tabela 1. Caracterizacdo fisico-quimica do extrato de CPC.

Anélises Extrato CPC
Umidade (%) 95,9 +0,17
pH 3,9+ 0,06
AT (%) 0,21 + 0,02
SS (%) 9,1+0,08

Resultados expressos como a média + desvio padrdo. Expressos em base Umida. AT: Acidez Titulavel; SS (%):

Sélidos Sollveis.

Os resultados inerentes ao contetdo de compostos fendlicos totais do extrato de CPC
(Tabela 3) aumentou de 243,32 + 14,2 (no bagaco Umido utilizado para a extracdo) para 376,25
+12,3 mg GAE/100 g de massa seca, demonstrando que o processo de extracdo assistida por
ultrassom auxiliou para melhorar a liberagdo desses compostos presentes no tecido da matéria-
prima utilizada, obtendo relevante quantidade de compostos fendlicos totais, visto que foi
superior ao valor encontrado para o suco por de Lima et al., (2014) de 338,6 mg GAE/ 100 g,
porém, menor que o encotrado por eles para a fibra de caju (566,1 mg GAE/ 100 g massa fresca),
respectivamente. Obseerva-se que a fibra detém uma maior quantidade de compostos fendlicos
totais, o que podemos supor que no coproduto doado pela empresa, havia pouca quantidade de

casca e mais da fibra/polpa.
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A aplicacdo do ultrassom demonstrou um alto potencial como auxiliador na extragéo
dos compostos fenolicos. Pois sua aplicacdo aumenta significativamente o contetdo de CF e a
AA durante a extracdo (Tabela 2), justificando-se pelo fato da sonicacéo ser um processo que
usa energia acustica e provoca cavitacdo nas células induzida em meio liquido de forma a causar
danos na parede da célula e consequentemente seu rompimento liberando o conteddo de seu
interior  (GUANDALINI; RODRIGUES; MARCZAK, 2018). Com isso, obsrvou-se
comportamento semelhantes com o uso do ultrassom para 0s compostos bioativos presentes em
framboesas vermelhas, aumentando seu conteddo de polifendis em até 10%,
(GOLMOHAMADI et al., 2013).

Tabela 2: Contetido de compostos fendlicos e atividade antioxidante do extrato produzido a partir do coproduto
do pedunculo do caju (CPC)

Atividade Antioxidante Total
Compostos Fendlicos
Amostras FRAP ABTS
(mg AEG*/ 100 g)
(UM Fez2S0a4/ g) (UM Trolox/ g)
Coproduto 2433 + 14,2° 55,7 +2,8° 12,0 +1,5°
Extrato CPC 376,2 +12,32 187,3 +2,32 70,3 2,0

Resultados expressos como a média * desvio padrdo. As unidades estéo representadas em Massa Fresca (MF) para
0 coproduto e Massa Seca (MS) para o extrato CPC. As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si (p < 0,05).

*AEG — Acido Galico Equivalente.

A atividade antioxidante total pelo método de ABTS encontrada no extrato de CPC foi
de 70,35 uM Trolox/ g de massa seca (Tabela 3) e também aumentou significativamente em
comparagdo com o valor observado para o bagaco, da mesma forma aumentou no bagaco de
caju sonicado para melhorar a secagem desse material por Fonteles et al., (2016) onde os valores
também aumentaram depois da aplicacdo do ultrassom para AA pelo método de captura do
radical ABTS. O aumento dessa atividade antioxidante se justifica quando sabe-se que a ela ha
compostos fenolicos no material, pois a presentes destes no extrato, aumenta a possibilidade de
haver compostos fendlicos com atividade fitoquimica antioxidante. Logo que ja foi observado
que eles sdo um dos principais contribuintes para o conteldo da atividade antioxidante
(M’RABET et al., 2017; QUEIROZ et al., 2011; WOJDYLO; OSZMIANSKI; LASKOWSKI,

2008). O mesmo foi observado quando se compara a atividade antioxidante pelo método de
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reducdo de ferro (FRAP), onde encontramos um aumento de 55,7 = 2,8 (MF) para 187,3 = 2,3
MM Fe2SO4/ g (MS), valor este superior ao encontrado por Rufino et al., (2010) de 22,9 uM
Fe>SO4/ g ao avaliar a atividade antioxidante do caju in natura quando estudou 18 frutos
tropicais ndo tradicionais no Brasil, indicando que ndo sé o coproduto trabalhado neste estudo,
como o extrato elaborado com o uso do ultrassom contém um maior potencial antioxidante que
0 proprio fruto inatura, provavelmente, devido ao fato de haver uma grande mistura de
variedades e de todas as partes do pedunculo, principalmente a fibra. Como pode comprovar, o
estudo desenvolvido por De Lima et al. (2014), ao estudar os compostos antioxidantes das
partes separadas do peddnculo do caju, obtiveram elevada AA no residuo (fibra) do pedinculo
do caju (51.1 uM Trolox/ g massa fresca), semelhantes a encontradas neste estudo (Tabela 2)
guando comparado ao seu suco (18.1 uM Trolox/ g massa fresca), indicando que o coproduto
¢ um material com grande potencial de compostos com elevada AA que podem ser melhor
aproveitados pela industria, ja que hoje este ndo é o cenario brasileiro, com grandes nimeros

de desperdicios e perdas deste material, ou destinagdo para a racdo de animais de grande porte.

Como visto (Tabela 2), a atividade antioxidante aumenta, conforme aumenta a
guantidade de compostos fendlicos, como também, tanto o CF quanto a AA aumentaram depois
do processo de sonicacdo, fato provavelmente ocasionado pelo rompimento da parede celular
do fruto, aumentando a liberacdo destes compostos do interior das células, como ja foi
mencionado e mostrado por Fonteles et al., (2016) que fez 0 modelo de superficie de respostas
nos parametros de influéncia para avaliar a eficiéncia do ultrassom como amostra para aumentar
a atividade antioxidante e contetdo de compostos fenolicos do coproduto do processamento do

caju, relatando um aumento para os dois.

Logo, quando ha o aumento da capacidade antioxidante de forma diretamente
proporcional ao amento dos CF do material estudado, decorre da presenca de alguns compostos
caracteristicos do caju que sao conhecidos por suas caracteristicas antioxidantes, como os fendis
monoméricos (MICHODJEHOUN-MESTRES et al., 2009a) e taninos (MICHODJEHOUN-
MESTRES ET AL., 2009b) na pelicula e na polpa do caju.

5.2. Perfil Fendlico do extrato ndo liofilizado de CPC por UPLC-QTOF-MSE

Foram identificados 17 picos cromatograficos no extrato néo liofilizado de CPC por LC-

MS mostrados no cromatograma de ions total (Figura 1) (Tabela 3). A identificacdo destes foi
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realizada através da deteccdo de cada ion em um m/z especifico para cada composto, padréo de
fragmentacdo em m/z e comparagdo com os dados documentados na literatura.

O primeiro pico ndo foi identificado, sua massa ndo condiz com nenhum composto da
literatura, mas pode ser associado ao pico de calibracéo do préprio equipamento, foi retirado da
Figura 1 para melhor visualizac&o dos picos relacionados aos compostos de interesse. Os picos
2,4,5,7e 15 16 foram identificados como acido galico (MICHODJEHOUN-MESTRES et al.,
2009a), quercetina, mirecetina-O-hexosideo, derivado de mirecetina (BRITO et al., 2007) e
acido anacardico (15:3 e 15:1) (CUNHA et al., 2017) por seus ions [M-H]- m/z de 169,0078;
301,0348; 479,0826; 341,2117 e 343,2273, respectivamente, e seus padrbes de fragmentagédo
com ios m/z de (125,0286; 331,0409; 465,0759; 342,2200 e 343,2273, respectivamente).
Fragmentos de mirecetina e quercetina nos picos 6 e o 8 exibiram ios de m/z 463 e 693,
respectivamente (CUNHA ET AL., 2017; MICHODJEHOUN-MESTRES, et al., 2009). O
composto 9 foi identificado como o &cido tri-hidroxi-octadecenoico cujo foi identificado na
fibra do caju por (LOPES et al., 2018). Quercetinas e seus derivados foram identificadas
também em outros extratos alcodlicos de extracdo destes compostos, sendo os fendlicos mais
abundantes nos extratos das folhas de Corchorus olitorus L. Porém estes compostos,
encontrados principalmente em frutas e vegetais, podem desempenhar atividades vitais,
exibindo a capacidade de proteger contra doengas cancerosas, cardiovasculares e
neurodegenerativas (ANAND DAVID; ARULMOLI; PARASURAMAN, 2016; BEN
YAKOUB et al., 2018). Esses compostos geralmente estdo associados a atividade antioxidante
dos frutos nos quais estdo presentes.

O padrao de fragmentacdo do pico 9 permitiu a identificacdo do acido graxo tri-
hidroxioctadecendico através de dados reportados na literatura (Farag, et al., 2015). Os picos
11, 12, 13, 14 foram identificados como 4-hidroxifenil-6-cafeoil-p-L-glicosideo que se
diferenciam pela auséncia de duplas ligacBes (Cunha, et al., 2017) e esta associado a atividade
antimicrobiana contra 0os micro-organismos Corynebacterium glutamicum e Staphylococus
aureus (NUNEZ; FACHIN-ESPINAR; SOUZA, 2016). Ja o pico 17 possui ndo pode ser

identificado através de seus ions, com uma m/z de 301,2531 e sem fragmentos observados.
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Figura 1. Cromatograma UPLC-QTOF-MS em modo negativo do extrato fenélico do coproduto do processameto
do pedunculo caju.
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Sabe-se que a quercetina 3- O- galactosideo, miricetina e quercetina foram identificadas
inicialmente em estudo de variedade indiana por Satyanarayana et al., (1978). Michodjehoun-
Mestres et al., (2009) também identificaram acido galico, mirecetina, monohexosideos de
quercetina ao investigarem os fendis monoméricos do caju presentes na pele e a polpa do
pedunculo de genotipos de clones de caju. Logo, é perceptivel que os compostos presentes no
pedunculo do caju in natura, sdo observados em seu coproduto, mesmo ap0s Processos como
despolpamento, através da elebaracdo do extrato etandlico deste, tornando significativa a
necessidade do aproveitamento deste material a fim de utilizar o potencial antioxidante dos
compostos listados (Tabela 3), seja para enriquecer alimentos que nao tem essa capacidade ou
para prevenir a oxidacao de outros alimentos, como produtos carneos embutidos ou embalagens

comestiveis para frutas.



Tabela 3. Cromatograma UPLC-QTOF-MS, modo negativo, de extrato etanélico do Coproduto do Processamento do Caju (CPC).

N° do
pico

1

2

10

11

Rt
min
2.33

3.55

3.91

4.05

4.25

4.39

5.05
5.20

5.46

6.48

8.45

[M-H]
Observada
194.0448

169.0087

443.1906

301.0344

479.0820

463.0871

609.1276
593.1293

329.2305
325.1219

339.1992

[M-H]
Calculada
195.0446

169.0078

443.1917

301,0348

479.0826

463.0877

609.1244
523.1354

329.2328
325.1862

339.1960

Fragmentos fons
(MS/MS)

129,0184
125,0286; 315, 0445

377,0703;
483.0807;323,1325

331,0409; 285,0515

465,0759; 519,2315
464,0909; 437,2316;
316,0215

610,1295; 593,1323
594,1384; 595,1448

353,2031; 211,1311
326,1829; 281,2510

340,1949; 279,2309

Férmula
Empirica

C13H702

C7HsOs

C21H31010

C15H9O7

C21H19013

C21H19012

C30H25014
C23H2901s

C18H3305
C14H290s

C22H2703

Ppm
(erro)

1.0

0.0

0.0

0.0

0.4

0.1

5.3
0.0

3.6
1.5

3.2

Nome do Composto
Desconhecido
Acido Galico

Derivado de Malvinidina

Quercetina

Miricetina-O-hexosideo

Isbmero de Myricetina-O-
rhamnoside

Derivado de Miricetina

Derivado de Quercetina

Acido Trihydroxy-
octadecenoico

Nao identificado

4-hidroxifenil-6-cafeoil-p3-
L-glicosideo
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13

14

15

16
17

8.86

9.00

9.15

9.64

10.37
11.36

339.1979

339.1979

339.1979

341.2139

343.2298
301.2524

339.1960

339.1960

339.1960

341.2117

343.2273
301.2531

341,2026; 279,2336

341,2026; 279,2336

341,2026; 279,2336

342,2200; 295,2162

229,2366

C22H2703

C22H2703

C22H2703

C22H2903

C22H3103
C21H330

5.6

5.6

5.6

2.2

2.5
2,1

4-hidroxifenil-6-cafeoil-p-
L-glicosideo

4-hidroxifenil-6-cafeoil-p-
L-glicosideo

4-hidroxifenil-6-cafeoil-p-
L-glicosideo

(15:3)-Acido Anacardico

(15:1)-Acido Anacardico

Nao identificado
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22 ETAPA: CARACTERIZACAO DO EXTRATO LIOFILIZADO QUANTO AO
POTENCIAL DE CF E AAT E CARACTERIZACAO FiSICA

5.3. Compostos Fenolicos Totais e Atividade Antioxidante (AAT) dos extratos de CPC

Encapsulados

O contetdo de compostos fendlicos presentes nos extratos apos a liofilizagdo diminuiu
significativamente se comparado ao extrato néo liofilizado de CPC (Tabela 3), com valores de
227,4 £ 4,7, 209,0 £ 6,5 e 216,1 £ 8,3 mg GAE/ 100 g de massa seca para MD, GA e MG,
respectivamente, porém, ndo diferiram entre si, demonstrando que tanto a maltodextrina quanto
a goma arabica foram igualmente eficazes ao se unirem e preservarem aos compostos. Além
disso, foi constatado que o material de parede ndo influenciou na leitura dessas anélises, pois
ndo apresentaram absorvancias para as analises de CF e AA nas concentracfes utilizadas nas
amostra, ou seja, solugdes com 11° Brix de material de parede.

Os polifenois de amostras de baybarry foram avaliados por Fang; Bhandari, (2011) apds
sua secagem por atomizacdo utilizando maltodextrina DE 10 como carreador, observando uma
diminuicdo em seu valor de 307 para 294,8 £ 5,1 mg GAE/ 100 g de MS da amostra, atribuindo
a perda a temperatura de processo, porém, como foi observado no presente estudo, esta perda
pode estar relacionada também a outros fatores, ja que a liofilizacdo ndo faz uso de altas
temperaturas, podendo-se atribuir a perdas durante o processo, ja que ndo ha a formacéo de uma
capusula como é observado ao sercar-se no spray-dryer (REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN,
2018).

As duas analises de atividade antioxidante foram coerentes entre si, porém, mostraram
comportamento diferente se relacionados ao contelldo de CF (Tabela 3). Observa-se 0 maior
valor de AA para o extrato ndo liofilizado em ambos os métodos, diferindo estatisticamente (p
< 0,05) das demais amostras. Ja entre os extratos liofilizados, o0 menor valor foi encontrado para
a amostra GA, 108,2 + 1,8 uM Fe>SO4/ g € 55,6 + 0,4 UM Trolox/ g massa seca para a AA pela
reducdo do ferro e pela captura do radical ABTS, respectivamente (Tabela 3) diferindo das
demais. Observando os valores maiores para as amostras MD, GA em que foram utilizados os
agentes carreadores individualmente, ndo havendo diferenca entre elas. Podendo-se admitir,
neste caso, que a maltodextrina e a goma arabica sdo mais eficazes na protecdo de compostos
fendlicos como agentes carreadores se utilizadas individualmente nas condicfes realizadas

neste trabalho.
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Ao utilizar matrizes de maltodextrina e goma arabica para encapsular antoxianinas de
pétalas de acafrdo, Mahdavee Khazaei et al., (2014) também ndo observaram diferencas
significativas entre os dois agentes carreadores utilizados secos por liofilizacdo, relatanto os
materiais ndo apresentaram diferencas na proteencdo da antocianina e nem houve diminuicéo
(p < 0,5) desta no armazenamento. J& Ballesteros et al., (2017), ao encapsular os compostos
fenolicos do café torrado utilizando maltodextrina e goma arabica, verificou um melhor
resultado no contetido de CF e AA para as amostras que continham apenas maltodextrina como
material de parede. O que néo foi observado neste estudo, ja que ndo houve diferenca entre as
amostras, podendo-se supor que os dois materiais utilizados conseguiram unir-se a0s COmpostos

presentes no extrato de forma a evitar sua degradacdo com a mesma eficécia.

Tabela 4: Conteido de compostos fendlicos e atividade antioxidante total dos extratos de CPC liofilizados e ndo
liofilizado utilizando difetentes agente adjuvantes.

CF Atividade Antioxidante
Amostra
(mg GAE/100 g MS) FRAP (UM Fe2S04/ g MS)  ABTS (UM Trolox/g MS)
MD 2274+ 4,7° 178,0 + 2.5° 60,7+ 0,4°
GA 209,0 + 6,5° 108,2 +1,8° 55,6 + 0,4°
MG 216,1 + 8,3° 168,1 + 3.7° 60,9 +0,2°
EX 376,2 +12,32 2299+ 1 48 70,3+2,08

Resultados expressos como a média + desvio padrdo. Extratos liofilizados e extrato ndo liofilizado, as
colunas que apresentarem mesma letra mindscula ndo apresentam diferenca estatistica entre as amostras para (p <
0,05). MD: Extrato + Maltodextrina; GA: Extrato + Goma Arébica; MG: Extrato + Mistura de Malto e Goma (1:1

m/m); MS: médias expressas em base seca.

5.4.  Umidade, atividade de &gua, solubilidade e higroscopicidade dos extratos de CPC

liofilizados

Pode-se observar uma reducdo da umidade de 95% no extrato n&o liofilizado para cerca
de 6% no extrato liofilizado como pode-se ver na Figura 4A, demonstrado que a liofilizacdo
resultou em particulas com baixa umidade, reduzindo a uma caracteristica oxidante.
(AKHAVAN et al, 2016). Os agentes carreadores também apresentaram influéncia na
secagem, pois MD obteve os menores valores para umidade e consequentemente para atividade
de agua (5,7%, 0,098) (Fig 3A e B), ja que esses parametros estdo correlacionados. Entretanto,
MD néo diferiu estatisticamente de GA, indicando que ambos 0s materiais tiveram um efeito

positivo quando usadas separadamente; pois juntas, (MG), apresentaram o0 maior valor de
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umidade e Aw (7,91%, 0,175, respectivamente) dentre as trés amostras, diferindo das demais
(p <0,05). Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Suravanichnirachorn et al.,
(2018), que também encontraram melhores valores para maltodextrina e goma arabica ao
encapsular antocianinas naturais, e ainda, em comparagdo com a gelatina, os dois carreadores
utilizados nesse trabalho produziram pds com as menores umidades, melhorando as
caracteristicas fisicas destes.

Os extratos liofilizados resultaram em uma alta solubilidade, variando de 74 a 78%
(Figura 3C) onde as amostras com MD e GA néo apresentaram diferenca significativa entre si
(p < 0,05), porém diferiram de MG, com esta Gltima exibindo a menor solubilidade em &gua
dentre elas, indicando que a mistura dos dois agentes carreadores acarreta um menor potencial
de reidratacdo do produto final. Observando-se assim, melhores respostas quando estes sdo
utilizados separadamente para este parametro. Esses resultado estdo de acordo com 0s
encontrados por (Saikia et al., 2015), o que indica que os pds secos por liofilizacdo podem ser
reconstituidos instantaneamente em agua a temperatura ambiente, uma vantagem no caso de
sua utilizacdo como um ingrediente alimentar ou mesmo com aditivo incorporado a matriz de
algum alimento. (Akhavan Mahdavi et al., 2016). Porém, a alta solubilidade ja é uma
caracteristica inerente tanto na maltodextrina quanto na goma arabica, como foi abordado na
revisdo do trabalho, pois sdo bastante hidrofilicas, a maltodextrina € um polimero de glicose,
que sua juncdo forma o dimero maltose, que é facilmente soltvel em agua (CARVALHO,
2017). Da mesma forma, a goma arabica é um polimero hidrofilico capaz de absorver grande
quantidade de agua (GEROLA et al., 2016).

A higroscopicidade (Fig. 3D) também apresentou resultados favoraveis observados em
produtos desidratados, com valores abaixo de 3%, muito abaixo dos 13% encontrado por
Yamashita et al., (2017) os quais observaram em seu estudo que através da liofilizacédo, obtém-
se particulas maiores do que materiais secos por pulverizacdo, ou seja, com uma menor area
superficial se comparados a estes pds, diminuindo bastante a absor¢édo de agua pela amostra
liofilizada, pois quanto maior a estrutura do pd, menor sua area superficial e maior sua
resisténcia ao armazenamento, sem grandes absorc¢Ges de umidade pela amostra, o que acarreta
em uma aglomeracdo mais lenta as particulas, evitanto que o produto perca sua mobilidade e
aparéncia seca e o principal, que sdo suas funcdes bioldgicas, visto que os CF podem oxidar-se
com o aumento da umidade ao seu redor. Pois quanto menor o valor hisgroscépico, menor sera
a probabilidade de oxidacdo dos compostos presentes nas amostras (PAIM et al., 2016). A
amostra apenas com MD apresentou 0s maiores valores para higroscopicidade, justificando-se

ao apresentar o menor percentual de umidade dentre as amostras liofilizadas, pois, segundo
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Tonon; Brabet; Hubinger, (2010) quanto menor o valor de umidade da amostra, mais rapida é
a absorcdo de umidade do ambiente por esta, devido ao equilibrio osmotico, por isso faz

importante ressaltar a relevancia do uso de embalagens impermeéaveis para seu armazenamento.

Figura 2. Propriedades fisicas do p6 encapsulado com diferentes agentes carreadores. MD: maltodextrina; GA:
goma arabica; MG: maltodextrina + goma arabica (1:1). Resultados expressos em média + desvio padrao. Os
resultados seguidos da mesma letra nas colunas nao diferem significativamente entre si.
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5.5.  Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
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Na Figura 3 A (aproximacéo de 300x) e B (aproximacdo de 150x) s&o apresentados 0s
resultados obtidos pelo MEV para os extratos apos a liofilizagcdo, onde pode-se observar que o
processo de liofilizacdo resultou em particulas com tamanhos irregulares em forma de placa,
semelhante a vidro quebrado e bastante porosas, indicando mudanga na estrutura original dos
agentes carreadores utilizados, que sdo redondos e lisos (BALLESTEROS et al., 2017).
Segundo Ballesteros et al., (2017) que encapsularam um extrato de polifendis a partir da borra
do café onde secaram por liofilizacdo e spray drying, melhores resultados foram registrados
para as amostras liofilizadas quanto a retencdo do contetudo de polifendis e maior atividade
antioxidante, justificando que o material de parede de incorpora aos compostos presentes no
extrato.

Dessa forma, a utilizacdo da maltodextrina e da goma arabica, juntamente com a
liofilizac&o, este material seco promove a protecdo dos compostos bioativos em suas estruturas,
comprovado nos resultados observados para contetdo de CF e AA. Pois mudancgas
morfologicas dos agentes carreadores durante a secagem podem alterar o poder de
encapsulacao, pois promove variacdo do tamanho de sua area superficial levando a degradacgéo
mais rapida ou mais lenta dos compostos ativos encapsulados nessas matrizes (MAHDAVEE
KHAZAEI et al., 2014).

Estudos demonstraram que a liofilizagdo proporciona mudangas na morfologia da
particula pois retira a dgua sem o uso de temperatura criando estruturas com diferentes
tamanhos, tipico da secagem por essa técnica (DAG, KILERCIOGLU; OZTOP, 2017,
MAHDAVEE KHAZAEI et al., 2014, SAIKIA; MAHNOT; MAHANTA, 2015). Os autores
Rocha-Parra et al., (2016), ao liofilizarem particulas de vinho tinto utilizando os mesmos
agentes encapsulantes desse estudo, observaram semelhante morfologia e atribuiram essa
formacdo de placas irregulares a trituracdo do material apds a secagem. Rezende; Nogueira;
Narain (2018), também observaram que as particulas dos extratos da polpa e do residuo de
acerola (Malpighia emarginata DC) liofilizadas apresentaram sua morfologia com estruturas

indefinidas e porosas, além de maior tamanho quando comparadas as obtidas por atomizacao.
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Figura 3. Microscopia eletronica de varredura para os extratos encapsulados de CPC com ampliagdo de 300x (A) e

150x (B).
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5.6. Potencial Zeta

O potencial zeta variou numa faixa de -25 + 0,9 mV para MG, -26,3 + 0,4 mV para MD
até -28,3 + 0,52 mV para a GA. O extrato liofilizado com goma arabica (GA) foi o Unico que
diferiu significativamente das demais amostras apresentando maior potencial zeta (-28,3 £ 0,52
mV). Esses valores mostram as cargas da superficie das amostras, o que determina sua possivel
interacdo com outros componentes do alimento. Tem sido relatado que valores de potencial zeta
de £30 mV representam alta estabilidade de particulas dispersas (HOYOS-LEYVA et al.,
2017). Indicando que todas as amostras apresentadas neste trabalho resultaram em particulas
com alta estabilidade e com grande carga superficial eletronegativa (MULLER; JACOBS;
KAYSER, 2001).

5.7. Difratometria de raios-X

Os resultados observados na analise de DRX dos extratos de CPC liofilizados revelaram
um baixo grau de cristalinidade nas amostras, independente do material de parede utilizado
(Figura 4B). E percebido nos difractogramas um grande alargamento dos picos, com uma
amplitude em torno de 26 = 15° apresentando um fundo amorfo até cerca de 26 = 40° (Figura
4B), indicando que os materiais obtidos s&o, predominantemente, amorfos.

Para estruturas alimentares, o estado amorfo confere uma caracteristica mutavel ao
material, ou seja, este pode mudar de acordo com a temperatura e a pressdo que recebe, nao
estando assim em equilibrio, como € o caso do estado cristalino, sofrendo alteracdes de acordo
com as condi¢des do meio em que se encontra, alterando sua textura e composi¢do quanto
concentracdo de dgua presente nas amostras e condi¢es fisicas do armazenamento, como vapor
de &gua, fator este que pode dificultar na conservacdo dos materiais liofilizados, portanto, a
utilizacdo de embalagens impermedaveis é um fator indispensavel para manter as caracteristicas
deste pd. Além disto, uma baixa umidade é de fundamental importancia para manter estruturas
amofas 0 mais estaveis possiveis, assim como a encontrada aqui para todas as amostras secas.

Os resultados, condizem com os valores encontrados por Ballesteros et al., (2017), que
encapsularam polifendis extraidos da borra do cafe através de liofilizacdo e secagem por
pulverizagdo com os mesmos agentes carreadores utilizados nesse estudo, observando que
regides cristalinas muito pequenas originam estes picos amplos (Figura 4), enquanto que
regides cristalinas maiores se apresentam em picos mais finos e melhor definidos. além de sua

baixa intensidade.
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Verificou-se também que o comportamento apresentado pelos extratos encapsulados
(Figura 4B) néo diferiu daqueles apresentados pelos agentes encapsulantes isolados (Figura
4A), indicando que o grau de cristalinidade de produtos liofilizados estdo relacionados
exclusivamente ao material de parede utilizado para a protecdo dos compostos. O mesmo
comportamento foi observado por Da Fonseca Machado et al., (2018) ao encapsularem um
extrato de amora-preta rico em antocianinas através da liofilizacdo e secagem por pulverizagéo,
observando o mesmo padrdo para todos os amostras, independente do método de secagem,
demonstrando que a técnica ndo afeta o estado solido do polimero, mas que o material de parede

que proporciona as diferencas estruturais em pos encapsulados.

Figura 4. Difractogramas de raios-X (DRX) dos agentes carreadores (A) e dos extratos encapsulados e secos por
liofilizacdo (B). MD: Extrato + Maltodextrina; GA: Extrato + Goma Aréabica e MG: Extrato + Malto + Goma (1:1
m/m).
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5.8. Analise Colorimétrica

Os resultados dos parametros de cor estdo expresso na Figura. 5 para os extrato de CPC
ndo liofilizado, tido como padrdo para o calculo do AE, e para os pds encapsulados por
liofilizagdo. A diferenca na luminosidade é caracteerizada pelos valores de L*, onde pode-se
observar que o extrato ndo liofilizado diferiu das demais amostras a 5% de probabilidade apds
0 processo de encapsulacédo, evidenciando que a luminosidade dependeu principalmente do
material de parede utilizado para o encapsulamento. A amostra com maltodextrina (MD)

resultou em um po6 mais escuro do que o extrato ndo liofilizado e das amostra com goma arabica
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(GA) e a com a mistura dos dois materiais (MG), que foram os mais claros sem diferencas
significativas entre si, embora o maior valor de L* tenha sido da amostra GA. Essa tendéncia
na luminosidade do extrato e dos pos foi observada por Dag et al., (2017) ao encapsularem suco
de amora silvestre com maltodextrina, goma arabica, alginato e pectina, porém nesse estudo

todos os pds tiveram uma maior luminosidade que o suco, inclusive o com maltodextrina.

Figura 5. Pardmetros de cor (L *,a *, b *, C*, H° e AE) do extrato de CPC e dos pos encapsulados por liofilizagZo.
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MD: Extrato liofilizado com a maltodextrina como material de parede; GA: Extrato liofilizado com a goma arébica
como material de parede; MG: extrato liofilizado com uma mistura de maltodextina + goma arébica (1:1) m/m. Os
valores sdo expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra nas barras ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para os parametros a* e b*, todos os valores obtidos se encontram no primeiro quadrante
(+a*, +b*), o que indica tendéncia para vermelho e amarelo. Sendo o extrato ndo liofilizado de
CPC a amostra com maior intensidade dessas cores, pois obteve os maiores valores para essas
cores, diferenciando-se significativamente das amostras encapsuladas, principalmente com
relacdo ao b*, indicando uma forte cor amarela. A amostra MD também apresentou diferenca
estatisticas dos demais pds, com um valor mais elevado para a*, porém, com relacdo a cor
amarela, estes ndo diferiram entre si, embora tenham diminuido mais da metade do valor da
tendéncia amarela, indicando que o0s agentes carreadores também retiveram a cor do extrato

como pode ser observado na Figura 6.
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Os valores do atributo de mudanca de cor AE dos p6s ndo variaram significativamente
entre si (p <0,05), com uma média de 33,71 que € um valor alto indicando uma grande diferenca
da cor dos pos encapsulados com relacédo a cor de referéncia (extrato nao liofilizado). Acredita-
se que essa mudanca na cor esta relacionada ao material de parede utilizado e ao processo de
secagem, clareando a amostra, pois 0s materiais de revestimento tendem ao branco e quando
absorvem a cor do extrato, diminuem a intensidade da cor, como indica a tendéncia dos extratos
liofilizados ao clarear e adquirir um tom mais suave de amarelo se comparado ao extrato nao
liofilizado que foi utilizado como valor de referéncia, como é indicado pelos valores
encontrados para a* e b*. De acordo com Rezende et al., (2018), esse valor alto de AE é
apreciavel pois indica que o extrato em p6 mantém sua cor, porém a diferenca geral da cor

precisa se apresentar entre 0-1,5 para ser considerada pequena.

O valor de Croma que é indica a saturacdo da amostra, ou pureza da cor foi muito
elevado no extrato ndo liofilizado e diminuiu depois da encapsulacdo, devido ao processo de
encapsulacdo que confere ao p6 uma caracteristica porosa, principalmente quando o processo
de secagem é a liofilizagdo, que produz particulas com mais poros do que se fosse seco por
pulverizagdo, como evidencia (KUCK; NORENA, 2016). Ja os valores do angulo Hue que
demonstra a tonalidade da cor, mostraram-se proximo ao angulo de 90°, o que indica uma
tonalidade amarela (KARAASLAN; TUNCER, 2008), coerente com o0s resultados
demonstrados pelos demais parametros, resultando em um valor mais alto para o extrato ndo
liofilizado que teve reducdo significativa depois da encapsulagdo, com um valor mais baixo
para MD que diferiu (p < 0,05) de GA e MG, e estes ultimos com resultados estatisticamente
iguais, seguindo a tendéncia ja mencionada. Uma melhor visualizacdo da diferenca visual na
cor do extrato de CPC néo liofilizado e destes encapsulados e secos por liofilizagdo pode ser
observada na Figura 6.
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Figura 6. Fotografias tiradas durante o experimento do extrato de CPC antes e depois de ser encapsulados com
maltodextina (MD), goma arabica (GA) e a mistura de malto + goma (MG).
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5.9. Bioacessibilidade in vitro por Digestao Simulada

Os contetdos de Compostos Fenolicos Totais e a Atividade Antioxidante reduziram
durante a digestdo gastrointestinal, ocorrendo diferencga significativa entre o nivel destes nos
extratos nativos e apds a digestdo (Tabela 4) para todas as amostras. Depois da digestdo, foi
notdrio que os agentes carreadores puderam proteger os CF durante esse processo, pois o extrato
nao liofilizado (sem nada que o protegesse da digestdo) resultou em valores muitos baixos do
potencial destes compostos. Porém as demas amostras, percebeu-se que os dois carreadores
foram uteis para a protecdo dos CF na mesma intensidade, com amostras que ndo diferiram

entre si (Tabela 4), demonstrando novamente estes desempenharam resultados satisfardrios.

Os percentuais de bioacessiveis de polifendis totais para as amostras liofilizadas foram
de 28,07, 31,66 € 26,52 % para MD, GA e MG, respectivamente (Tabela 4), muito superiores
ao encontrado para o extrato ndo liofilizado, 2,71, praticamente nenhum percentual
bioacessivel. O que pode ser justificado pelo fato de o polifenol esté livre nessa amostra (extrato
nao liofilizado), exposto aos fatores de digestdo, quimicos e enzimaticos da digestdo sem
nenhuma barreira que mantivesse esse composto protegido até o final do processo. Porém
observou-se que estes CF; constituidos de fenois, antocianinas como a malvinidina, observados
no UPLC; ndo sdo perdidos devido a interagdo com enzimas digestivas, mas sim, por causa da

sua sensibilidade as condi¢des alcalinas leves do intestino delgado, onde uma fracdo destes
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compostos podem transformarem-se em outras estruturas desconhecidas e/ou nao
detectadascom diferentes propriedades quimicas e logicamente, diferentes bioacessibilidades e
atividade bioldgica de acordo com o trabalho de Bermudez-Soto; Tomas-Barberan; Garcia-
Conesa, (2007).

Tabela 5: Valores médios de Compostos Fendlicos e Atividade Antioxidante presentes no extrato nao liofilizado
de CPC e nos extratos liofilizados antes e depois de ser realizada a digestdo gastrointestinal simulada in vitro.

Andlises  Amostras  Nativo (mg L)  Bioacessivel (mg L?) Bioacessibilidade

(%)

MD 227,45 + 4,72 62,07 + 7,758 28.07

o GA 209,02 + 6,5 63,25 + 6,27°° 31,66

MG 216,15 + 8,3 58,72 +2,69°5 26,52

Extrato CPC 376,25 +12,3? 10,36 + 0,34"A 2,71

MD 185,47 + 3,12 19,620 + 0,71°A 10,8
CRAP GA 106,63 + 2,8? 3,711 +0,06"C 3,5
MG 179,58 + 3,32 9,480 + 0,228 53

Extrato CPC 217,63 + 3,9 N.D -

Médias + desvio padrdo (n=3). Médias com a mesma letra minUscula na mesma linha e maidscula na mesma
coluna nédo variam estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
CF: Compostos Fendlicos, mg GAE/100 g; FRAP: Atividade Antioxidante, uM Fe,SO./g. N.D., ndo detectado.

Em contra partida, o percentual bioacessivel para a AA ap6s a digestdo gastrointestinal
atingiram niveis muio baixos, 10,8, 3,5 ¢ 5,3 % para MD, GA e MG, respectivamente (Tabela
4) sugerindo que compostos fenolicos com capacidade antioxidante ndo foram bioacessiveis ao
final do processo. Ou, como foi visto por Bermudez-Soto; Tomdas-Barberan; Garcia-Conesa,
(2007), pode ter havido uma alteragdo na estrutura dos polifenois presentes nos extratos durante
a digestdo, mudando assim, sua atividade bioldgica, explicando a perda na sua capacidade
antioxidante, j4& que ndo se conhece os compostos resultantes dessas alteragcdes. Foi bem
observado que o extrato ndo liofilizado de CPC chegou ao final da digestdo com nenhum
percentual bioacessovel de AA demonstrando que, embora esta atividade tenha diminuido
acentuadamente em todas as amostras que continham o material de parede, estes ainda foram
capazes de preservar um percentual da atividade antioxidante na bioacessibilidade in vitro de
até 10 % na amostra liofilizada com a maltodextrina. E ainda, o baixo percentual de atividade
antioxidante pode estar relacionado ao fato de nem todos os compostos antioxidantes

documentados serem bioacessiveis de acordo com Gawlik-Dziki ef al., (2012).
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Manach et al., (2005) relata que a biodisponibilidade de alguns compostos fendlicos,
como a quercetina; que foi encontrada nos extratos avaliados; ¢ menos eficientemente absorvida
pelo organismo do que seus glucosideos, com o mesmo fendmeno ocorrendo para outros
compostos bioativos, o que levanta o fato de que a biodisponibilidade também vai depender da
composicao dos compostos presentes na amostra, que depende da variedade da fruta, da safra,
das condi¢des climaticas e das condi¢des de armazenamento da materia-prima antes da

extracao.
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6 CONCLUSOES

Compostos fendlicos como o acido galico, quercetina, mirecetina e acido anacardico
foram identificados no extrato fendlico extraido com o auxilio do aultrassom, indicando a
presenca de compostos benéficos a satde, confirmando que o coproduto do processamento do
processamento do caju é uma fonte com potencial por conter compostos fitoquimicos

importantes para a industria farmacéutica e alimentar.

Desse modo, a utilizacdo dos agentes carreadores maltodextrina e goma arabica foram
eficazes para na conservacdo dos compostos fendlicos e a atividade antioxidante do extrato do
CPC, constatando uma maior AA nas amostras MD e GA, as quais apresentavam-se 0s agentes
carreadores separados. As amostras liofilizadas tembém destacaram-se frente a
bioacessibilidade in vitro dos compostos fendlicos, obtendo 30 % de compostos bioacessiveis
ao final do processo de digestdo para todos os extratos liofilizados e um valor irrisorio no extrato
ndo liofilizado, demonstrando que os agentes carreadores foram capazes de preservar 0S
compostos até sua absorcdo do intestino (simulacdo in vitro). Porém, valores baixos foram
identificados para a biodisponibilidade da atividade antioxidante nos mesmos, indicando que

nem todos os compostos fendlicos biodisponiveis tinham AA.

A liofilizacdo com estes carreadores resultaram em p6s predominantemente amorfos
com tamanhos irregulares caracteristicas de materiais secos por liofilizacdo, fato que auxilia na
preservacdo ou nao dos CF com relacdo a area superficial da estrutura do pd. Ainda, as cargas
superficiais das amostras demonstraram estabilidade em suspensao aquosa, atributo desejavel
para possiveis aplicacdes. Portanto, sugere-se o0 uso dos extratos liofilizados de CPC na adicao
como aditivo alimentar para diminuir a oxidacdo em alimentos como embutidos carneos,
aumentando sua vida de prateleira, além de outros estudos envolvendo este material nas areas

nutraceutica e de aplicagdo alimentar.
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