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RESUMO

O caju do cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) é um fruto nativo do Cerrado
brasileiro, que apresenta fontes potenciais para exploragdo econémica, devido as
suas propriedades nutricionais e caracteristicas sensoriais atrativas. Durante o
processamento da polpa do caju do Cerrado ha a geragado de cerca de 40% de
residuos, que sdo pouco explorados e/ou descartados. As diferencas da cor do
residuo do pseudofruto do caju do Cerrado (A. othonianum Rizz.) podem indicar
diferengas na composi¢cao quimica e propriedades nutricionais, mesmo sendo o fruto
da mesma espécie. Portanto, o objetivo do trabalho foi investigar o potencial
nutricional do residuo obtido do processamento do suco de caju do Cerrado de trés
cores diferentes e avaliar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos e minerais
destes residuos. Esta tese foi dividida em trés capitulos, sendo que o capitulo 1
consiste na revisao bibliografica sobre o potencial das frutas nativas do Cerrado
brasileiro, com foco na espécie de caju do cerrado (A. othonianum Rizz.) e seus
compostos bioativos. No capitulo 2 esta apresentado a caracterizacgao fisico-quimica,
propriedades tecnolégicas, avaliagdo dos compostos bioativos, e a investigacao das
diferencas nas composi¢des quimicas com base na composicado monossacaridica,
mineral e polifendlica do residuo de caju do Cerrado amarelo (RCA), laranja (RCL) e
vermelho (RCV). E no capitulo 3 esta apresentado o estudo sobre o impacto da
digestdo gastrointestinal simulada in vitro na bioacessibilidade dos compostos
fendlicos, capacidade antioxidante, macro e microelementos do residuo de caju do
Cerrado (A. othonianum Rizz.). Ainda nao foi relatado o estudo sobre a
bioacessibilidade dos fitoquimicos do bagago do caju do Cerrado. As amostras dos
residuos de caju liofilizadas nao diferiram (p > 0,05) em relagédo ao teor de umidade,
fibra total, e fibra insoluvel. A amostra RCV foi a que mais se destacou para fendlicos
totais, flavonoides, capacidade antioxidante e antocianinas, enquanto a amostra RCA
apresentou maior teor de carotenoides com 63,80 (ug/g). A miricetina, acido vanilico
e o0 acido galico foram os polifenois predominantes nas amostras, com destaque para
a amostra RCA. Os resultados mostraram que independente da cor, o residuo de caju
do cerrado tem potencial para ser utilizado como importante fonte de fibras
alimentares, vitamina C e minerais, como potassio e ferro. Todas as amostras
apresentaram maior teor de compostos fendlicos apds a digestao gastrica e intestinal.
A maior capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS foi observada em
todas as amostras na fase intestinal, enquanto pelo método redutor férrico (FRAP), foi
observado uma maior atividade antioxidante na fase gastrica. Para os fendlicos
individuais, a maior bioacessibilidade foi observada para o acido p-cumarico na
amostra RCA (176,25 %) e a menor para isoquercetina na amostra RCV (44,56%).
Em relagdo aos minerais, o Ca e o Mg tiveram uma maior bioacessibilidade para o
residuo de caju amarelo com 114,47 e 163,85%, respectivamente. De uma forma
geral, concluiu-se que os residuos de caju do Cerrado, independentemente da cor,
podem ser um potencial ingrediente funcional para o desenvolvimento de novos
produtos alimenticios, com possiveis beneficios promissores para a saude humana,
além de contribuir com a valorizagao dos frutos nativos Cerrado.

Palavras-chave: Anacardium othonianum Rizz., valorizacdo dos residuos,
compostos bioativos e bioacessibilidade.



ABSTRACT

Cerrado cashew (Anacardium othonianum Rizz.) is a fruit native to the Brazilian
Cerrado, which presents potential sources for economic exploitation, due to its
nutritional properties and attractive sensory characteristics. During the processing of
Cerrado cashew pulp, 40% of waste is generated, which is little explored and/or
discarded. Differences in the color of the Cerrado cashew pseudofruit residue (A.
othonianum Rizz.) may indicate differences in chemical composition and nutritional
properties, even though the fruit is from the same species. Therefore, the objective of
the work is to investigate the nutritional potential of the residue obtained from the
processing of Cerrado cashew juice of three different colors and to evaluate the
bioaccessibility of the phenolic and mineral compounds of these residues. This thesis
was divided into three chapters, with chapter 1 consisting of a bibliographical review
on the potential of native fruits from the Brazilian Cerrado, focusing on the cerrado
cashew species (A. othonianum Rizz.) and its bioactive compounds. Chapter 2
presents the physical-chemical characterization, technological properties, evaluation
of bioactive compounds, and the investigation of differences in chemical compositions
based on the monosaccharide, mineral and polyphenolic composition of cashew
residue from the yellow Cerrado (RCA), orange (RCL ) and red (RCV). And in chapter
3, the study on the impact of simulated in vitro gastrointestinal digestion on the
bioaccessibility of phenolic compounds, antioxidant capacity, macro and
microelements of Cerrado cashew residue (A. othonianum Rizz.) is presented. A study
on the bioaccessibility of phytochemicals from Cerrado cashew bagasse has not yet
been reported. Freeze-dried cashew residue samples did not differ (p > 0.05) in relation
to moisture content, total fiber, and insoluble fiber. The RCV sample was the one that
stood out most for total phenolics, flavonoids, antioxidant capacity and anthocyanins,
while the RCA sample had the highest carotenoid content. Myricetin, vanillic acid and
gallic acid were the predominant polyphenols in the samples, especially the RCA
sample. The results showed that regardless of color, cerrado cashew residue has the
potential to be used as an important source of dietary fiber, vitamin C and minerals,
such as potassium and iron. All samples showed a higher content of phenolic
compounds after gastric and intestinal digestion. The greatest antioxidant capacity
determined by the ABTS method was observed in all samples in the intestinal phase,
while by the ferric reducing method (FRAP), a greater antioxidant activity was observed
in the gastric phase. For individual phenolics, the highest bioaccessibility was observed
for p-coumaric acid in the RCA sample (176.25%) and the lowest for isoquercetin in
the RCV sample (44.56%). In relation to the minerals, Ca and Mg had greater
bioaccessibility for yellow cashew residue with 114.47 and 163.85%, respectively. In
general, it was concluded that cashew residues from the Cerrado, regardless of color,
can be a potential functional ingredient for the development of new food products, with
possible promising benefits for human health, in addition to contributing to the
valorization of native Cerrado fruits.

Keywords: Anacardium othonianum Rizz., waste recovery, bioactive compounds and
bioaccessibility.
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1. INTRODUGAO

O Brasil possui uma grande biodiversidade, com mais de 70% de todas as
espécies existentes de fauna e flora. O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro,
reconhecido internacionalmente pela sua diversidade biologica, sendo considerado
um dos principais centros de diversidade genética de frutos do mundo. Este bioma
ocupa 23 % (2 milhdes de km?) da area territorial brasileira e possui diversas espécies
nativas que produzem frutos com caracteristicas peculiares, formas, cores atraentes
e com alto valor nutricional (Silva e Fonseca, 2016). Entretanto, grande parte desta
‘riqueza” continua subutilizada e com potencial desconhecido.

De uma forma geral, o consumo das frutas nativas e exoéticas tem aumentado
significativamente nos ultimos anos. Consumidores estdo sempre em busca por novos
sabores, além da demanda mundial pela procura consciente em associar alimentacao
e saude, através de frutas ricas em compostos bioativos (Birch e Bonwick, 2019).

Dentre os frutos do Cerrado, se destaca o caju do Cerrado (Anacardium
othonianum Rizz.), que é diferente das demais espécies de Anacardium do Brasil,
devido ao seu porte arboreo que pode atingir até 6 m de altura. O pseudofruto maduro
apresenta caracteristicas de coloragdo variando do amarelo ao vermelho e polpa
(bagaco) branco amarelado (Correa et al., 2008). Outro diferencial dessa espécie sao
os tamanhos do fruto, com comprimento médio de 21,97 mm, largura de 18,61 mm e
uma massa de 2,52 g aproximadamente (Oliveira et al., 2019). Durante o
processamento das polpas congeladas e dos sucos ha a geracdo de grande
quantidade de residuos (a pelicula e a fibra ou bagago do pseudofruto). Porém, a
rapida deterioracédo destes residuos causada por microrganismos fungos e bactérias
€ um problema que exige grande atencéo, visando alternativas de aproveitamento. O
processamento destes residuos pode facilitar o uso sustentavel destes materiais, além
de promover a concentragdo dos compostos bioativos, como fibra alimentar,
compostos fendlicos e minerais (Izidoro et al., 2008).

As diferencas na cor dos residuos dos pseudofrutos dos cajus do Cerrado (A.
othonianum Rizz.) amarelo, laranja e vermelho podem indicar diferengas na
composi¢cao quimica e propriedades nutricionais, mesmo sendo o fruto da mesma
espécie. Isso ja foi relatado em outras pesquisas, com avaliagdo dos parametros
bioquimicos dos sucos do “caju comercial” (Anacardium occidentale) das diferentes

cores (Naka et al., 2015), avaliagcdo das cascas e polpas quanto aos perfis de
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carotenoides e antocianinas (Schweiggert et al., 2016) e dos compostos antioxidantes
nas cascas liofilizadas (Moo-Huchin et al., 2015).

Deve-se se levar em consideragdo que as partes consideradas residuos
possuem grande potencial como subprodutos, devido aos elevados teores de
nutrientes e compostos bioativos, que muitas vezes podem ser superiores aos
encontrados na polpa da fruta. Entretanto, é de grande importancia avaliar as técnicas
de extragdo usadas para obtencdo de compostos bioativos de plantas alimenticias e
residuos agroindustriais. Pensando na melhor forma de otimizacdo e extragdo dos
compostos fendlicos, a combinagao de extracado assistida por enzimas e ultrassom,
além de eficiente e ecologicamente correta, fornece uma estratégia eficiente para a
extragcao destes compostos (Saeed, Ahmed e Mushtaq, 2022a).

A bioatividade desses compostos pode ser influenciada por diversos fatores,
como a especie vegetal utilizada e a bioacessibilidade dos compostos apods a digestao
gastrointestinal (Sun et al., 2019). No trato gastrointestinal a influéncia do pH do
ambiente e a acdo dos sais biliares podem alterar as estruturas quimicas, e assim
resultar na modificagao dos compostos fendlicos da matriz alimentar (Koehnlein et al.,
2016). Ainda nao foi relatado o estudo sobre a bioacessibilidade dos fitoquimicos do
bagaco do caju do Cerrado.

Devido a importancia de expandir o conhecimento sobre o potencial nutricional,
funcional e biolégico do residuo do pseudofruto de caju do Cerrado (A. othonianum
Rizz.), este trabalho foi organizado em capitulos, sendo o primeiro dedicado a revisao
bibliografica e os demais voltados para a apresentagao dos resultados da pesquisa
experimental.

No capitulo 1, referente a revisdo bibliografica, sdo abordados os temas de
potencial do Cerrado e das frutas nativas brasileiras; caju do Cerrado (Anacardium
othonianum Rizz.); fibras alimentares e compostos bioativos de A. othonianum Rizz.;
extracdo dos compostos bioativos e bioacessibilidade in vitro.

O capitulo 2 apresenta a caracterizagao fisico-quimica, monossacaridica,
mineral e de polifenois, além das propriedades tecnoldgicas do residuo de caju do
Cerrado amarelo (RCA), laranja (RCL) e vermelho (RCV). Parte deste capitulo foi
publicado na revista Food Science and Technology (Anexo A).

No capitulo 3 € apresentada a avaliacdo do impacto da digestao gastrointestinal
simulada in vitro na bioacessibilidade dos compostos fendlicos, macro e

microelementos do residuo de caju do Cerrado (A. othonianum Rizz.).
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Investigar o potencial nutricional do residuo obtido do processamento do suco

de caju do Cerrado (A. othonianum Rizz.) de cores amarelo, laranja e vermelho e

avaliar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos e minerais destes residuos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Propriedades quimicas e tecnoldgicas do residuo de caju do Cerrado (A.
othonianum Rizz.)

Realizar a revisdo bibliografica com foco na espécie Anacardium
othonianum Rizz.

Caracterizar os residuos de cores amarelo, laranja e vermelho em relagao
a composicao quimica.

Avaliar a microestrutura das amostras por microscopia eletrénica de
varredura.

Caracterizar a composicdo dos acgucares neutros e perfil dos
monossacarideos.

Otimizar, extrair e determinar o perfil de compostos fendlicos

Determinar o teor de fendlicos, flavonoides, carotenoides e antocianinas
totais dos residuos.

Avaliar a capacidade antioxidante dos residuos pelos métodos de ABTS,
FRAP e DPPH.

Avaliar as propriedades tecnoldgicas dos residuos (capacidade de retencéo
de agua, capacidade de retencao de 6leo, indice de solubilidade em agua e

capacidade de intumescimento).

Bioacessibilidade in vitro dos compostos fenélicos, capacidade antioxidante e

composicao elementar do residuo de caju Cerrado (A. othonianum Rizz.)
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Avaliar o comportamento dos polifendis frente a digestdo gastrointestinal
simulada in vitro sobre a disponibilidade dos fendlicos totais e capacidade
antioxidante pelos métodos ABTS e FRAP.

Quantificar e identificar os compostos fendlicos individuais dos residuos
apos a simulagéo gastrointestinal in vitro.

Determinar e analisar o efeito da digestao in vitro nos constituintes minerais.
Avaliar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos individuais e minerais

através da a simulacao da digestao gastrointestinal in vitro.
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1. POTENCIAL DO CERRADO E FRUTAS NATIVAS BRASILEIRAS

O Cerrado brasileiro € o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando
uma area de aproximadamente 2.036.448 km?, o que equivale a aproximadamente
22% de todo o territério nacional. Em relagao a diversidade biolégica, este bioma é
reconhecido como a savana mais rica do mundo, abrigando 11.627 espécies de
plantas nativas ja catalogadas (Brasil, 2019). Esse bioma ocupa um quarto do territorio
nacional, e em partes possui uma ocupacgao de 100% do Distrito Federal, 97% de
Goias, 91% do Tocantins, 65% do Maranhao, 61% do Mato Grosso do Sul e 57% de
Minas Gerais, além de outras areas menores (Fines e Curvo, 2019; Ribeiro Neto et
al., 2020).

O Cerrado cobre trés das maiores bacias hidrograficas da América do Sul, e
contribui com aproximadamente 43% das aguas superficiais do Brasil, fora da
Amazobnia (Strassburg et al., 2017). Em relagdo ao aspecto biofisico, a vegetagao é
caracterizada por arvores pequenas, galhos retorcidos, arbustos espagados, e entre
outras caracteristicas que s&o dependentes da localizagédo, sendo cada regido um
aspecto de vegetacao peculiar. Fatores como o clima e diferentes tipos de solo séo
caracteristicas principais da vegetacdo do Cerrado brasileiro, do qual as espécies
predominantes sdo capazes de suportar ambientes extremos, como temperaturas
elevadas e baixa umidade (Arruda, Araujo e Marostica Junior, 2022). Esses fatores
levam as plantas nativas a se adaptarem no seu percurso do processo evolutivo para
resistirem cada vez mais ao estresse oxidativo causados por essas condi¢des (Arruda,
Araujo e Marostica Junior, 2022; Cavalcante, 2018).

As espécies nativas do Cerrado apresentam um grande potencial de
aproveitamento, devido as suas sementes, flores, frutos, folhas, raizes, cascas do
tronco, latex e resinas serem empregados tanto para a formulagdo de alimentos,
produtos farmacéuticos, como também na utilizacdo de medicamentos (Arruda, 2017;
Gongalves et al., 2013). As plantas tém sido amplamente utilizadas na medicina
popular. Conhecidas também como plantas medicinais, varios estudos e pesquisas,
tem investigado a triagem de extratos e 6leos essenciais com potencial atividade
antifungica e antibacteriana (Cruz et al., 2019).

No bioma Cerrado, as plantas ocupam lugar importante no ecossistema. Os
frutos que sao bastante apreciados pela populagao, contribuem no papel econdémico,

pois através do desenvolvimento de produtos, ha uma geracao de renda local (Reis e


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/niclosamide

18

Schmiele, 2019). De acordo com Dutra e Souza (2017), as praticas agroextrativistas
apoiam a permanéncia da populagdo no campo, com a geragao e distribuicdo de
renda, da produgdo agropecuaria sustentavel, aliada a utilizagdo consciente da
biodiversidade, contribuindo na conservagédo dos ecossistemas. O agro extrativismo
no Cerrado é um dos mais impactados pelas atividades humanas, mesmo possuindo
grande importancia socioeconémica para a populagdo regional, que sobrevive em
partes desses recursos (Bispo et al.,, 2021). Diante desse cenario, € importante
valorizar a importancia do incentivo e de atuacdo junto as comunidades nativas,
fortalecendo a agricultura familiar, o conhecimento e a cultura geracional, contribuindo
com a preservagao ambiental e o uso sustentavel (Cavalcante, 2018).

No centro-oeste brasileiro, muitas espécies de frutas nativas séo utilizadas de
forma sustentavel, tanto pelas populagdes regionais, como também pela industria
alimenticia, como forma de valorizacdo e preservacdo das espécies. E importante
ressaltar que a caracterizacao fisico-quimica das frutas nativas do Cerrado e a
quantificagéo dos seus nutrientes sdo de grande importancia para o entendimento do
seu valor nutricional, da composi¢ao quimica, contribuindo em melhorar a qualidade
e agregar valor ao produto final (Schiassi et al., 2018; De Souza et al., 2012). Na
Tabela 1 estdo apresentados alguns resultados de estudos, com caracterizagdes

quimicas de frutos nativos do Cerrado brasileiro.
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Tabela 1 - Composicao de algumas espécies de frutas nativas do Cerrado.

Fruto Parte do Analise Valores Referéncia
fruto
Cagaita
(Eugenia Polpa VitaminaC 31,95+ 0,37 mg/100g Schiassi et al. (2018)
dysenterica DC.)
Nascimento et al.
Polpa Ferro 11,53 £ 1,82 mg/100g (2020)
. Donado-Pestana et
Fendlicos 0,90 0,01 mg
Polpa totais EAG/mL al. (2018)
Mangaba
(Hancornia Polpa & Vitamina C 165,82 + 24,46 Cardoso et al.
. casca (2014)
speciosa)
Polpa Potassio 161,45 £ 10,82 Schiassi et al. (2018)
Fenodlicos 46,85 + 0,20 mg
totais EAG/100g
Cajui Polpa e
(Anacardium casca Vitamina C 7,5 mg/100g Borges et al. (2022)
humile)
antocianinas 110,6 mg/100g
Fendlicos
totais 36,3 mg/100g
POPae  Bcaroteno  136,13+18,3 ugi00g  Rocha et al. (2013)
Araca-boi .
(Psidium guinee VitaminaC 24,95 mg/100 mL De Aratjo et al.,
(2019)
nse Swartz)
, 33,39 ug B- Dos Santos et al.
Bagaco Carotenoides carotenolg (2023)
Fendlicos
totais 43,7 +1,4 mg/g
Residuo Flavonoides  2,52¢0.25mg/i100g  Damos etal (2017)
Pequi
(Caryocar o Machado, Mello e
brasiliense Polpa Vitamina C 6,63 + 1,02 mg/100g Hubinger (2015)
Camb.)
Fa(rjlgha Fendlicos 17,42 + 0,53 g
totais EAG/100 g Ledo et al. (2017)
casca
Carotenoides 3499,03 £ 28,91
Mg/100 g
Farinha
da Calcio 18,80 £ 0,98 mg/100g  Silva et al. (2022)
polpa
Magnésio 72,76 £ 2,66 mg/100g
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Infelizmente o Cerrado brasileiro vem sofrendo um acelerado processo de
degradacao, devido a expansao da pecuaria e também da agricultura. Os problemas
ambientais causados pela agricultura s&do decorrentes da natureza intensiva e
extensiva, das praticas agricolas que geram efeitos locais, externos e globais ao meio
ambiente (Cavalcante, 2018).

O mapeamento de ocupacao e uso da terra do estado de Goias (referente ao
ano base 2002) mostra que 64% da vegetacédo do bioma Cerrado foi convertida em
atividades agricolas, e muitos desses desmatamentos foram causados pela
agricultura de soja (Escobar et al., 2020; Paim et al., 2023). Essa intensa acao do ser
humano com o Cerrado é resultado dos grandes interesses econdmicos pelos
produtos agricolas (Dias, Moschini e Trevisan, 2017).

Estudos recentes tém apresentado grandes preocupagdes em relagdo ao
desmatamento do Cerrado. De acordo com Martello et al. (2023), a substituicdo da
vegetacdo nativa do Cerrado por lavouras e pastagens tem comprometido a
diversidade funcional das plantas no ecossistema. Silva et al. (2023) investigaram os
fatores que afetam a regeneragao da vegetagao nativa nas pastagens do Cerrado e
avaliaram a contribuigdo dos atributos biofisicos, de manejo do solo e da paisagem.
Contudo, este estudo revelou que o potencial da regeneragao natural da vegetacao
nativa é altamente varidvel nas pastagens cultivadas do Cerrado, e que politicas
nacionais podem promover a restauragdo da vegetacdo e contribuir com a
implantagao previsivel e de baixo custo. Para Carvalho et al. (2023), compreender a
distribuicdo da dindmica de ocorréncia do fogo em areas protegidas do Cerrado
contribui para aprimorar as agdes de manejo, preservagao e conservagao, devido as
mudangas climaticas ocorridas com o desmatamento do bioma.

Apesar da literatura apresentar diversos estudos com pesquisas cientificas e
dados relevantes sobre diferentes frutas do Cerrado brasileiro, seus beneficios a
saude humana ainda permanecem cientificamente pouco explorados. Muitas dessas
espécies populares nativas amplamente difundidas no Brasil, sdo ricas em compostos
bioativos (Dos Santos et al., 2023).

Dentre os frutos do Cerrado se destaca o caju do Cerrado (Anacardium
othonianum Rizz.), que é diferente das demais espécies de Anacardium do Brasil. E
popularmente conhecido como cajui, caju do campo, ou cajuzinho do Cerrado. Essa

espécie é considerada regionalmente importante e tem ampla aceitagao, pelo seu
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sabor peculiar, podendo ser consumido in natura, ou como produtos derivados
(Curado et al., 2016).

2. CAJU DO CERRADO (Anacardium othonianum Rizz.)

O caju do Cerrado (Anacardium othonianum Rizzini) pertence a familia
Anacardiaceae. Familia que possui aproximadamente 81 géneros e 800 espécies,
encontradas em ambientes secos a umidos, presentes em regides tropicais e
subtropicais em todo o mundo, estendendo-se até regides temperadas (Pell et al.,
2011). No Brasil, a familia Anacardiaceae encontra-se representada por 15 géneros e
64 espécies (19 endémicas), com maiores concentracdes de espécies na Mata
Atlantica (32 espécies) e na Amazébnia (26 espécies) (Silva-Luz et al., 2020).

O género Anacardium L. compreende aproximadamente 38 espécies de
plantas silvestres e cultivadas, cada uma com sua importancia socioeconémica e
ecoldgica, sendo essas plantas encontradas tanto na Floresta Amazdnica como
também do Cerrado brasileiro. Dentre essas espécies, apenas o Anacardium
occidentale L. é cultivado para fins comerciais em diferentes partes do mundo. O
Anacardium othonianum Rizzini é colhido para subsisténcia de comunidades de baixa
renda da regido central do Brasil. J& outras espécies como Anacardium humile St.
Hilaire, Anacardium nanum St. Hilaire e Anacardium corymbosum Barb. Rodr, sdo
consideradas silvestres, e servem como fonte de alimento para animais nativos
(Agostini-Costa et al., 2006). A distingdo do A. othonianum para as demais espécies
existentes de caju, ocorre devido ao seu porte arbéreo, que chega a atingir até 6 m de
comprimento e 20-40 cm de didametro, com folhas coriaceas que medem 12-17 cm x
8-11 cm, além de ser considerado o cajueiro de destaque quanto a importancia
econdmica para a regiao Centro-Oeste, e encontrado principalmente em solo seco,
campo sujo e cerradao (Agostini-Costa et al., 2006; Correa et al., 2008).

E importante ressaltar as diferencas entre as espécies de caju do género
Anacardium, se tratando principalmente do caju do Cerrado da espécie Anacardium
othonianum Rizz. e o caju da espécie Anacardium occidentale L., sendo este,
conhecido como “caju comercial” ou chamado de “caju do nordeste”.

A espécie A. occidentale é cultivada em pelo menos 33 paises ao redor do
mundo. O Brasil € o maior produtor de pseudofruto do caju A. occidentale e o décimo

maior produtor de castanha de caju (fruto) (FAO, 2017). A maior diversidade do A.
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occidentale esta no nordeste brasileiro, especialmente nos estados do Ceara, Piaui e
Rio Grande do Norte, sendo considerada a unica espécie de Anacardium cultivada e
encontrada com facilidade em varias regides (Rabbani et al., 2012). O pseudofruto,
também conhecido como pedunculo, é a parte suculenta que corresponde a 90% do
seu peso, que varia em relagdo ao seu formato e a cor, e quando maduro pode ser
consumido diretamente, possuindo forte sabor e adstringéncia. O pseudofruto é
considerado fonte de polifenois, vitaminas e minerais (Das e Arora, 2017) e é
amplamente utilizado pela industria alimenticia para obtencédo de diversos produtos,
como polpa congelada, suco, vinho, refrigerantes, doces e conservas (Reina et al.,
2022). A castanha de caju é o principal produto comercial, e representa apenas 10%
do peso total do caju colhido. A quantidade de nutrientes, sabor agradavel e varias
propriedades biolégicas € o que conferem valor agregado as nozes (Sruthi e Naidu,
2023).

Ja o A. othonianum é reconhecido como uma espeécie distinta das demais,
especialmente pelas suas caracteristicas selvagens do Cerrado (Andrade et al.,
2019). Essa espécie esta localizada principalmente no Cerrado do planalto central
brasileiro, habitando entre as areas de campo sujo e “cerraddo” Silva et al. 2017). O
pseudofruto maduro apresenta coloragao variando do amarelo ao vermelho e polpa
(bagaco) branco amarelado. Esse pseudofruto € rico em compostos fendlicos,
flavonoides e vitamina C (Alves et al., 2017). A castanha torrada (fruta verdadeira) é
bastante apreciada pelo seu sabor e textura (Correa et al., 2008). Os frutos de caju do
Cerrado contém duas partes, o pseudofruto e o fruto (Figura 1.a). A castanha do caju
(fruto) possui um peso médio de aproximadamente 2,52 g, comprimento médio de
21,97 mm e largura de 18,61 mm (Oliveira et al., 2019). J& os tamanhos dos
pseudofrutos variam entre 2 e 4 cm de comprimento e entre 2 e 3 cm de didmetro,

com massa variando de 5a 12 g.
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Figura 1 - a) Fruto: castanha; Pseudofruto: pedunculo (Anacardium othonianum
Rizz.). b) Florescimento e estagio de maturagdo do Anacardium othonianum Rizz.
= T . _ I o . WEEE »
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Fonte: Préprio autor (2017).

O caju do Cerrado é encontrado em altitudes de 380 a 1100 m, ocorrendo em
maiores densidades em altitudes acima de 790 m. Essa espécie € considerada nativa
por ndo ser proveniente de um plantio organizado, do qual é adaptada a regido do
Cerrado, com tolerancia a temperaturas elevadas, periodos de secas e solos acidos
(pH 4,5 - 6,5). A sua propagacao é feita basicamente por condigdes naturais,
ocorrendo de forma irregular e lenta e os nutrientes como nitrogénio e calcio séo os
que mais se acumulam nas plantas (Assis et al., 2011; Bessa et al., 2017).

O periodo de floragdo do caju do Cerrado (Figura 1b) ocorre entre junho e
outubro, com produtividade de 200 a 600 frutos por planta. Ja o periodo da colheita
dos frutos ocorre na época de verao intenso e clima com baixa umidade na regido do
centro-oeste, entre os meses de setembro e outubro (Correa et al., 2008).

A arvore desta espécie de A. othonianum Rizz. possui propriedades que sao
utilizadas na medicina popular (Rosa et al., 2020). Extratos das folhas, cascas, raizes
e nozes sao utilizados pela populacédo local devido as suas propriedades anti-
inflamatérias (Gazolla et al., 2017). Todas essas propriedades podem estar
relacionadas a presencga de substancias bioativas, entre elas os flavonoides, taninos,
acidos fendlicos e cumarinas, tipicos, em geral entre o género Anacardium
(Encarnagao et al., 2016).

Alguns estudos tém sido realizados com esta espécie, como a extragao dos
polissacarideos do tronco (Silva et al., 2017), além de estudos fenoldgicos sobre as

plantas (Belo et al., 2019), caracterizagao e absor¢ao de nutrientes para produgao de
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mudas (Bessa et al., 2019), e caracterizacdo fisico-quimica do caju do Cerrado

(Tabela 2).

Tabela 2 - Composic¢ao nutricional e caracterizagao fisico-quimica do caju do cerrado
(A. Othonianum Rizz).

Analises Pseudofruto Referéncias Analise Pseudofruto Referéncias
Proteinas 1,18 £ 0,02 Silva, et al., Umidade 84,34 + Alves, Alves
g/100g (2008) 1,71 g/100g e Naves,
(2013)
Lipidios 0,63 + 0,05 Proteina 1,42 £ 0,22
g/100g g/100g
Carboidratos 6,97 + 0,16 Lipideo 0,55+0,08
g/100g g/100g
Fibra 426 +0,16 Carboidrato 13,43 +
alimentar g/100g 2,03 g/100g
Calcio 15,0 £ 5,20 VitaminaC 43,9+19,5
mg/100g mg/100g
Zinco 0,65+0,10
mg/100g
Ferro 0,26 + 0,03 VitaminaC 5,48 +0,10 Alvesetal.,
mg/100g mg/100g (2017)
Suco do Suco
pseudofruto clarificado
Solidos 12,13 Silva, A. L. Proteina 0,58 +0,04 Santana et
soluveis 0,05 L. etal., g/100g (al., 2020)
°Brix (2020)
Acucares 4,30 £ 0,09 Lipideo 0,11 £ 0,00
totais g glucose/ g/100g
100ml
Vitamina C 30,65 + Carboidrato 10,88 +
3,25 0,17
mg/100ml g/100g
Potassio 0,38 £0,02 Vitamina C 68,34 +
mg/100ml 0,52
mg/100mL
Calcio 0,56 + 0,01
mg/100ml
Ferro 1,27+0,25
mg/100ml

Devido a suculéncia e ao gosto acido do pseudofruto do caju do Cerrado, essa

espécie € principalmente utilizada de forma regional como matéria-prima na

elaboracao de polpas congeladas, sucos, doces, licores e bebidas (Agostini-Costa et
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al., 2006). A literatura apresenta varios estudos com produtos desenvolvidos através
do processamento do pseudofruto de A. othonianum Rizz. Martins, Cunha e Silva
(2008) desenvolveram passas de caju do Cerrado utilizando a desidratagédo osmotica
seguida de secagem convectiva, e observaram que o tratamento realizado por 4
horas, temperatura de 30 °C e 40 °Brix atingiu os critérios de uma maior perda de
peso e agua e uma maior concentragdo de vitamina C. Ja no estudo de Gongalves
et al. (2009) foi utilizado o cajuzinho do cerrado como matéria prima para producao de
aguardente, obtendo um produto com caracteristicas fisico-quimicas dentro dos
parametros estabelecidos na legislacao brasileira, além de agregar valor ao produto.
No estudo de Fonseca et al. (2014) foi desenvolvido iogurte com adi¢ao da polpa de
caju (A. othonianum Rizz) e verificaram que a adicdo da polpa contribuiu para a
diversificacdo de compostos volateis formadores de aroma e sabor no produto. Um
outro produto desenvolvido foi granola com adigdo do pseudofruto de caju seco
através da desidratagdo osmotica, que apresentou potencial nutricional devido aos
teores consideraveis de proteina, fibras e ferro (Souza e Silva, 2015).

No desenvolvimento de suco de caju clarificado (A. othonianum Rizz.) foram
obtidos parametros de qualidade caracteristicos de um suco potencialmente
probidtico, e fonte de vitamina C e minerais (Santos et al., 2020; Santana et al., 2020;
Silva, et al., 2020). O pseudofruto de A. othonianum Rizz. também foi utilizado na
producao de vinagre por fermentagao submersa, com altas concentracées de acido
acético e acido isovalérico, além de minerais como Fe, Mn e Zn (Neves et al., 2021).

A utilizacdo do pseudofruto de caju do Cerrado em novos produtos é
importante para a exploragao e valorizagao do fruto. Entretanto, neste processamento
ha geracado de grande quantidade de residuos (a pelicula e a fibra ou bagaco do
pseudofruto), que precisam ser caracterizados em relagdo aos seus compostos
bioativos, como fibra alimentar, compostos fendlicos e minerais, contribuindo com a

diminuigdo do impacto ambiental e a valorizagdo do Cerrado.

3. FIBRAS ALIMENTARES E COMPOSTOS BIOATIVOS DE A. othonianum RIZZ.

A produgdo e o processamento de frutas e vegetais geram quantidades
substanciais de residuos/subprodutos. Os residuos agroindustriais constituidos por
cascas, sementes, e fibras da polpa de frutos, constituem cerca de metade (50%) da

fruta processada in natura (Tariq et al., 2023). As sobras de frutas em sua maioria sdo
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descartadas por nao ter importancia comercial, nem valor de mercado (Amran et al.,
2021). Os residuos de frutas contém uma ampla gama de compostos bioativos, como
fendlicos, minerais e fibras alimentares (Ray et al., 2023). Os compostos bioativos
associados a fibra alimentar apresentam efeitos benéficos a saude, além de
auxiliarem na prevengdo de varias doengas como atividade anti-inflamatéria e
anticancerigena (Bhatt e Gupta, 2023).

Muitos estudos vém mostrando pesquisas relacionadas com as fibras
provenientes de residuos organicos, devido ao potencial nutracéutico e também em
relacdo as propriedades tecnolégicas das fibras na industria alimenticia, como
melhoria as caracteristicas fisicas, quimicas e funcionais de varios produtos (Cheong
etal., 2022; Gill et al., 2021; Kaur et al., 2023).

Fibras alimentares sdo partes comestiveis de plantas ou carboidratos
analogos que séo resistentes a digestdo e absorc¢ao no intestino delgado humano e
fermentadas no intestino grosso (Dhingra et al., 2012). Podem ser classificadas em
duas principais categorias, como fibra alimentar insoluvel e soluvel. A fibra insoluvel
contém celulose, hemicelulose, lignina e outros, enquanto a fibra soluvel inclui pectina,
gomas, oligossacarideo etc. (Zou et al., 2022).

Afibra do bagaco de caju contribui na manutencao do funcionamento do corpo
humano, sendo comprovada sua fermentagao colbénica, exercendo varios beneficios
a saude, dependendo do tipo de processamento que foi utilizado para obtencéo da
mesma (Carvalho et al., 2018). Poucos estudos foram encontrados até o presente
momento em relacao a fibra do bagacgo de caju A. othonianum Rizz. No estudo de
Silva et al. (2008) avaliando a caracterizagao fisico-quimica dos frutos nativos do
Cerrado, foi encontrado um teor de 4,46 g/100 g de fibra alimentar para o pseudofruto
de caju do Cerrado (A. othonianum Rizz.). Em outro estudo, Lima et al. (2021)
avaliaram a adigdo do Rhizopus oligosporus como microrganismo biotransformador
para fermentagcado do subproduto (fibra do bagago) de A. othonianum Rizz. Contudo,
foi observado que a composicao deste subproduto apresentou nutrientes viaveis para
utilizacdo como substrato para micro-organismos, além de ser utilizado como um
subproduto para producado de ingrediente de alta proteina, antioxidante e fibra
alimentar.

A fibra do caju apresenta potencial utilizacdo como fibra dietética antioxidante,
pelo elevado conteudo de compostos antioxidantes associados a sua matriz. Parte

dos fendis associada a essa fibra, justifica o melhor aproveitamento do bagago, como
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uma forma de incorporagédo de fibras em alimentos (Rufino et al., 2010). Estudos
revelam que compostos bioativos, como compostos fendlicos e carotenoides, podem
estar associados as fibras alimentares dos residuos do processamento de frutas (Le&o
et al., 2017). Neste aspecto, estes compostos bioativos associados as fibras
representam uma fracdo pouco explorada de antioxidantes alimentares quando
comparados aos compostos bioativos livres (Quatrin et al., 2019).

No estudo de Rocha et al. (2011) foram encontrados elevados teores de
compostos fendlicos (197 mg EAG/100g) e taninos condensados (164 mg ECA/100g),
no caju do Cerrado, indicando que os compostos fendlicos se encontram
predominantemente na forma de taninos, que provavelmente estdo associados a
adstringéncia dos frutos. Alves et al. (2017) avaliaram a composi¢ao de antocianinas
representadas por aglicona, e descobriram que a principal antocianina identificada no
caju do Cerrado foi a peonidina.

Ja o estudo de Oliveira et al. (2019) sobre a caracterizagao fisico-quimica de
varios acessos de frutos e pseudofrutos de caju do Cerrado (A. othonianum Rizz.)
mostrou, que embora os acessos sejam todos da mesma espécie, a composicao
quimica e a caracterizacao fisica desses frutos pode variar. Entre os 30 acessos
avaliados foram identificados 14 compostos, sendo os mais comuns a vitexina,
hesperidina e a epicatequina. Esse estudo foi o unico relatado até 0 momento sobre
a identificacao e quantificacdo dos flavonoides do A. othonianum Rizz. Na tabela 3
estdo apresentados alguns resultados dos estudos de compostos bioativos e fendlicos

do caju de arvore do Cerrado (A. othonianum Rizz.).
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Tabela 3 - Composto bioativos, fendlicos e flavonoides do pseudofruto e suco do
caju do Cerrado (A. Othonianum Rizz).

- Pseudofruto Referéncias Analise Pseudofruto Referéncias
Analises
279,3 +
Fendlicos 19;5 5 Rocha et Fendlicos 50,4 Algeséala\;es
Totais al., (2011) Totais mg
EAG/100g EAG/100g (2013)
Taninos 16;']; 2 Antioxidante 22,7 +11,2
condensados EAC/100g DPPH g/g DPPH
Flavonoides
160,74 +
Fendlicos 6,48 Alves et al., o 0,124 Oliveira et al.
Totais mg (2017) Vitexina g/kg (2019)
EAG/100g
Antioxidante 10 pymol Hesperidina 0,103
DPPH TE/ g P g/kg
Antioxidante 14 pmol . . 0,055
FRAP TE/g Epicatequina a/kg
Antioxidante 9,2 umol
ORAC TE/ g
Suco do Suco
pseudofruto clarificado
Taninos 94,50 £ 5,00 SILVA, A. Fendlicos 01 Santana et
Totais mg/100mL L.L. e et totais mg al. (2020)
al., (2020) EAG/100mL ’
Fendlicos 50,04 + 1,38 131+8
Totai Mg EAG/ 100 Flavonoides mg
otais mL EP/100mL
Antioxidante 6,60 + 0,61 .. 1,55+ 0,13
DPPH mM TE/mL Antocianinas
Antioxidante 7,19+ 0,14
ABTS MM TE/mL

EAG: equivalente de acido galico. TE: equivalente de trolox. EAC: equivalente de catequina. EP:

equivalente de pirocatequina.

Devido a presenca de teores significativos desses compostos bioativos em
frutos e subprodutos de frutas, muitas pesquisas vém sendo abordadas com diversas
técnicas e métodos de extragdo. Estes compostos bioativos podem ser extraidos
através de metodologias sustentaveis para futuras aplicagdes industriais, biolégicas e
alimentares. E de grande importancia as combinacdes de diferentes tecnologias de
extragcao para obter compostos com maior pureza, e assim melhorar a eficiéncia do
processo. E dentre essas combinagdes esta a extragdo com agua, que pode ser

assistida por ultrassom, enzimas ou também por infusdo. Essas técnicas e
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metodologias tem como principal objetivo reduzir ou eliminar o uso de solventes
quimicos toxicos, aumentando o rendimento da qualidade do extrato e diminuindo

tempo de extracdo e consumo de energia (Ummat et al., 2021).

4. EXTRAGAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

A extracao é considerada o processo de transferéncia de massa que depende
principalmente da acessibilidade dos compostos bioativos alvo ao solvente (Romero-
Diez et al., 2019).

As plantas, em especial os frutos, sao fontes de inumeros compostos bioativos
como vitamina C, flavonoides, fendlicos, carotenoides etc. A extracao desses
compostos bioativos pode ser categorizada em técnicas convencionais e nao
convencionais. A extragdo convencional, também conhecida como extragao solido —
liquido (maceragdo), vem sendo utilizada ha décadas, embora tenha limitagdes em
termos de maior tempo de extracdo e maior consumo de solvente, além de alto
consumo de energia e baixa eficiéncia de extragcdo (Naffati et al., 2017). A maceracéo,
baseada na lixiviagdo de compostos de materiais solidos, era tradicionalmente
utilizada para a recuperacdo de compostos bioativos de materiais vegetais. Essa
técnica usa solventes em combinagdo com calor e/ou agitacdo para melhorar a
transferéncia de massa e a solubilidade dos compostos (Agregan et al., 2021; Picot-
Allain et al., 2021). Entretanto, a perda de polifendis tem sido notada por
ionizacao, hidrdlise e oxidagcao durante o processo de extragdo quando se aplica o
longo tempo de extragao (Jha e Sit, 2022).

Os métodos ndo convencionais tém sido usados para extragao de compostos
de plantas alimenticias e residuos agroindustriais com intuito de mitigar as limitagdes
associadas aos métodos convencionais de extragdo (Picot-Allain et al., 2021). Essas
tecnologias incluem métodos de extragao de liquido pressurizado, extragao de fluido
supercritico, extragcao assistida por ultrassom, extragcao assistida por solvente eutético
profundo, extracdo assistida por plasma frio, extragdo assistida por micro-
ondas, extracdo assistida por enzimas e tecnologias elétricas. Estes métodos
facilitam a eliminag¢ao ou reducéo do uso de solventes quimicos toxicos, aumentam a

eficiéncia da extracdo, bem como o rendimento e a qualidade do extrato obtido.
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-oxidation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pressurized-liquid-extraction
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/supercritical-fluid-extraction
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4.1. EXTRAGCAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM E ENZIMAS

A extragcdo assistida por ultrassom é uma alternativa aos métodos
convencionais. Muitas vezes esse tipo de extracido requer menos solvente, menor
tempo de extracdo e apresenta maior rendimento de extragdo, além de minimizar a
degradagao de compostos termos sensiveis (Fu et al., 2021). Esse método é descrito
como eficiente, economicamente viavel, facil de operar e amplamente aplicavel,
mesmo que seu aumento de escala apresente varios desafios (Filho et al., 2021).

A onda ultrassbnica pode causar a alteragao estrutural interna das matrizes
alimentares. Portanto, esse processo facilita a liberagdo de compostos bioativos das
matrizes vegetais apés o rompimento celular. A extragcdo assistida por ultrassom
requer uma energia adicional de ultrassom para criar bolhas de cavitagdo que
produzem efeitos mecanicos e térmicos nas células vegetais. A quebra da parede
celular libera compostos bioativos no meio solvente por difusdo e/ou dissolugao.
Assim, compostos bioativos sao extraidos de células vegetais na presenca de
gradiente de transferéncia de massa. O ultrassom com frequéncia acima de 20 kHz é
comumente utilizado por pesquisadores na extracdo de compostos bioativos de
plantas (Nie et al., 2021; Qian et al., 2020; Yusoff et al., 2022).

O método de extracdo assistida por ultrassom pode ser realizado por
equipamento como a sonda, que age diretamente em contato com a amostra, ou como
banho ultrassbénico, que é um método indireto, uma vez que as ondas irdo ser
propagadas através do recipiente da amostra (Chemat et al., 2017).

Buscando melhorar a eficiéncia do processo de extragdo, varios
pesquisadores tém reportado a utilizacdo de ultrassom para extracdo de compostos
bioativos a partir de matrizes vegetais. No estudo de Silva; Nunes; Hoskin (2023)
sobre a extragao assistida por ultrassom dos polifenéis do bagaco de acerola e
jamboléao, verificou-se que a combinacao de ultrassom e agitagdo mecanica melhorou
as taxas de extragao de polifendis a base de agua com consumo de energia reduzido,
obtendo resultado positivo em comparagao a outros métodos analisados. Ja para os
frutos de feijoa foi atestado que a poténcia ultrassénica contribuiu com valores
satisfatérios de compostos fendlicos totais e antioxidantes, devido ondas aumentam a
permeacao do solvente no interior da amostra (Gambin et al., 2023). Em um outro

estudo, a extragdo com etanol assistida por ultrassom extraiu eficientemente
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carotenoides de cascas de frutos de pupunha sem alterar o perfil qualitativo dos
carotenoides, se mostrando um método eficiente (Menezes Silva et al., 2023).

A combinacao de técnicas também é amplamente utilizada para extracdo de
compostos bioativos, como por exemplo a extragdo assistida por enzimas. Existe uma
ampla gama de fitoquimicos no tecido vegetal, e alguns deles estao ligados
a polissacarideos ou lignina e ndao podem ser extraidos usando uma etapa de um
procedimento comum. O tratamento enzimatico antes da extracdo aumenta o
rendimento pela liberacdo de componentes ligados. Algumas enzimas comuns usadas
para a extracado de bioativos incluem celulase , a-amilase, B-glicosidase, xilanase , B-
glucanase, pectinase e outras enzimas relacionadas (Marathe et al., 2019; Yusoff et
al., 2022).

As enzimas degradam os componentes da parede celular e permitem a
liberacdo do composto de interesse. A interagao entre a enzima e o substrato decide
a extensao da hidrélise dessas barreiras. Portanto, uma compreensao da estrutura
basica da parede celular do material de origem pode ajudar na formulagéo da mistura
enzimatica ideal (Sowbhagya e Chitra, 2010).

De acordo com Saeed; Ahmed; Mushtaq (2022), a combinagao de extragao
assistida por enzimas e ultrassom, além de eficiente e ecologicamente correta,
fornece uma estratégia eficiente para a extragcdo de compostos bioativos. No estudo
realizado por Durmus; Kilic-Akyilmaz (2023), os tratamentos com ultrassom e enzimas
produziram maiores quantidades de fendlicos ndo extraiveis em comparagdo com o
tratamento térmico da casca do limdo. Wang et al. (2023) observaram que as
concentragdes e atividades antioxidantes dos extratos da casca de laranja estéo
fortemente correlacionadas com o procedimento de extracdo dos compostos.
Concluiram que a combinac¢ao do método de extracado enzimatica e por ultrassom sao
promissores para alcancar a recuperacao de antioxidantes naturais com valor
agregado.

Em outro estudo avaliando a bioatividade de fendélicos néo extraiveis da casca
de limdo, observou-se que os tratamentos que utilizaram o método de extracdo
enzimatica assistida por ultrassom apresentaram maiores quantidades desses
fendlicos nao extraiveis em comparagdo com os outros métodos de extracdo. O
tratamento enzimatico foi o mais eficaz contribuindo na liberagdo de compostos

fendlicos ndo extraiveis da casca de limao (Durmus e Kilic-Akyilmaz, 2023a).
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As combinacdes dos métodos de extracdo sédo consideradas importantes nos
procedimentos analiticos para dar seguimento a diferentes estudos e no
desenvolvimento subsequente do produto. Entretanto, para que um determinado
composto seja considerado efetivo no organismo humano, é de grande importancia
que ele esteja acessivel e consiga ser absorvido através de diversos mecanismos ao
longo do trato gastrointestinal. O conhecimento dos mecanismos envolvidos nos
processos de liberagao, absorgéo e excregao sdo fundamentais para determinar seus
efeitos bioldgicos no organismo humano (Alvarez-Suarez et al., 2021). Ou seja,
conhecer a bioacessibilidade é fundamental para descobrir a atuagdo desses

compostos.

5. BIOACESSIBILIDADE IN VITRO

A ingestao e absorgao de ingredientes bioativos, como compostos fendlicos,
pode ser dividida em varias etapas, incluindo a liberagdo do ingrediente
ativo, absorgao gastrointestinal e efeitos metabdlicos, que proporcionam beneficios a
saude dos seres humanos (Ribas-Agusti et al., 2018). A bioacessibilidade é definida
como a quantidade de um componente que € liberado da matriz alimentar para o trato
gastrointestinal e, portanto, disponivel para absor¢do. Enquanto isso, a
biodisponibilidade é a porcao dos nutrientes digeridos ou fitoquimicos que sédo entao
absorvidos e metabolizados por vias normais € normalmente € medida por métodos in
vivo (Barba et al., 2017).

A bioacessibilidade e a biodisponibilidade dos compostos bioativos dependem
dos efeitos da matriz alimentar, bem como da natureza de qualquer condicdo de
processamento de alimentos utilizada. Por exemplo, a ingestdo de compostos
hidrofébicos com lipidios normalmente melhora sua bioacessibilidade ao promover
sua solubilizagao e transporte nos fluidos gastrointestinais. Por outro lado, a ingestao
de bioativos com fibras alimentares pode inibir sua liberagdo da matriz alimentar,
reduzindo assim sua bioacessibilidade devido a interagdo entre os compostos e a
matriz fibrosa (Hu et al., 2023; Monfoulet et al., 2020; Yao et al., 2021).

As interagbes na matriz alimenticia entre fendlicos
— macromoléculas (carboidratos, proteinas, lipidios) e fendlicos — micromoléculas
(minerais, vitaminas e polifendis) impactam a bioacessibilidade desses compostos

fendlicos in vivo em varios estudos. Estudos in vivo fornecem informacbdes mais
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especificas sobre a biodisponibilidade de fito nutrientes, mas esses estudos envolvem
mais custos, mais tempo e tém restricbes éticas e dificuldades na interpretagdo dos
dados. Os estudos em animais s&o geralmente mais baratos do que os estudos em
humanos, mas as principais desvantagens sdo as diferengas no metabolismo entre
animais e humanos, dificultando a interpretagdo dos resultados (Tan, Zhou e
McClements, 2022; Thakur et al., 2020; Yang et al., 2022).

Modelos de digestao in vitro sao significativos e amplamente utilizados para
medir a bioacessibilidade de compostos, devido ao seu custo relativamente baixo,
facilidade de uso e repetibilidade. Estudos in vitro foram desenvolvidos para simular
as condigdes fisiologicas e a sequéncia de eventos que ocorrem durante a digestéao
no trato gastrointestinal humano. As principais caracteristicas dos métodos
gastrointestinais in vitro sdo temperatura, agitacdo e a composi¢do quimica e
enzimatica da saliva, suco gastrico, suco duodenal e suco biliar. Esse método é
chamando de modelo estatico ou bioquimico. Os modelos dindmicos mimetizam os
processos fisicos in vivo e levam em consideragao novas variaveis, como mudancgas
na viscosidade da digestao, redugédo do tamanho das particulas, difusédo e particao de
nutrientes (Fernandez-Garcia, Carvajal-Lérida e Pérez-Galvez, 2009; Wittsiepe et al.,
2001).

O método proposto por Minekus et al. (2014) é o conjunto de revisao de varios
estudos reportados em trabalhos de digestao gastrointestinal dos alimentos, com uma
juncédo comum de todos os ensaios. Desse modo, definiram a importancia da
utilizacdo das enzimas em condigbes que se assemelham a fisiologia humana, ou
seja, em pH que simule o pH humano em cada etapa da reagdo e nédo em seu pH
otimo de atividade, buscando simular os processos que ocorreriam in vivo. Sendo
assim, o método de digestao padronizada foi estabelecido e contempla as 3 fases da
digestédo sendo oral, gastrica e intestinal. Em alguns modelos, também é incluido um
estagio de cdélon, que contém microrganismos que fermentam resultante do trato
digestivo (Hu et al., 2023).

Diferentes matrizes alimentares ja foram estudadas através da metodologia
de digestao in vitro. De Paulo Farias et al. (2021) avaliaram o efeito da digestao in
vitro na bioacessibilidade e bioatividade de compostos fendlicos em fragées de uvaia,
indicando que o teor de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante foram
maiores na semente de uvaia, e a bioacessibilidade dos compostos bioativos dessa

fruta foi dependente da fracdo e da fase digestiva avaliada. No estudo de Duran-
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Castaneda et al. (2023) que avaliaram a bioacessibilidade de compostos fendlicos em
variedades da espécie de goiaba (Psidium guajaval.) e a goiaba da Costa Rica
(Psidium friedrichsthalianum Nied.), verificaram que os perfis de compostos fendlicos
apresentaram diferengas significativas entre as espécies, e apds a digestao
gastrointestinal foi observado que a fragdo intestinal da espécie Psidium
friedrichsthalianum Nied apresentou maior teor desses compostos fendlicos. Porém,
a espécie Psidium guajava L. foi a que apresentou maior bioacessibiliade. Ja no
estudo da bioacessibilidade dos polifendis da casca de roma, Mall; Patel (2023)
observaram reducgado do teor de compostos fendlicos e flavonoides durante a fase
intestinal. Ao contrario da atividade antioxidante, na fase intestinal, as atividades de
eliminacdo de DPPH e ABTS aumentaram significativamente em comparagdo com o
extrato controle. Este aumento na atividade antioxidante pode ser atribuido a uma
maior liberagdo de moléculas bioativas com atividades de eliminagdo da matriz da
casca de roma, devido as condi¢des acidas da digestao gastrica.

Conhecer a biodisponibilidade e bioacessibilidade dos polifendis e
compostos bioativos € um importante passo para verificagdo das propriedades que
permanecem disponiveis durante e apds a digestdao gastrointestinal. Torna-se
relevante avaliar no processo de digestdo simulada in vitro as modificacbes que
ocorrem com as propriedades bioativas e os compostos fendlicos e minerais do

residuo de caju do Cerrado.
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CAPITULO 2

CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA, PROPRIEDADES TECNOLOGICAS E
OTIMIZAGAO DA EXTRAGAO ENZIMATICA DE COMPOSTOS FENOLICOS DO
RESIDUO DO CAJU DO CERRADO (Anacardium Othonianum Rizz.)
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RESUMO

O residuo do caju do Cerrado da espécie Anacardium othonianum Rizz é o principal
subproduto do processamento do caju. O objetivo deste estudo foi investigar a
diferenca entre a composi¢ado quimica, fisico-quimica e tecnoldgica dos residuos de
caju do Cerrado de diferentes cores, amarelo, laranja e vermelho, além de otimizar a
extragdo enzimatica dos compostos fendlicos destes residuos. Ambas as amostras
apresentaram teores consideraveis de fibra alimentar total (42,27;46,01 e 46,85
g/100), além de elevados teores para vitamina C (72,62; 78,65 e 87,44 mg/100g). A
amostra RCV foi a que mais se destacou para fendlicos totais (10,29 mg EAG/g),
flavonoides (0,92 mg EQ/g) e capacidade antioxidante pelos métodos de ABTS, FRAP
e DPPH (31,45; 12,24; 26,10 uymol Eq. Trolox /g) respectivamente. Ja para os
carotenoides, a amostra RCA apresentou maior valor (63,80 ug/g). Em relagédo as
propriedades tecnolégicas, nao foi observada diferenca significativa (p > 0,05) para as
analises. As micrografias eletronicas de varredura (MEV) mostram estruturas em
forma de haste vertical e presenga de granulos redondos, sendo um indicativo da
presenga de fibras e granulos de amido respectivamente. Potassio e ferro foram os
principais macro e microelementos encontrados nos residuos e diferengas
significativas foram observadas no perfil das amostras. Os monossacarideos mais
predominantes nas amostras foram a glicose (52,7-60,6 mol %) e o acido urénico
(12,5-14,5% mol). O planejamento fatorial completo de trés niveis permitiu a
otimizacao do pH, tempo e temperatura de extragéo, levando a uma extragao ideal de
polifendis em pH 5,5, tempo de extragdo de 120 min e temperatura de 55° C. Os
principais polifendis encontrados nas amostras foram miricetina (43,03-44,26 mg/kg),
acido vanilico (30,96-32,32 mg/kg) e acido galico (11,34-29,25 mg/kg). Os resultados
deste estudo confirmaram que todas as amostras de residuo do pedunculo do caju do
Cerrado sao fontes potenciais de fitoquimicos para aplicagdo em desenvolvimento de
novos produtos alimentares sustentaveis e funcionais.

Palavras-chave: subproduto de frutas, Anacardium othonianum Rizz., extragcao
assistida por enzimas, propriedades tecnoldgicas.
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ABSTRACT

Cerrado cashew residue from the species Anacardium othonianum Rizz is the main
by-product of cashew processing. The objective of this study was to investigate the
difference between the chemical, physical-chemical and technological composition of
Cerrado cashew residues of different colors, yellow (RCA), orange (RCL) and red
(RCV), in addition to optimizing the enzymatic extraction of phenolic compounds from
these residues. Both samples presented considerable levels of total fiber (42.27; 46.01
and 46.85 g/100), in addition to high levels of vitamin C (72.62; 78.65 and 87.44
mg/100g). The RCV sample was the one that stood out most for total phenolics (10.29
mg EAG/Qg), flavonoids (0.92 mg EQ/g) and antioxidant capacity by the ABTS, FRAP
and DPPH methods (31.45; 12. 24; 26.10 ymol Trolox Eq. /g) respectively. As for
carotenoids, the RCA sample showed the highest value (63.80 pg/g). Regarding
technological properties, no significant difference was observed (p > 0.05) for most
analyses. Scanning electron micrographs (SEM) show vertical rod-shaped structures
and the presence of round granules, indicative of the presence of fibers and starch
granules respectively. Potassium and iron were the main macro and microelements
found in the waste and significant differences were observed in the profile of the
samples. The most predominant monosaccharides in the samples were glucose (52.7-
60.6 mol%) and uronic acid (12.5-14.5 mol%). The full factorial design of three levels
allowed the optimization of pH, extraction time and temperature, leading to an ideal
extraction of polyphenols at pH 5.5, extraction time of 120 min and temperature of 55°
C. The main polyphenols found in samples were myricetin (43.03-44.26 mg/kg), vanillic
acid (30.96-32.32 mg/kg) and gallic acid (11.34-29.25 mg/kg). The results of this study
confirmed that all samples of Cerrado cashew stalk residue are potential sources of
phytochemicals for application in the development of new sustainable and functional
food products.

Keywords: fruit by-product, Anacardium othonianum Rizz., enzyme-assisted
extraction, technological properties.
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1. INTRODUGAO

O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, ocupando em torno de
2.036.448 km? do territorio do pais. Dentre as espécies de frutas nativas encontradas
no Cerrado, se destaca o Anacardium othonianum Rizzini, popularmente conhecido
como cajuzinho do Cerrado. O fruto € formado por duas partes: o pedunculo do caju
(hipocarpo) e a castanha de caju (Oliveira et al., 2019). O pseudofruto € a parte macia
e suculenta, cuja casca pode ser amarela, laranja ou vermelha. Devido a suculéncia
e ao seu gosto acido, a polpa deste caju tem potencial para aplicagado comercial, além
de serem utilizados como matéria prima no preparo de polpas congeladas, sucos,
sorvetes, doces e licores (Santana et al., 2020; Schweiggert et al., 2016). O
processamento de polpas e sucos congelados produz uma grande quantidade de
residuos solidos, que sao pereciveis pelo elevado teor de umidade.

As diferentes cores do caju da espécie A. othonianum podem indicar
variagbes em suas composi¢cdes quimicas, propriedades nutricionais e tecnoldgicas,
embora sejam a mesma espécie, com o mesmo grau de maturagéo do fruto. Até o
presente momento n&o existe nenhum relato na literatura sobre a composi¢éo quimica
do residuo dessa espécie, referente a cada uma de suas trés cores. Sendo assim, é
de grande relevancia a caracterizagao fisico-quimica, avaliagao do teor de compostos
bioativos e andlise das propriedades tecnoldgicas dos residuos destes frutos.

Em relagdo a extracdo dos compostos fendlicos, embora a extragdo com
solventes seja mais eficiente, o uso desses produtos quimicos apresenta uma série
de desvantagens, como toxicidade ao meio ambiente e aos manipuladores, além da
baixa seletividade de extracdo de compostos termolabeis (Gligor et al., 2019). Além
disso, varios carboidratos complexos, como celulose, hemicelulose, amido e pectina,
encontrados na parede celular vegetal como barreira, reduzem a eficiéncia da
extragdo em processos convencionais (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe e Serna-
Saldivar, 2014). A extragao assistida por enzimas pode ser utilizada como uma
alternativa para os métodos convencionais, uma vez que a hidrdlise dos componentes
da parede celular vegetal por enzimas hidrolisantes de carboidratos leva a lixiviagao
de componentes intracelulares, que consequentemente eleva o teor da taxa de
extracao, reduzindo o consumo de tempo e energia e assim minimizando os riscos
ambientais. Nesse sentido, diversas pesquisas tém sido realizadas com base em

extracdes verdes, usando auxiliares de extracao de solventes aquosos, dentre eles
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extragdo assistida por ultrassom (Wen et al., 2018) e também extracéo assistida por
enzimas (EAE) (Dominguez-Rodriguez, Marina e Plaza, 2022; Gonzalez et al., 2022).
Esses métodos sdo considerados promissores para aplicagdes industriais, ja que os
extratos vegetais obtidos por meio destes métodos possuem uma série de
bioatividades, podendo ser uma fonte rentavel para a industria farmacéutica,
alimenticia, cosmética e téxtil, na forma de fibras dietéticas, proteinas, oleos
essenciais, pigmentos e polifendis (Das, Nadar e Rathod, 2021).

Este trabalho teve como objetivo investigar a diferenga entre as composi¢des
quimicas dos residuos de caju do Cerrado amarelo, laranja e vermelho, baseando-se
na composigao de monossacarideos, minerais e fendlicos, além de otimizar a extragéo

assistida por enzimas dos compostos fendlicos destes residuos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.PROCESSAMENTO DE SUCOS E AMOSTRAS DO RESIDUO DE CAJU

Os frutos de caju da espécie Anacardium othonianum Rizz. de coloragao
amarelo, laranja e vermelho foram coletados separadamente de arvores nativas do
bioma Cerrado na regiao de Montes Claros de Goias, GO, Brasil (S16°06'20” S e
W51°17'11”). Esses frutos foram coletados em 33 acessos diferentes (11 para cada
uma das trés cores diferentes) em 2018, na época recomendada para colheita
(setembro a outubro). A quantidade média dos frutos coletada por acesso foi de
aproximadamente 300 g, totalizando cerca de 3,3 kg para cada amostra. Os frutos de
caju de coloragao amarelo, laranja e vermelho foram processados separadamente por
cor. Os cajus foram sanitizados (6 mL/L de PuryVitta®, 0,96% p/p de cloro ativo por 15
min) e armazenados em ultracongelador (modelo CL580-86V, ColdLab, S&o Paulo,
SP, Brasil) a -80 ° C. Apdés o descongelamento do pedunculo, foi utilizado um
liquidificador industrial (modelo LS-08MB-N, Skymsen, Santa Catarina, Brasil) para
extracdo e depois um tecido de poliamida para separagédo manual do suco e obtengao
dos residuos solidos das amostras (Figura 1 a-c), que foram congelados a -80 °C e
liofilizados (modelo Enterprise Il, Terroni, Sdo Paulo, SP, Brasil) por um periodo de 24
horas. As amostras de residuos liofilizadas foram moidas em moinho de facas (10
mesh) (R-TE-648, Tecnal, Sdo Paulo, SP, Brasil) e armazenados a -22 °C até a

analise. Todas as analises foram realizadas com as amostras liofilizadas.
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Figura 1 — Aspecto visual das amostras. Fruto de caju amarelo (a), laranja (b),
vermelho (c), residuo obtido do processamento do suco de caju amarelo (d), laranja

(e) e vermelho (f).
]

2.2. ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As amostras foram analisadas quanto aos teores de umidade, cinzas, lipideos,
proteinas, carboidratos, pH, sélidos soluveis totais (SST), acidez titulavel (AT) e
vitamina C, que foram determinados de acordo com os métodos da AOAC (AOAC,
2012). As analises de fibra alimentar total, soluveis e insoluveis foram realizadas
usando um kit enzimatico (Megazyme International Ireland Ltd., Bray, Irlanda) (AACCI,
2010). A extragao de pectina foi baseada na metodologia descrita por Kliemann et al.

(2009). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.2.1. Composig¢ao mineral

A composicdo mineral das amostras foi determinada usando um
espectrometro de absorgado atdmica de chama (FAAS) (Analyst 200, PerkinElmer,
Waltham, EUA). A andlise espectrométrica foi realizada de acordo com a metodologia

proposta por Malavolta; Vitti; Oliveira, (1997), em ftriplicata. Boro e P foram
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determinados em um espectrémetro Femto 600 Plus (S&o Paulo, SP, Brasil). Os
elementos P, K, Ca, Mg, e S foram expressos em mg/g e B, Cu, Fe, Mn e Zn foram

expressos em (ug/g). Os resultados foram expressos em base seca.

2.2.2. Composicao de monossacarideos

A composigao monossacaridica neutra foi determinada através da hidrélise
total das amostras com acido sulfurico 72% (p/p) por 1 h em banho de gelo, seguida
da diluicdo desta solugao para 8% (p/p) com agua destilada a 100 °C por 8 h. O acido
foi neutralizado com carbonato de bario e o sal resultante foi removido por filtragdo. A
solugao filtrada foi submetida a redugdo com borohidreto de sodio por 16 h a 4 °C.
Posteriormente uma resina catidnica fortemente acida Lewatit® MonoPlus S 100
(Supelco, St. Louis, MO, EUA) * foi adicionada para remover ions Na*. Apés a remogao
da resina, o solvente foi evaporado sob vacuo a 50 °C. A amostra foi tratada (trés
vezes) com metanol (1 mL) e o borato de metila resultante foi evaporado a vacuo a 50
°C. Os alditéis foram acetilados usando anidrido acético (0,5mL) e piridina (0,5mL) por
12 h a 25 °C. Os acetatos de alditol resultantes foram solubilizados em cloroférmio e
a piridina foi removida por tratamentos com sulfato de cobre a 5% e agua destilada.

Os acetatos de alditol foram analisados em um cromatografo a gas modelo
Trace GC ultra (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA), equipado com
detector de ionizagdo de chama, um injetor Ross e uma coluna capilar DB-225 (30m
x 0,25mm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), com espessura de filme 0,25
pum. As temperaturas do injetor e do detector foram de 250 a 300 °C, respectivamente.
A temperatura do forno foi programada de 100 a 220 °C a uma taxa de 60 °C/min.
Uma mistura de hélio e nitrogénio (10:1 v/v) foi usada como gas de arraste a uma
vazao de 1,0 mL/min. Os acetatos de alditol foram identificados por seus tempos de
retengdo em comparacédo com os padrdes neutros de monossacarideos.

Os teores de acidos urbnicos foram quantificados pelo método colorimétrico
m-hidroxidifenil apds hidrolise prévia (Blumenkrantz e Asboe-Hansen, 1973; Melton e
Smith, 2001). A absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro (modelo SP-2000
UV, Shangai Spectrum Instruments Co. Ltd., Shangai, China) a 520 nm. A curva de
calibracao foi preparada com acido galacturénico com uma faixa de trabalho linear de
10 a 100 pg/mL. Todas as determinagdes foram realizadas em ftriplicata e os

resultados fora expressos em base seca.
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2.2.3. Determinacao de compostos bioativos e capacidade antioxidante in

vitro

O preparo do extrato para as analises de compostos fendlicos totais, e
atividade antioxidante foi realizado segundo a metodologia de Larrauri et al. (1996),
com modificagdes. Foram utilizados 2 g do residuo de caju liofilizado, adicionados 40
mL de metanol a 50% e entdo homogeneizados e mantidos a temperatura ambiente
por 60 minutos em repouso. A mistura foi filtrada e o sobrenadante foi misturado com
40 mL de acetona a 70% e mantidos em repouso novamente a temperatura ambiente
por 60 minutos. Apds a filtragao, os liquidos foram misturados, e o volume foi ajustado
para 100 mL com agua destilada.

O teor de fendlicos totais foi determinado pelo ensaio de Folin-Ciocalteu
(Singleton; Rossi, 1965) e os resultados foram expressos em mg equivalente de acido
galico (EAG) por g de amostra em base seca. Os flavonoides foram determinados de
acordo com Subhasree et al. (2009) e os resultados foram expressos em mg de
equivalentes de quercetina por g de amostra em base seca. As antocianinas
monomeéricas totais foram determinadas de acordo com Giusti, e Wrolstad (2001) e os
resultados foram expressos em mg/g de cianidina-3-glicosidio em base seca. O teor
de carotenoides totais foi determinado através da metodologia proposta por Davies
(1976) e os resultados foram expressos em g de beta-caroteno por g de amostra
seca. A capacidade antioxidante foi expressa usando diferentes métodos, incluindo
métodos de eliminagdo de radicais livres ABTS [2,2'-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] (Miller et al., 1993) e DPPH (2,2 -difenil-1-picrilhidrazil)
(Brand-Williams, Cuvelier e Berset, 1995), e o método de poder antioxidante de
reducao de ion férrico (FRAP) (Benzie e Strain, 1996), com leituras de absorbancia
em 754 nm, 517 nm e 620 nm, respectivamente. Os resultados foram expressos em
pumol (atividade antioxidante equivalente Trolox) por g de amostra em base seca.
Todas as analises foram realizadas em triplicata em um espectrofotometro UV-VIS
(Metash 5100, Shanghai, China).
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2.2.4. Otimizagao da extragao assistida por enzimas

Para o preparo dos extratos, 1 g de amostra liofilizada foi misturada com agua
destilada em uma proporgao de 1:25 (p/v), e a mistura foi submetida a um pré-
tratamento por ultrassom por 30 min. Apds a etapa de pré-tratamento, foram
adicionados 20 ul de complexo enzimatico (contendo uma ampla gama de enzima
hidrolisantes de carboidratos, incluindo arabanase, celulase, [(-glucanase,
hemicelulase e xilanase) (Viscozyme® L, V2010, 100 FBGU/g - Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA)). A extracdo enzimatica foi realizada em banho maria a 60 °C por
120 min, com pH ajustado para 5,5. As condi¢des de temperatura, tempo e pH foram
previamente otimizadas através de um planejamento composto central (Tabela 1).
Finalmente, a amostra foi centrifugada (Hermle, Z200A, Berlin, BE, Germany) a 3000
X g por 5 min, e o sobrenadante foi coletado para posterior analise por LC-MS/MS.
Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata, e os resultados expressos em
base seca.

Tabela 1 — Matriz de Planejamento do Planejamento Composto Central para
otimizacao de pH, temperatura e tempo na extracédo de polifendis do residuo de caju

do Cerrado.

Experimento pH Temperatura (°C)  Tempo (min)
1 3,5 40,0 60
2 3,5 40,0 120
3 3,5 60,0 60
4 3,5 60,0 120
5 55 40,0 60
6 55 40,0 120
7 55 60,0 60
8 55 60,0 120
9 2,8 50,0 90
10 6,2 50,0 90
1 4,5 33,2 90
12 4,5 66,8 90
13 4,5 50,0 40
14 4,5 50,0 140
15 4,5 50,0 90
16 4,5 50,0 90
17 4,5 50,0 90
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2.2.5. Determinagao dos polifendis individuais

Os polifendis individuais foram analisados em um cromatégrafo liquido (1200
Series, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) acoplado a um espectrémetro de
massa triplo quadrupolo (G6420A, Agilent Technologies) equipado com uma interface
de ionizacgao por eletrospray (ESI). A fonte operava no ion modo negativo. A separacao
dos polifendis foi realizada em um modelo de coluna C18 (2,1 x 50 mm, 1,8 ym) zorbax
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Um gradiente de eluicdo usando 0,350
mL/min de fase mével (agua e metanol) foi empregado na analise cromatografica
comegando em 2:98 v/v metanol :agua para os primeiros 0,5 min; de 0,5 a 5 min, o
metanol foi aumentado para 85 % e mantido nesta proporgéo até o final da analise
(9,5 min). O volume de injecao foi de 5 UL e a temperatura da coluna foi mantida a 30
°C. A quantificagdo dos quinze analitos obtidos neste estudo foi realizada usando
curvas de calibracdo. A faixa de trabalho linear de acido galico, acido protocatecuico,
catequina, epicatequina, acido clorogénico, epigalocatequina, acido siringico, acido p-
cumarico, acido ferulico e miricetina foi de 0,01 a 15 mg/L, e acido vanilico, rutina,

acido elagico, miricetina, quercentina e kaempferol foi de 0,01 a 10 mg/L.

2.2.6. Propriedades tecnolégicas e parametros de cor

As propriedades tecnoldgicas de capacidade de retengcdo de agua (CRA),
capacidade de retencdo de o6leo (CRO), indice de solubilidade em agua (IS) e
capacidade de intumescimento (Cl) foram determinadas de acordo com (WANG et al.,
2015) com pequenas modificagdes propostas por Resende; Franca; Oliveira, 2019a).

A analise de cor foi determinada em um espectrofotometro DELTA COLOR
450G (Delta Vista, Delta Color 450G, Sao Leopoldo, RS, Brasil). A escala de cor
CIELab foi usada para medir os parametros L*, a*e b*. Na escala CIELab, o parametro
L* varia de 0 a 100, indicando uma variagao de cor do preto ao branco. O parametro
a* mostra a variagao do vermelho (+a*) ao verde (-a*), enquanto o b* pode variar do

amarelo (+b*) ao azul (-b*).
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2.2.7. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As microestruturas das amostras do residuo de caju foram investigadas em um
microscoépio eletrbnico de varredura JSM-6390LV (Jeol, EUA). As amostras foram
fixadas em suportes de aluminio com fita dupla face e metalizadas com particulas de
ouro (350 A) sob alto vacuo usando um E5000 Sputter Coater (Polaron, Australia) e
analisadas por microscopia de varredura sob aumento de 50 x e 1500 x. O tamanho
de particula e as micrografias foram obtidos usando o software IC Measure (The

Imaging Source, Alemanha).

2.3. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o software STATISTICA verséo 13.0
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). A anélise de variancia unidirecional e o teste de Tukey
foram usados para comparar os dados quimicos e avaliar as diferencas estatisticas (p
< 0,05) entre os residuos de caju de trés cores diferentes. Os resultados foram
expressos como média *+ desvio padrao. A analise de componentes principais (ACP)
foi usada para mostrar o agrupamento das amostras, bem como suas principais
caracteristicas quimicas associadas ao residuo de caju de cores diferentes. A ACP
também foi obtida no software STATISTICA versao 13.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,
EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Na tabela 2 estao apresentados os resultados obtidos nas analises fisico-
quimicas das amostras do residuo de caju amarelo, laranja e vermelho. No geral foram
observadas diferengas significativas para cinzas, proteinas, lipideos, carboidratos,
acidez titulavel e vitamina C entre as amostras. Em relacédo aos teores de umidade,
nao foi observada diferenga significativa (p > 0,05) entre as amostras, e os valores
estavam abaixo do minimo recomendado (9 g/100g) para garantir uma melhor

conservagao do produto durante o armazenamento (Soquetta et al., 2016).
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O teor de cinzas foi maior (p < 0,05) para a amostra RCV em comparagéo com
a amostra RCA, enquanto o teor de proteina da amostra RCL foi maior que o da
amostra RCV. Esses resultados estdo de acordo com os valores encontrados para
cinzas (1,8 g/100g) e de proteinas (12,3 g/100g) também em base seca (b.s) para a
fibra do caju (Anacardium occidentale L.) (Carvalho, D. V. et al., 2018). Em relagao ao
teor de lipideos, os resultados foram maiores do que os encontrados para o p6é do
residuo do pedunculo de caju (Anacardium occidentale L.), 0,85g/100g (b.s) (Amaral
et al., 2020).

A amostra RCL apresentou maior teor de pectina do que a amostra RCV. Os
valores de pectina sdo proximos aos valores encontrados para cascas de kiwi (8,03
g/100q), laranja (11,46 g/100g) e maca (13,30 g/100g) (b.s) (Guzel e Akpinar, 2019).

Para a fibra alimentar total, os valores foram superiores aos encontrados em
outros residuos de frutas, como a casca da manga (40,51 g/100g), e préximos aos
valores da farinha da casca do pequi (43,32 g/100g) (b.s) (Tejada-Ortigoza et al., 2017;
Soquetta et al., 2016; Leao et al., 2017). De acordo com veronese et al., (2018), a
ingestao elevada de fibras contribui para uma alimentagéo saudavel, além de ajudar
a reduzir os riscos de varias doencas cronicas, cardiovasculares, obesidade e
diabetes. Para as fibras insolluveis, os resultados foram similares aos teores de fibras
insoluveis da casca de péra espinhosa com 38,13 g/100g (b.s), (Tejada-Ortigoza et
al., 2017). Em relacao as fibras soluveis foi observada diferenca significativa (p <
0,05) entre as amostras, com maior valor para RCL (10,87 g/100g) e menor teor de
fibra para a amostra RCV (7,21 g/100g), corroborando com os resultados obtidos para
pectina. Esses resultados de fibras soluveis sdo maiores quando comparados com a
casca da banana (6,20 g/100g) e a casca de abacaxi (5,25 g/100g) (b.s) (Fortes et al.,
2020). Independentemente da cor, o residuo de caju do Cerrado tem potencial para
ser utilizado na industria alimenticia como uma importante fonte de fibra dietética. A
Organizagao Mundial da Saude (OMS) recomenda a ingestao diaria de pelo menos
25 g de fibra dietética. A utilizagcao do residuo de caju como ingrediente alimentar ajuda
a contribuir para um maior consumo de fibra dietética e assim diminuindo os riscos de
varias doencas, dentre elas arteriais e cancer (Cheong et al., 2022; Gill et al., 2021).

O residuo vermelho apresentou o maior valor (p < 0,05) de carboidratos
(obtido por diferenga), quando comparado as demais amostras, resultado similar ao
obtido para a farinha do residuo de kiwi maduro (41,31 g/100g) (b.s) (Soquetta et al.,
2016).
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A amostra RCA apresentou o maior valor de acidez e o menor valor de pH (p
< 0,05) quando comparada com as demais amostras, RCV e RCL. Os valores de
acidez encontrados neste trabalho foram um pouco maiores que os encontrados para
o pseudofruto de outras espécies de caju, com 0,50 g/100g (b.s) para Anacardium
humile Mart (Singh et al., 2019). J&4 em relagdo aos valores de pH, os resultados
obtidos neste estudo foram menores do que os relatados para o residuo de manga
(4,19) e de laranja (4,45) (Tejada-Ortigoza et al., 2017). Durante o processo de
liofilizagdo, devido a remogao da agua, ocorre a concentragdo dos acidos organicos,
que pode ter contribuido para o aumento da acidez e diminuigdo do pH das amostras.
Os teores de sélidos soluveis totais foram similares aos encontrados no residuo do
fruto araga-boi (5,06 g/1009) (b.s) (Barros et al., 2017) e de mirtilo e cranberry, ambos
com 6 g/100 g (b.s) (Gouw, Jung e Zhao, 2017).

O residuo de caju do Cerrado € uma fonte promissora de vitamina C, e a
amostra RCA apresentou maior concentracéo dessa vitamina (87,44 mg/100), seguido
pela amostra RCV (78,65 mg/100g) e a amostra RCL (72,72 mg/100g). (Preethi et al.,
(2021) encontraram menor teor de vitamina C (65,25 mg/100g) em residuo de caju da
espécie Anacardium occidentale. Os teores de vitamina C dos residuos de caju do
Cerrado obtidos neste estudo sdo maiores do que os encontrados na literatura para o
pseudofruto dessa mesma espécie A. othonianum Rizz. Alves et al., (2017) obtiveram
um valor de 43,9 mg/100g (b.u), enquanto no estudo de Alves; Alves; Naves, (2013) a
média dos teores de vitamina C do pseudofruto de trés regides localizadas no estado
de Goias, obteve 5,48 mg/100g. Esses valores também sdo maiores do que o
encontrado para o suco do pseudofruto da mesma espécie A. othonianum, com 30,65
mg/100g (Silva et al., 2020). Os valores de vitamina C encontrados nesse residuo sao
proximos aos estabelecidos como padrao de referéncia de ingestdao diaria
recomendada para adultos (Institute of Medicine- IOM, 2000), um valor de 75 mg para
mulheres e 90 mg para homens. Ja de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), por meio da Resolugdo RDC n°. 269 (Brasil, 2005), a ingestao
diaria recomendada (IDR) de vitamina C para adultos é de 45 mg. Sendo assim, pode-
se considerar que o residuo de caju do Cerrado contém quantidades significativas de

vitamina C.
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Tabela 2 — Caracterizagao fisico-quimica dos residuos de caju do Cerrado (A.

othonianum Rizz.).

Analises Amostras

RCA RCL RCV
Umidade (g/100g) 7,22 + 0,112 7,05+0,192 7,04 + 0,062
Cinzas (g/100g) 1,20 + 0,04 1,28 £0,08%* 1,37 £ 0,032
Proteinas (g/100 g) 10,69 + 0,052 11,56+ 0,472 9,92 +0,73°
Carboidratos (g/100 g) 33,83 +0,21°¢ 35,37 +0,52°> 41,47 + 0,782
Lipidios (g/100 g) 7,44 +0,20° 5,79+0,04> 496 +0,01°
Pectina (g/100 g) 14,13 £ 1,482 16,47 £ 1,692 945+ 1,13°
Fibra total (9/100 g) 46,85+ 0,842 46,01 £ 1,612 42,27 + 1,382
Fibra Insoluvel (g/100 g) 38,40 + 0,722 35,14 +1,342 35,07 + 1,162
Fibra soltvel (g/100 g) 8,45+ 0,12° 10,87 £ 0,272 7,21 +£0,22°
Acidez (Ac. citrico g/100g) 0,61+ 0,012 0,56 +0,02°> 0,58 +0,01°
Solidos soluveis (°Brix) 5,07 £ 0,21° 6,40+0,202  5,13+0,35°
Vitamina C (mg/100g) 87,44 + 4,777 72,62 +£4,71° 78,65+ 5,052
pH 3,63 +£0,01° 3,67+£0,012 3,68 +0,022

Resultados expressos em média + DP em base seca (n=3). Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca estatistica entre as amostras (p< 0,05). RCA: Residuo de caju amarelo; RCL: Residuo de
caju laranja e RCV: Residuo de caju vermelho.

3.2. PERFIL MINERAL DO RESIDUO DE CAJU

O perfil mineral dos residuos de caju esta apresentado na tabela 3. Nao foram
observadas diferengas significativas (p>0,05) para a maioria dos minerais
investigados. Os resultados obtidos sugerem que, independentemente da sua cor, o
consumo diario do residuo do caju do Cerrado pode contribuir para a ingestao diaria
recomendada de alguns minerais nutricionalmente importantes, como o K, P, Fe, Cu
e Mg.

O residuo do caju do Cerrado apresentou maiores teores de K, seguido pelo
Ca. Porém, em comparagao com outros estudos, os niveis de potassio nas amostras

foram mais baixos que os relatados para farinhas da casca de feijoa (8,0 mg/g)
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(Almeida et al., 2020) e o p6é do bagago de Anacardium occidentale L. (Preethi et al.,
2021). Potassio e Calcio sdao macroelementos que sdo absorvidos do solo pelas
plantas e estdo presentes em altas concentracdes em varios residuos e subprodutos
de frutas. Em relacdo a saude humana, a ingestdo de potassio tem como fungao
contribuir no desempenho do controle da pressao arterial, assim como auxiliar no
crescimento muscular (Gharibzahedi e Jafari, 2017).

Os teores de Fe e Cu foram maiores para a amostra RCV em comparagéao
com as amostras RCA e RCL. Em relagdo ao cobre, as amostras RCV e RCA
apresentaram altas concentragbes em comparagao com o residuo de melao (4,56
ug/g) (Benmeziane, Boulekbache-Makhlouf e Mapelli-Brahm, 2018), e teores
semelhantes em comparagdo com o bagaco do caju Anacardium occidentale de
variedades colombianas (26,1 pg/g) (Reina et al., 2022). O cobre é um elemento
essencial e necessario, porem em quantidades muito pequenas na dieta humana.
Este elemento atua como cofator de muitas enzimas redox e desempenha um papel
importante no metabolismo do ferro, uma vez que a ceruloplasmina é uma ferroxidase
que converte Fe 2* e Fe 3*. A ingestdo do Cu, também promove outros beneficios a
saude, como defesa antioxidante, sintese de neuropeptideos e fungao imunolégica
(Bost et al., 2016).

Os niveis de Fe na amostra RCV foram 30 e 33% maiores do que os
encontrados para as amostras de RCA e RCL, respectivamente. Diante disso, é
interessante notar que entre as amostras analisadas, a amostra RCV pode contribuir
de forma mais significativa para a ingestdo diaria recomendada de Fe na dieta
humana. A ingestao diaria recomendada de ferro para adultos no Brasil é de 14 mg
(Brasil, 2005), e para adultos nos EUA é de 18 mg (FDA, 2020). Quantidades
semelhantes de ferro foram encontradas em outras frutas, como por exemplo em
residuo de frutas citricas (Silva et al., 2017) (116,4 ug/g), fruto de cagaita (Eugenia
dysenterica) (115,3 ug/g) e fruto de coquinho azedo (Butia capitata) (14,7 ug/g) do
Cerrado do norte de Minas Gerais (Nascimento et al., 2020) e morango hidropénico
(Fragaria ananassa L.) (140,9 pg/g) (Jeon et al., 2019). O consumo de ferro é
importante, ja que € um mineral que participa de uma ampla variedade de processos
metabadlicos no corpo humano, incluindo transporte de oxigénio, sintese de acido
desoxirribonucleico (DNA) e transporte de elétrons (Abbaspour, Hurrell e Kelishadi,
2014).
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O zinco estda envolvido em diferentes processos biologicos, como a

estabilizacdo estrutural de varias proteinas enzimaticas e a manutengdo de seu

mecanismo catalitico, além de ser considerado um elemento que desempenha papéis

importantes na divisdo e no crescimento celular (Kumar et al., 2022; Suganya,

Saravanan e Manivannan, 2020). Os resultados encontrados para o residuo de caju

foram maiores do que os encontrados em bagaco de caju (Anacardium occidentale)

de variedades colombianas (9,41 e 9,47 ug/g) (Reina et al., 2022).

Tabela 3 — Perfil mineral e composi¢cdo monossacaridica do residuo de caju.

Analises Amostras
RCA RCL RCV
Macroelementos (mg/q)
P 1,60 £ 0,102 1,60 £ 0,102 1,70 £ 0,012
K 4,50 + 0,44° 5,67 £ 0,472 5,33 + 0,232
Ca 0,63 +£0,152 1,17 £ 0,552 3,37 £ 2,552
Mg 0,40 £ 0,102 0,67 + 0,292 0,70 £ 0,262
S 0,27 £ 0,062 0,43 +£0,152 0,27 £ 0,062
Microelementos (ug/q)
B 4,00 + 1,002 4,67 £ 0,582 4,33+1,152
Cu 21,67 + 1,532 19,33 + 1,53 23,67 £ 1,532
Fe 146,67 + 4,16° 143,00 + 4,58 191,33 + 3,212
Mn 33,33+ 2,892 33,00 £ 0,012 29,33 £ 1,152
Zn 12,00 + 2,652 11,67 + 0,582 11,00 £ 0,012
Monossacarideos (mol %)
Ramnose 0,7+0,182 0,9+0,122 0,9+0,122
Fucose 0,4 £ 0,062 0,6 £0,122 0,4 £ 0,062
Arabinose 10,7 £ 0,892 11,0 £ 0,352 8,4+0,91°
Xilose 4,0 + 0,262 5,3+0,312 4,2 + 0,302
Mannose 3,7 £ 0,362 3,8+0,122 3,5+0,182
Galactose 8,6 + 0,22 11,2 + 0,862 9,6 + 0,142b
Glucose 58,9+ 1,732 52,7 + 0,86° 60,6 £ 1,582
Acido urénico 13,0 + 0,28 14,5 + 0,072 12,5+ 0,14

Resultados expressos em média + DP em base seca (n=3). Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenga estatistica entre as amostras (p< 0,05). RCA: Residuo de caju amarelo; RCL: Residuo de

caju laranja e RCV: Residuo de caju vermelho.

3.3.COMPOSICAO DE MONOSSACARIDICA

Na tabela 3 também estdo apresentados os resultados da composicao

monossacaridica das amostras. Os monossacarideos predominantes nas amostras
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foram a glucose, acidos urbnicos, galactose, arabinose e xilose. As amostras RCA e
RCV apresentaram maior teor de glucose do que a amostra RCL. Da mesma forma,
a glucose também foi relatada como o principal monossacarideo nas farinhas obtidas
da casca de pequi (34,43%) (Ledo et al., 2017) e casca de feijoa (34, 43 %) (Almeida
et al., 2020).

Diferentes quantidades de acido urénico foram observadas entre as amostras.
O acido urbnico foi maior na seguinte ordem: RCL>RCA>RCV. Estes resultados
seguem a mesma tendéncia do que os obtidos para pectina e fibra soluvel obtidos. Os
teores de acido urénico encontrados neste estudo foram maiores que os resultados
relatados para a casca de feijoa (9-12%) (Almeida et al., 2020) e a farinha da casca
de cacau (6-7%) (Vriesmann, Tedfilo e Petkowicz, 2012). Altas concentragdes de
arabinose e galactose foram encontrados no residuo de caju do Cerrado. No entanto,
ndo houve diferenca significativa entre a concentragcao de arabinose das amostras de
diferentes cores. A galactose e arabinose sdo os agucares neutros mais comuns

presentes nas cadeias laterais referentes ramnogalacturonan-l (RG-I) (Yu et al., 2021).

5.1.COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, BIOATIVOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE IN VITRO

A Tabela 4 apresenta os resultados de fendlicos totais, flavonoides totais,
antocianinas monoméricas totais e capacidade antioxidante in vitro dos residuos de
caju amarelo, laranja e vermelho.

Observou-se que a amostra RCV apresentou maior (p<0,05) teor de polifendis
do que as amostras de RCL e RCA (Tabela 4). A literatura apresenta grande
variabilidade na concentragdo de fendlicos no caju, devido diferengas no solo,
condicdes climaticas, estacdo do ano, armazenamento pods-colheita, métodos de
extragao, metodologia usada para identificar compostos e a escolha do solvente. Em
comparagao com outros residuos de frutas, os valores obtidos neste estudo foram
similares aos encontrados por Resende; Franca; Oliveira, (2019) para casca de buriti,
com teor de compostos fendlicos de 9,34 mg EAG/g (b.s) e superiores aos
encontrados por Meneses et al., (2018) para os residuos desidratados da casca de
manga, goiaba e acerola com valores de 3,33, 1,03 e 4,25 mg EAG/g (b.s),
respectivamente. O mesmo comportamento foi observado para os flavonoides, com

maiores valores para a amostra RCV (0,92 mg EQ/g), sendo esses resultados maiores
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do que os encontrados em cascas de mangaba (Hancornia speciosa) com 0,18 mg
EQ/g e seriguela (Spondias purpurea) com 0,13 mg EQ/g (Bramont et al., 2018).

Tabela 4 — Teor de fendlicos totais, flavonoides, carotenoides, antocianinas e
capacidade antioxidante pelos métodos de ABTS, FRAP e DPPH dos residuos de
caju do Cerrado (A. othonianum Rizz.).

Analises Amostras

RCA RCL RCV
Fendlicos totais (mg EAG/g) 8,14 £ 0,02°¢ 8,38 + 0,03 10,29 + 0,032
Flavonoides (mg EQ/g) 0,83 £ 0,142b 0,67 +£0,10> 0,92 + 0,032
Carotenoides (ug/g) 63,80 + 3,092 4890 + 3,82> 36,64 + 3,77°
Antocianinas (mg/g Cianidina- 0,02 + 0,01° 0,09 +0,01* 0,67 +0,012
3-glicosidio)
ABTS (umol Eq. Trolox /g) 26,12 + 0,14° 26,77 £ 0,22> 31,45+ 0,38
FRAP (umol Eq. Trolox /g) 6,49 + 0, 06° 6,16 + 0,11°¢ 12,24 + 0,082

DPPH (umol Eq. Trolox /g) 23,55+0,14> 23,28+0,22° 26,10+0, 382

Resultados expressos em média + DP em base seca (n=3). Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenga estatistica entre as amostras (p< 0,05). RCA: Residuo de caju amarelo; RCL: Residuo de
caju laranja e RCV: Residuo de caju vermelho. EAG: Equivalente de acido galico. EQ: Equivalente de
quercetina.

Os teores de carotenoides encontrados no residuo do caju foram diferentes
(p < 0,05) para todas as amostras, sendo o RCA com maior teor, seguido do RCL e
RCV. As quantidades de carotenoides encontradas em todas as amostras deste
estudo foram maiores que as encontradas em subprodutos da casca do pequi (34,99
Mag/g) (b.s) (Leéo et al., 2017) e na farinha do subproduto de buriti (10,40 ug/g) (b.s)
(Resende; Franca; Oliveira, 2019). A amostra RCA também apresentou um teor de
carotenoides maior do que encontrado no residuo de acerola (23,9,3 ug/g) (b.s)
(Magalhdes et al., 2021). Estes residuos podem ser considerados fontes de
carotenoides. Entretanto, vale ressaltar que para avaliar os efeitos favoraveis para a
saude € necessaria a avaliacdo da bioacessibilidade e biodisponibilidade dos
carotenoides.

Como esperado, as amostras de residuo RCV apresentaram o maior teor de
antocianinas, ndo sendo observada diferencga significativa destes compostos entre as

amostras RCL e RCA. As antocianinas s&o pigmentos soluveis em agua que conferem
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cores vermelha, azul e roxa as frutas, vegetais e bebidas (Rodriguez-Amaya, 2019).
Os valores de antocianinas encontrados para os residuos do caju do Cerrado foram
inferiores aos encontrados para a casca de jabuticaba (2,84 mg/g (b.s)) (Mattos et al.,
2022). Porém, a amostra RCV apresentou um teor de antocianinas maior do que o
encontrado no residuo de caju (Anacardium Occidentale L.) (0,36 mg/g (b.s)) num
estudo de (Andrade et al., 2015).

A atividade antioxidante in vitro do residuo de A. othonianum foi avaliada a
partir dos mecanismos de captura de radicais livres e redugao férrica, objetivando
determinar o potencial desse residuo. Foi possivel estimar que a amostra RCV
apresentou maior atividade antioxidante (p < 0,05) do que as amostras RCA e RCL
para todos os métodos, DPPH, ABTS e FRAP. Na analise por ABTS, os valores de
atividade antioxidante foram menores do que os relatados para o subproduto do
processamento da polpa de caju (Anacardium occidentale L.), com 77 uM Trolox/g
(b.u) (Amariz, Lima e Alves, 2018). Porém, os valores obtidos neste estudo sao
proximos aos encontrados para a casca do caju (Anacardium occidentale) de
coloragcao amarelo (33,22 yM Trolox/g) e vermelho (30,50 uM Trolox/g) (b.s) (Moo-
Huchin et al., 2015).

Ja os valores da atividade antioxidante in vitro avaliada por DPPH foram
maiores que o encontrado para o pseudofruto de caju do Cerrado (A. Othonianum
Rizz.) com 10 uM Trolox/g (b.s) no estudo de(ALVES et al., 2017) e menores do que
o encontrado para suco de A. othonianum Rizz. no estudo de Silva et al., (2020), com
6600 uM Trolox/g (b.u). Os resultados obtidos também s&o proximos ao encontrado
para cascas de laranja doce (Citrus grandis Osbeck), 24,00 uM Trolox/g no método
DPPH (Chen et al., 2020).

Os resultados da atividade antioxidante avaliada por FRAP foram maiores do
que os encontrados para a farinha da casca do kiwi (Actinidia deliciosa) (4,0 uM
Trolox/g) (b.s) (Soquetta et al., 2016), porém, menores quando comparados com 0
pseudofruto de caju do Cerrado (A. othonianum) do estudo de Alves et al., (2017), com
14 uM Trolox/g (b.s).
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5.2.EFEITO DA EXTRACAO ASSISTIDA POR ENZIMAS NO RENDIMENTO
FENOLICO

A significancia dos fatores foi confirmada pelo teste ANOVA, confirmando que
todos os fatores investigados foram significativos (p<0,05). A superficie de resposta
foi obtida através de um modelo matematico quadratico e mostrou o R? previsto e o
R2 ajustado com valores de 0,8834 e 0,9490, respectivamente.

Figura 2 (a, b e c) apresenta as superficies de resposta obtidas para o
delineamento composto central (DCC). Ao avaliar o pH e a temperatura (Figura 2-a),
foi possivel observar um aumento na resposta analitica em pH maior que 5,5 e
temperatura maior que a 55 °C. Ja em relagdo a temperatura e tempo de extragao
(Figura 2-b), foi possivel notar um aumento na resposta analitica na temperatura
proxima de 55 °C e tempo de extragao superior a 120 min.

Em relacdo ao pH e ao tempo de extragao (Figura 2-c), houve um aumento
na resposta analitica em pH maior que 5,5 e o tempo de extragao maior que 120 min.
De acordo com as recomendagdes do fabricante do complexo enzimatico, é desejavel
aplicar valores de pH entre 4 e 6 e temperaturas entre 40 e 55 °C. Devido a esses
fatores, as condicdes de extracao foram fixadas em pH 5,5 e temperatura de 55 °C. O
tempo de extragao escolhido foi de 120 minutos para nao prejudicar a frequéncia
analitica. Essas condigcbes foram consideradas 6timas para a extracao enzimatica de

polifendis do residuo do pedunculo do caju do Cerrado.

Figura 2 — Graficos de superficie de resposta do efeito do pH, temperatura e tempo
na extracao de polifendis individuais (soma das areas dos picos) (a) pH x
temperatura (°C). (b) Temperatura (°C) vs Tempo (min). (c) pH vs Tempo (min).
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3.8.PERFIL DOS FENOLICOS INDIVIDUAIS

O perfil fendlico dos residuos esta apresentado na tabela 5. Este € o primeiro
relato sobre o perfil fendlicos do residuo de caju da espécie A. othonianum Rizz.
Quinze compostos fendlicos foram identificados nas amostras. Acidos fendlicos (acido
galico, acido ferulico, acido protocatecuico, acido siringico, acido clorogenico, acido p-
cumarico, acido elagico e acido vanilico), flavonodis (catequina, epicatequina e
epigalocatequina) e flavan-3-ols (quercentina, rutina e kaempferol) foram encontrados
nas amostras em uma ampla faixa de concentracgdes. Seis dos 15 compostos fendlicos
(acido clorogénico, epicatequina, miricetina, quercetina, rutina e kaempferol) também
foram encontrados Oliveira et al., (2019) e Moo-Huchin et al., (2015) nas cascas de
caju.

As concentragées dos polifendis nas amostras estdo na seguinte ordem:
miricetina>acido vanilico>acido galico. A miricetina também foi o principal flavonol
majoritario encontrado na casca do caju amarelo (125,72 mg/100g) e no residuo
(91,80 mg/100g) provenientes do processamento do caju amarelo da espécie A.
occidentale (Batista et al., 2018; Moo-Huchin et al., 2015). No entanto, a quantidade
de miricetina encontrada no presente estudo foi inferior aos valores relatados pelos
autores, que utilizaram solventes organicos no processo de extrag&o. A literatura
fornece evidéncias das propriedades nutracéuticas e antioxidantes de miricetina. A
atividade antioxidante de miricetina é atribuida a presenca de trés grupos hidroxila no
anel B em comparagao com outros flavondis. Ha muitos beneficios relacionados a
saude atribuidos a miricetina, como hepatoprotetor antitumoral, anti-inflamatério, acao
analgésica e antidiabética (Imran et al., 2021).

A amostra RCA mostrou maior concentracdo de acido galico do que as
observadas nas amostras RCV e RCL, 43 e 61%. A amostra RCA também apresentou
alta concentracao de acido p-cumarico e rutina, que foi 8,63 e 35,13% maiores que as
concentracdes obtidas para a amostra RCL e 4,94 e 50,85% maiores que as obtidas
para a amostra RCV, respectivamente. Notavelmente, a amostra RCV mostrou uma
maior concentracao de acido protocatecuico do que as obtidas para as amostras RCL
e RCA. Vale ressaltar que esses polifendis ndo foram encontrados em cascas de caju
da espécie A. occidentale (Moo-Huchin et al., 2015), com excegao da rutina, que foi
encontrada em cajueiros do Cerrado (hipocarpo) (A. othonianum) (Oliveira, Valeria F

etal., 2019). Esses polifendis desempenham um papel importante como nutracéuticos
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e exibem importantes atividades bioldgicas. O acido protocatecuico é usado como
componente ativo de muitos fitoterapicos devido as suas propriedades
farmacoldgicas, incluindo atividade antibacteriana, anti-inflamatoria e antioxidante
(Kakkar e Bais, 2014). Foi relatado que o acido p-cumarico reduz o colesterol total e
o indice de aterosclerose e aumenta a catalase sérica, a capacidade antioxidante e a
glutationa peroxidase (Shen et al., 2019).

As concentragdes de acido ferulico, kaempferol, &acido clorogénico,
epigalocatequina e quercetina ndo apresentaram diferengas significativas entre as
amostras. Além disso, houve diferencas significativas nas concentragdes de acido

siringico, catequina, epicatequina e acido elagico.
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Tabela 5 — LC-MS/MS parametros para analise de polifendis e do residuo de caju amarelo, vermelho e laranja obtido do
processamento do suco de caju do Cerrado.

Analito :;Zﬁgéo "?"rraet?alho M fon precursor ions produtos Concentragao (mg/kg)
' (min) (mg/L) (g/mol)  [M-H*T(m/z) (m/z) RCA RCV RCL
Acido galico 1277 0.01-15 170 169 125: 79 595‘2135 + 11,34 £ 0,03°¢ (1)6123 *
Acido ferulico 2,339 0,01-15 194 193 178; 149; 134 3,68+0,962 3,70+0,512 3,50+ 0,392
A i - b
Acido _ 2819 0,01-15 154 153 109: 108 3,26 £0,43° 8,09+1,652 4,50+0,59
protocatecuico
Kaempferol 2.884 0,01-10 286 285 ?gg 229; 187; 558+ 1,102 575+1,052 5,53+ 1,162
Acido siringico 3,777 0,01-15 198 197 182 5,02+0,652 4,92+0,80° 4,52+0,66°
Catequina 5,112 0,01-15 290 289 203; 123; 109 546 +0,54> 6,75+0,562 5,83+0,182
Epicatequina 5,113 0,01-15 290 289 203; 123; 109 571+0,72° 6,88+0,342 6,27 +0,13°
Acido - 5,396 0,01-15 354 353 191: 85 482+0,842 483+0,752 4,89+1,312
clorogénico
Epigalocatequina 6,071 0,01-15 458 457 169; 125 5,02+0,772 5,03+0,722 5,011,572
Acido p-cumarico 6.141 0,01-15 164 163 119: 93 12,27 + 7,96 +1,52¢ 11,2! +
0,522 0,96
Rutina 6,703  0,01-10 610 609 301; 300 Jao0  * 0000047 1285
Acido elagico 6,850 0,01-10 302 301 284 552 +0,752 527 +0,912 4,69+ 1,02°
Acidovaniico 6931  0,01-10 168 167 152,123,108 oqor  * S090x204 G160
Miricetina 6.936 0,01-15 318 317 151: 137 344‘2136 + 43,12+ 1,452 ;136g;3 +
Quercetina 7,368 0,01-10 302 301 151; 121 530 +£0,602 524 +0,402 521+1412

Resultados expressos em média + DP em base seca (n=3). Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica entre as amostras (p< 0,05). RCA:
Residuo de caju amarelo; RCL: Residuo de caju laranja e RCV: Residuo de caju vermelho.
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E importante ressaltar que existe uma variacdo no perfil fendlico encontrado
no presente estudo em relagao a alguns encontrados na literatura (Batista et al., 2018;
Moo-Huchin et al., 2015; Reina et al., 2022). Isso pode ser explicado por diferengas
metodoldgicas nos procedimentos utilizados durante a extragédo e quantificagdo. Além
disso, fatores intrinsecos e extrinsecos, como variedade genética, estadio de
maturagao, tipo de cultivar, condi¢gdes climaticas e culturais, condigbes de colheita e
pos-colheita, entre outras variaveis, podem contribuir para a diferenca nas
quantidades dos compostos extraidos. Além disso, os protocolos de extracéo
encontrados na literatura incluem solventes ndo GRAS (n&do geralmente reconhecidos
como seguros), que sdo contaminantes e biologicamente agressivos e, portanto,
inadequados para as industrias alimenticia, cosmética ou farmacéutica,
diferentemente do processo de extragao assistida por enzimas utilizado no presente

estudo.

3.9.PROPRIEDADES TECNOLOGICAS E PARAMETROS DE COR

Os resultados analisados para as propriedades tecnolégicas de capacidade
de retencdo de agua (CRA), capacidade retencdo de d6leo (CRO), indice de
solubilidade (IS), capacidade de intumescimento (Cl) e parametros de cor L*, a* e b*
estdo apresentados na tabela 6.

As propriedades tecnoldgicas influenciam no comportamento e na aparéncia
de um alimento de maneira caracteristica e que resulta da natureza intrinseca fisico-
quimica da matéria prima (Porte et al., 2011). Para a capacidade de retencéo de agua
(CRA) néo foi observada diferenga significativa (p > 0,05) entre as amostras. Os
valores obtidos para os residuos de caju do Cerrado foram maiores do que os obtidos
para o p6 da casca da manga (4,57 g/g) e para fibra da manga (1,47 g/g) no estudo
de Roidoung; Ponta; Intisan (2020). Os resultados deste estudo também foram
maiores do que os valores encontrados para a farinha do residuo de agai (3,12 g/g)
(b.s) (Borges et al., 2021). A capacidade das fibras alimentares em reter a 4gua esta
relacionada com a fonte de fibra alimentar. Os resultados obtidos neste estudo indicam
gue as amostras analisadas tém capacidade para armazenar de 4,76 a 5,25 g de peso
préprio em agua, e de acordo Elleuch et al. (2011), as fibras alimentares com alta CRA

podem ser usadas como ingredientes funcionais em produtos que requerem
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hidratagdo, impossibilitando uma sinérese, melhorando o rendimento, e modificando
a viscosidade e textura.

A capacidade de retengao de 6leo (CRO) € uma propriedade tecnoldgica que
esta associada com a estrutura quimica dos polissacarideos. Esta propriedade é
importante para evitar a perda de gordura durante o cozimento e, consequentemente,
tem influéncia no sabor, como também, potencial em modificar as propriedades de
textura, funcao estabilizantes e emulsdes além de influenciar na vida de prateleira de
produtos alimenticios (Crizel et al., 2016; Elleuch et al., 2011). A amostra de residuo
RCA apresentou maior (p < 0,05) capacidade de retencdo de 6leo em relacédo as
demais amostras. Os resultados encontrados sdo maiores quando comparados a
outros valores obtidos para farinha da casca de feijoa (Acca sellowiana) (2,3 g/g)
(Almeida et al., 2020) e farinha do fruto de Palmeira (Aiphanes aculeata) (3,11 g/g)
(Beltran et al., 2021). A determinagao da CRO é importante para o desenvolvimento
de novos produtos, cozidos ou fritos, bem como sua estabilidade durante o
armazenamento. Uma boa capacidade de CRO é de grande relevancia para evitar a
formacao de gorduras, que podem ocasionar fendmenos de degradagéo dos produtos,
como a oxidacgao lipidica e com isso afetando a aceitagao do produto pelo consumidor
(Sathe, 2002 e Damodaran; Parkin; Fennema, 2010).

O indice de solubilidade (IS) indica a quantidade de moléculas soluveis em
agua em uma determinada amostra, sendo um parametro utilizado para avaliar o grau
de degradacédo dos granulos de amido (Trombini, Leonel e Mischan, 2013). Neste
estudo ndo foi observado diferencga significativa entre o IS das amostras de residuo (p
> 0,05). Os resultados sao préximos aos resultados obtidos para o subproduto de buriti
(8,79 g9/1009) (b.s) no estudo de Resende; Franca; Oliveira, (2019) e para residuo de
farinha de mangaba (9,24 g/100; 9,96 g/100 e 10,75 g/100g) do estudo de
Vasconcelos et al., (2023). As variagdes do IS de um determinado produto ocorrem
devido a sua constituicdo quimica e a interagéo entre seus constituintes e a agua, e
também estdo relacionadas a aplicagao de tratamentos térmicos, que tendem a
aumentar a sua solubilidade (Ahmed; Al-Jassar; Thomas, 2015; Leite et al., 2018).

Para a capacidade de intumescimento (Cl) também nao foi observada
diferencga significativa (p > 0,05) entre as amostras. Esse volume do intumescimento
reflete a capacidade que o residuo tem de se expandir, possibilitando com que a matriz
da fibra incha quando ocorre a absorgdo da agua (Garcia et al., 2017). Esses

resultados para os residuos de caju do Cerrado foram maiores do que os encontrados
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para os subprodutos de buriti (3,70 mL/g) (b.s) (Resende; Franca; Oliveira, 2019b). A
capacidade de intumescimento € uma propriedade que pode contribuir ao potencial
de aplicabilidade de um concentrado fibroso em sistemas alimentares aquosos (Silva-
Sanchez et al., 2004).

Tabela 6 — Propriedades tecnoldgicas e parametros de cor dos residuos de caju do

Cerrado (A. othonianum Rizz.).

Analises Amostras

Propriedades Tecnolégicas RCA RCL RCV

CRA (g/9) 5,25 + 0,252 476+0,17%8 5,000,572
CRO (g/9) 5,64 + 0,132 4,74 £ 0,13 5,03 £ 0,11°
IS (9/100g) 9,89 + 5,002 10,16 £ 3,372 10,01 £ 4,992
Cl (mL/g) 17,86 £ 2,482 18,56 + 1,372 17,28 + 2,392
Parametros de cor

L* 65,11 £ 0,282 52,73 +£0,09° 48,14 +0,18°
a* 3,82 £ 0,03¢ 8,23+0,02° 20,28 + 0,142
b* 37,00+ 0,202 2591+0,20° 13,99 +0,11°¢

Valor médio + desvio padréo (n=3) em base seca (b.s). Valores seguidos de letras diferentes na
mesma linha indicam que os valores s&o significativamente diferentes (p < 0,05). RCA: Residuo de
Caju Amarelo; RCL: Residuo de Caju Laranja; RCV: Residuo de Caju Vermelho; CRA: Capacidade de
retengdo em agua; CRO: Capacidade de retengao em 6leo; IS: indice de solubilidade em agua; Cl:
Capacidade de intumescimento.

Para os resultados dos parametros de cor L*, a*e b* dos residuos de caju do
Cerrado, também apresentados na tabela 6, foi possivel verificar diferenca
significativa (p < 0,05) entre todas as amostras. A cor € um dos atributos de qualidade
mais importantes para a industria de alimentos. Devido aos pigmentos sintéticos
serem cada vez mais rejeitados pelo consumidor, a busca por alternativas saudaveis,
como os corantes naturais provenientes de frutas e legumes, vem sendo cada vez
mais valorizados (Ayala-Zavala et al., 2011). Para os valores de luminosidade, a
amostra RCA apresentou um maior valor, seguido do RCL e RCV.

A cor caracteristica de frutas avermelhadas é decorrente da presenca de
carotenoides e também antocianinas, que sao pigmentos naturais soluveis em agua,

pertencente ao grupo dos compostos fendlicos, considerados metabdlitos secundarios
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(Oliveira et al., 2022). Como esperado, o RCV, apresentou maior valor para o
parametro a* (relacionado a cor vermelha), corroborando com os valores de
antocianinas totais. Resultados similares foram obtidos no estudo de Schweiggert et
al. (2016), que realizaram a identificacdo e quantificagdo de carotenoides e
antocianinas da polpa e da casca do caju (Anacardium occidentale). Da mesma forma,
0s maiores valores para o parametro b* (relacionado a cor amarela) ocorreram para o

RCA, que apresentaram o maior teor de carotenoides.

3.10. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As micrografias eletronicas dos residuos sdo mostradas na Figura 3. Todas as
amostras apresentaram formas e tamanhos irregulares. As micrografias com aumento
de 50x (Fig. 3 - a, b, c,) mostraram estruturas fragmentadas em forma de bastao
vertical, o que pode ser indicativo de fibra alimentar (Cunha et al., 2020). Nas
micrografias com aumento de 1500x% (Fig. 3 — g, h, i) foi observada a aderéncia das
particulas, estrutura porosa e presencga de granulos redondos, hexagonais, lisos e de
diferentes tamanhos. Esse formato arredondado caracteristico apresentado nas
micrografias deste estudo é semelhante aos granulos de amido relatados em graos
de milho (Sousa et al., 2019).

Os granulos de amido também foram observados em micrografias de farinha
de bagago de maga (O’Shea et al., 2015). Segundo Fennema, Damodaran e Parkin
(2010) os granulos de amido podem ter formato esférico e angular e granulos ovais.

Haris et al., (2023) observaram nas micrografias eletrbnicas de bagacgo de
tdmaras de menor ampliagao (20 e 50 ym) a presenga de aglomerados principalmente
por causa dos agucares no bagaco, entretanto, em maior ampliagao (500 e 1000 um)
observaram uma estrutura fibrosa em forma de feixes, devido a predominancia
relatada de fibra insoluvel alimentar. Esse comportamento foi semelhante ao
encontrado nas microestruturas do residuo de caju do Cerrado.

A microscopia eletrénica de varredura € de suma importancia para identificar
a forma das estruturas dos alimentos, como amido, agregados de proteinas, fibras e
cristais de gordura. A organizagao dessas estruturas e os complexos que elas formam
também podem ser estudados por MEV com o objetivo principal de esclarecer as

funcdes e interagdes entre esses componentes alimentares (Rashidian et al., 2021).



Figura 3 — Micrografia Eletrénica de Varredura dos residuos de caju do Cerrado
(Anacardium othonianum Rizz.). Imagens na coluna vertical representam as
amostras RCA: Residuo de caju amarelo, RCL; Residuo de caju laranja e RCV:
Residuo de caju vermelho. As imagens na horizontal correspondem ao aumento
de x50, x150, e de x1500.
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3.11. CORRELACAO ENTRE PERFIL POLIFENOLICO, COMPOSICAO
MONOSSACARIDICA E MINERAL

Houve uma clara separagéo entre o residuo de caju do Cerrado de diferentes
cores. O conjunto de dados das amostras revelou que 100% da variabilidade total foi
representada em dois componentes principais (PC1 x PC2) (Figura 4). O PC1 explicou
55,14% da variabilidade dos dados, enquanto o PC2 explicou 44,86%.

Figura 4 — Andlise de componentes principais do perfil polifendlico, composigao
monossacaridica e perfil mineral residuos obtidos de RCA, RCL e RCV. Gae- acido
galico; Fer- acido ferulico; Acido Pro-Protocatecuico; Kae- Kaempferol; Sir- acido
siringico; Cat- Catequina; Epicatequina; Chl- Acido clorogénico; Epi-
Epigalocatequina, Co- up-Acido cumarico; Elg- acido elagico; Van- Vanillic acid, Myr-
Myricetin; Que- Quercetina; Rha-Rhamnose; Fuc- Fucose; Ara-Arabinose; Xil-Xilose;
Man- Manose; Gal- Galactose; Uro- Acido urdnico.
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A andlise multivariada revelou que a maioria dos compostos fendlicos
individuais, monossacarideos e minerais separou a amostra RCV em PC1. Observou-
se que a amostra de RCV apresentou forte associagdo com acido elagico, acido
siringico, epigalocatequina, kaempferol, acido protocatecuico, acido galico, catequina
e epicatequina. Além disso, a amostra de RCV mostrou uma forte associacdo com
varios monossacarideos (ramnose, galactose, xilose, fucose, acido urdnico, manose
e arabinose) e microelementos (Zn, Mn, S, B, K e Mg). No entanto, a amostra de RCL

foi associada apenas com Ca, P, Fe, Cu, glicose e acido urénico. Por outro lado, a



64

amostra RCA foi associada apenas aos polifendis quercetina, miricetina, acido
vanilico, galico, p-cumarico e rutina. A abordagem multivariada revelou que residuos
de caju do Cerrado de diferentes cores apresentam diferengas consideraveis em suas

composi¢des quimicas.

4. CONCLUSOES

Os residuos do caju do Cerrado apresentaram potencial para serem usados
como fontes de fibras e minerais, como K, P, Fe, Cu e Mg, que sao essenciais e
fisiologicamente importantes para a saude humana. O RCV apresentou maior teor de
polifendis, antocianinas e capacidade antioxidante. As condi¢cbes 6timas de extragao
enzimatica de compostos fendlicos do residuo de caju do Cerrado foram obtidas em
pH 5,5, tempo de extragcdo de 120 min e temperatura de 55°C. A miricetina, o acido
vanilico e o acido galico foram os polifendis predominantes nas amostras, com
destaque para o RCA. A analise de componentes principais mostrou que as amostras
do residuo de caju foram agrupadas de acordo com suas cores, considerando seus
potenciais perfis polifendlicos e monossacarideos. Os resultados obtidos neste estudo
fornecem informacgdes valiosas sobre o potencial bioativo e as propriedades
nutricionais do residuo de caju do Cerrado, incentivando seu uso sustentavel nas
areas de ciéncia e tecnologia de alimentos. A utilizacdo desse residuo € uma
alternativa viavel para o desenvolvimento de produtos com qualidade para a industria
de alimentos, com alto valor agregado. Contribuindo também com a redugdo do

desperdicio agroindustrial e favorecendo a diminuigdo do impacto ambiental.
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CAPITULO 3

IMPACTO DA DIGESTAO GASTROINTESTINAL SIMULADA IN VITRO E
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E BIOACESSIBILIDADE DOS COMPOSTOS
FENOLICOS E DOS MINERAIS DO RESIDUO DO CAJU DO CERRADO

(Anacardium othonianum Rizz.)
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RESUMO

O caju do Cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) € um fruto nativo do Cerrado
brasileiro que apresenta grande potencial econédmico e nutricional. Este estudo avaliou
pela primeira vez a influéncia da digestao gastrointestinal in vitro nos fendlicos e na
capacidade antioxidante, além da bioacessibilidade dos fendlicos individuais e
minerais em residuos de caju amarelo (RCA), laranja (RCL) e vermelho (RCV) da
espéecie Anacardium othonianum Rizz. Todas as amostras apresentaram maior teor
de compostos fendlicos totais (CFT) apds a digestdo gastrica e intestinal. A maior
capacidade antioxidante avaliada pelo método ABTS foi observada em todas as
amostras na fase intestinal, enquanto para o método redutor férrico (FRAP) foi
observado uma maior atividade antioxidante na fase gastrica. Em relagdo aos
compostos fendlicos, foram identificados um acido fendlico (acido p-cumarico) e dois
flavonoides (isoquercetina e rutina), que apresentaram concentragdes diferentes para
todas as amostras de residuo de caju e comportamentos diferentes nas fases da
digestdo. Muitos desses compostos sdo degradados ou n&o absorvidos ao longo do
processo gastrointestinal, devido aos acidos fendlicos serem mais sensiveis a
alteracdes de pH ou ac¢ao enzimatica. Elevados teores de minerais como Ca e P foram
encontrados para todas as amostras apds a digestao gastrointestinal in vitro. A
bioacessibilidade dos fendlicos individuais variou entre os residuos avaliados. A maior
bioacessibilidade foi observada para o acido p-cumarico na amostra RCA (176,25 %)
e a menor para isoquercetina na amostra RCV (44,56%). O Ca e o Mg tiveram uma
maior bioacessibilidade para o residuo de caju amarelo (RCA) com 114,47 e 163,85
%, respectivamente. De uma forma geral, a bioacessibilidade e a bioatividade dos
compostos fendlicos e minerais dos residuos de caju pode ser influenciada pela fragéo
e a fase digestiva avaliada.

Palavras-chave: Anacardium othonianum Rizz., fendlicos, minerais, digestao
gastrointestinal.
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ABSTRACT

Cerrado cashew (Anacardium othonianum Rizz.) is a fruit native to the Brazilian
cerrado that has great economic and nutritional potential. This study evaluated for the
first time the influence of in vitro gastrointestinal digestion on phenolics and antioxidant
capacity, in addition to the bioaccessibility of individual phenolics and minerals in yellow
(RCA), orange (RCL) and red (RCV) cashew residues of the species Anacardium
othonianum. Rizz. All samples were collected higher total phenolic compound (TPC)
after gastric and intestinal digestion. The greatest antioxidant capacity of the ABTS
method was observed in all samples in the intestinal phase, while the ferric reducing
method (FRAP), a greater antioxidant activity was observed in the gastric phase. In
relation to phenolic compounds, a phenolic acid (p-coumaric acid) and two flavonoids
(isoquercentin and rutin) were identified, which contained different concentrations for
all cashew exclusion samples and different behaviors in the digestion phases. Many of
these compounds are degraded or not absorbed throughout the gastrointestinal
process due to phenolic acids, being more sensitive to changes in pH or enzymatic
action. High levels of minerals such as Ca and P were found for all samples after in
vitro gastrointestinal digestion. The bioaccessibility of phenolic individuals varies
between those evaluated. The highest bioaccessibility was for p-coumaric acid in the
RCA sample (176.25%) and the lowest for isoquercentin in the RCV sample (44.56%).
In the bioaccessibility of minerals, Ca and Mg had greater bioaccessibility for the
elimination of yellow cashew (RCA) with 114.47 and 163.85%, respectively. In general,
the bioaccessibility and bioactivity of phenolic and mineral compounds from cashew
residues can be influenced by the fraction and digestive phase evaluated.

Keywords: Anacardium othonianum Rizz., phenolics, minerals, gastrointestinal
digestion.
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1. INTRODUGAO

O caju do Cerrado (Anacardium othonianum Rizz) é uma espécie nativa
brasileira de grande importancia na regido do Cerrado (Araujo Padilha, de et al., 2020).
Seu pseudofruto possui caracteristicas sensoriais atrativas, apresentando um sabor
levemente acido e suculento, e uma coloragéo que varia entre amarelo, laranja e
vermelho. Além disso, seu consumo tanto in natura quanto processado apresenta
potenciais efeitos benéficos a saude, devido a sua composi¢ao quimica, composta
principalmente por fibras, compostos fendlicos, antocianinas, minerais e vitamina C
(Alves et al., 2017; Oliveira, Valeria F et al., 2019).

O caju do Cerrado é utilizado especialmente na produgdo de sucos, no
entanto, apds a extragdo do suco é gerado uma grande quantidade de residuos
(Araujo Padilha et al., 2020). O bagaco de A. othonianum Rizz. de diferentes cores foi
caracterizado previamente pelo nosso grupo de pesquisa, e foi observado que
independentemente da cor ele pode ser usado como importante fonte de fibra
alimentar e minerais, como K, P, Fe, Cu e Mg (Freitas et al., 2023).

A analise dos compostos fendlicos e da composig¢ao elementar dos macros e
micronutrientes presentes em residuos de frutas vem ganhando cada vez mais
atencao devido a sua importancia para a saude humana. No entanto, € importante
ressaltar que nem todos os polifendis e minerais sao absorvidos pelo organismo com
a mesma eficiéncia. Esses compostos, na maioria das vezes, encontram-se na forma
conjugada e ndo conseguem ser absorvidos (Barros et al., 2020). Neste sentido, é de
grande relevancia conhecer e entender a bioacessibilidade destes compostos. A
bioacessibilidade dos fitoquimicos de alguns subprodutos ja foi estudada, como a de
tomate (Coelho et al., 2023), suco da casca do meldo (Gémez-Garcia et al., 2022),
semente de agai (Rossetto et al., 2020) e farinha do bagaco de uva (Beres et al.,
2019). Entretanto, ainda nao foi relatado o estudo sobre a bioacessibilidade dos
fitoquimicos do bagacgo do caju do Cerrado.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da digestao
gastrointestinal in vitro sobre o conteudo de fendlicos totais e capacidade antioxidante,
além de analisar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos individuais e dos
minerais presentes nos residuos de caju amarelo (RCA), laranja (RCL) e vermelho

(RCV) da espécie A. othonianum Rizz.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.REAGENTES

Para a simulagao gastrointestinal in vitro as enzimas a-amilase, pepsina e
pancreatina e os sais biliares hidrato de taurocolato de sédio, glicodesoxicolato de
sédio e hidrato de taurodesoxicolato de sddio, bem como os padrdes analiticos para
a analise de compostos fendlicos individuais (acido p-cumarico, 4-metilumbeliferona,
acido vanilico, rutina, naringina, (+)-catequina, sinapaldeido, cafeico acido, acido
clorogénico, coniferaldeido, siringaldeido, crisina, hesperidina, acido siringico,
kaempferol, pigenina, isorhamnetina, pinobanksina, acido ferulico, acido sinapico,
acido p-aminobenzdico, naringenina, galato de (-)-epigalocatequina, (-)-
epicatequina, acido salicilico, quercetina, acido galico, acido benzdico, acido 3,4-di-
hidroxibenzdico, pinocembrina, luteolina e galangina), e os demais reagentes em grau
analiticos (etanol, n-hexano, acetato de etila, hidroxido de sédio (NaOH), acido
cloridrico (HCI),Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e o radical ABTS [2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico)]) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Para analise
elementar, as solugdes padrdes certificadas (1000 mg/L) de cada elemento (Al, Cd,
Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ca, Mg, P) foram obtidas de Spex Certiprep Chemical (Metuchen,
New Jersey, EUA). Metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) foram adquiridos da Merck
(Darmstadt, Alemanha), e acido férmico grau HPLC foi adquirido de JT Baker
(Phillipsburg, NJ, EUA). A agua ultrapura foi obtida de um sistema de purificacdo de
agua MegaPurity (Billerica, MA, EUA).

2.2.OBTENCAO DO RESIDUO DO CAJU DO CERRADO

Os frutos de caju do Cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) de coloragao
amarela (RCA), laranja (RCL) e vermelha (RCV) foram coletados entre setembro e
outubro de 2018 no bioma Cerrado, especificamente na regido de Montes Claros de
Goias (Goias, Brasil) (16°06°20” S e 51°17°11” W). Os cajus de cores amarelo, laranja
e vermelho foram processados separadamente por cor em um liquidificador industrial
(Modelo LS-08MB-N, Skymsen, Brusque, SC, Brasil) para extrair o suco e assim obter

os residuos sélidos das amostras de bagaco, de acordo com a metodologia descrito
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por de Freitas et al., (2023). As amostras liofilizadas foram trituradas em moinho de
facas (10 mesh) (R-TE-648, Tecnal, Sao Paulo, SP, Brasil) e armazenadas a -22°C
até o momento da analise. Todas as analises foram realizadas com amostras

liofilizadas.

2.3. SIMULACAO GASTROINTESTINAL IN VITRO

A simulagdo gastrointestinal in vitro foi realizada conforme a metodologia
proposta por Minekus et al. (2014). A digestdo consistiu em trés fases (fase oral,
gastrica e intestinal). As amostras nado digeridas foram submetidas as mesmas
condi¢cbes de digestao in vitro (tempo e temperatura), porém sem a presenga de
enzimas (a-amilase, pepsina, pancreatina) e sais biliares (taurocolato de sddio
hidratado, glicodesoxicolato de sddio e taurodesoxicolato de sodio hidratado). Para a
fase oral, 0,25 g de cada amostra de residuo de caju do Cerrado (RCA, RCL, RCV),
3,5 mL de fluido salivar (pH 7,0) e 0,5 mL de enzima a-amilase (75 U/mL) foram
agitados (100 rpm) por 2 min a 37 °C em banho-maria. As amostras foram submetidas
a fase gastrica para a sequéncia de digestao. Nesta fase, 3,75 mL de fluido gastrico
(pH 3,0), 0,8 mL de pepsina (2000 U/mL) e 10 pyL de CaClz2 (0,3 M) foram adicionados
a mistura e mantidos em banho-maria sob agitagao (100 rpm) por 2 horas a 37 °C.
ApoOs a fase gastrica, as amostras foram submetidas a fase intestinal, onde foi
adicionado 5,5 mL fluido intestinal, 2,5 mL de pancreatina (800 U/mL), 1,25 mL de sais
biliares (10 mol/L) e 20 yuL CaClz (0,3 mol/L). Nesta etapa, o pH foi ajustado para 7,0
com NaOH 1 M e as amostras foram incubadas em banho termostatico a 37 °C por 2
h. Ao final de cada etapa da digestado, uma aliquota foi retirada e centrifugada (3000
rpm por 10 min a 25 £ 2 °C) (Hermle Z200A, Wehingen, Alemanha). O sobrenadante

foi coletado, filtrado e analisado diretamente em um sistema LC-MS/MS.

2.4.COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO
EM AMOSTRAS DIGERIDAS E NAO DIGERIDAS

Os compostos fendlicos totais (TPC) das amostras nao digeridas e apos
digestao simulada in vitro foram determinados usando o reagente Follin- Ciocalteau
(Singleton e Rossi, 1965). A leitura da absorbéancia foi realizada a 765 nm em

espectrofotdbmetro UV-VIS (modelo U-1800, Hitachi, Japao) e os resultados foram
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expressos em mg equivalente de acido galico (EAG) por g de amostra (base seca). A
capacidade antioxidante foi determinada pelos métodos de atividade de captura do
radical livre ABTS* (RE et al., 1999) e pelo potencial antioxidante redutor férrico
(FRAP) (Benzie e Strain, 1996). As amostras foram avaliadas em 754 e 620 nm para
os radicais ABTS e FRAP, respectivamente. Os resultados dos ensaios foram

expressos em uM equivalente de Trolox (TEAC) por grama de amostra (base seca).

2.5.ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS INDIVIDUAIS EM AMOSTRAS
DIGERIDAS E NAO DIGERIDAS POR LC-ESI-MS/MS

Os compostos fendlicos individuais das amostras RCA, RCL, RCV foram
determinados para amostras nao digeridas e apés digestdo simulada in vitro de acordo
com a metodologia descrita por Seraglio et al., (2016). Medi¢cdes de cromatografia
liquida acoplada ao espectrometro de massas com ionizagéo por electrospray (LC-
ESI-MS/MS) foram realizadas em um sistema cromatografico Agilent série 1290
(Agilent Technologies, Wilmington, DE, EUA) acoplado a um espectrémetro de massa
quadrupolo linear hibrido QTRAP 5500 (Sciex, Foster City, CA) equipado com uma
fonte de ionizagao por electrospray (ESI). A separagao analitica foi realizada em uma
coluna VENUSIL C18 (100 mm x 2,1 mm; didametro de particula de 3 um) (Bona
Angela Technologies, Wilmington, EUA). A temperatura da coluna foi fixada em 40 °C
e a vazao adotada foi de 300 pL/min, e um volume de 5 L foi injetado para todas as
solugdes padrdao e amostras. A fase mével consistiu em solvente A (agua com 0,1%
de acido formico) e solvente B (acetonitrila com 0,1% de acido formico). O gradiente
para fase mével foi programado da seguinte forma: 98% A (v/v) de 0 a 4,0 min, 98—
80% A (v/v) de 4,0 a 7,0 min, 80-10% A (v/v) de 7,0 a 14,0 min, 10% A (v/v) de 14,0
a 15,0 min, 10-98% A (v/v) de 15,0 a 17,0 min. O tempo de equilibrio da coluna entre
cada corrida foi de apenas 4 min, enquanto o tempo total de corrida foi de 17 min.

O espectrébmetro de massa foi operado no modo Monitoramento de Reacdes
Multiplas (MRM), de acordo com os seguintes parametros: voltagem de lonSpray 5500
V; gas de cortina de 25 psi; gas nebulizador (GS1) e gas auxiliar (GS2) de 55 psi;
temperatura da fonte de 400 °C. Para o processamento dos dados foi utilizado um
software Analyst 1.6.2 (Sciex, Foster City, CA).
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2.6.COMPOSIGCAO ELEMENTAR POR ICP OES

A composicdo elementar das amostras foi determinada usando um
espectrometro de emissédo Optica de plasma acoplado indutivamente (ICP OES),
através do monitoramento de dez elementos (Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ca, Mg e P).
A andlise foi realizada no espectrdmetro iCAP 6000 Series (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) equipado com um nebulizador tipo Meinhard® e uma camara de spray
ciclone e um CETAC ASX-520 automatico. A digestdo das amostras foi realizada em
forno de micro-ondas (DGT-100 Plus Provecto, Provecto Analitica, Sdo Paulo, Brasil)
com acido nitrico e peroxido de hidrogénio. Nas determinacgdes ICP OES utilizou-se o
argbnio com pureza minima de 99,95% como geragao de plasma, nebulizagéo e gas
auxiliar. As seguintes condigdes operacionais foram utilizadas: poténcia de
radiofrequéncia de 1300 W, vazao de gas auxiliar de 1,0 L/min e vazdo de gas
nebulizador de 0,38 L/min. Testes de recuperagéo em trés niveis foram realizados

para verificar a precisdo do método.

2.7.BIOACESSIBILIDADE DOS COMPOSTOS FENOLICOS INDIVIDUAIS E
MACRO E MICROELEMENTOS

O efeito da digestdo gastrointestinal in vitro nos compostos fendlicos e nos
minerais foi avaliado pelo indice de bioacessibilidade (IB) calculado pela Equacgéao 1
(Ortega et al., 2011):

IB (%) = 100x & (D
Onde A, representa o teor de cada composto no final da fase intestinal (Granado-

Lorencio et al., 2007), e B representa o teor de cada composto antes da simulagéo

gastrointestinal in vitro (Ortega et al., 2011).
2.8. ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica foi realizada com o software STATISTICA versao 6.0

(StatSoft Inc., Tulsa, EUA). A andlise de variancia unidirecional e o teste HSD de

Tukey foram usados para avaliar as diferencas estatisticas (p < 0,05) entre as
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amostras antes e depois da digestdo simulada. Todas as analises foram realizadas

em triplicatas e os resultados expressos como médias * desvio padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.EFEITO DA DIGESTAO IN VITRO NO CONTEUDO FENOLICO E NA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados de compostos fendlicos totais (CFT) e atividade antioxidante
para as amostras digeridas e ndo digeridas estao apresentados na Tabela 1. Foi
observado um aumento no CFT (p < 0,05) durante a simulagao gastrointestinal in vitro
para os residuos de caju do Cerrado, sendo que as amostra RCA, RCL e RCV
apresentaram maior CFT na fase intestinal em comparagcdo com a fase oral. Este
aumento pode ser explicado pela liberagdo dos compostos fendlicos que estéo ligados
as fibras e outros componentes do bagacgo de caju por hidrélise enzimatica (Wang, He
e Chen, 2014; Yagci et al., 2022). Os menores teores de CFT foram encontrados nas
amostras nao digeridas, sugerindo que os compostos fendlicos foram efetivamente
liberados das matrizes para os sucos gastrico e intestinal, provavelmente devido pH
acido e atividades enzimaticas (Djaoudene et al., 2021). No estudo de Barros et al.
(2020) avaliaram o impacto da digestéao in vitro sobre os compostos fendlicos de caju,
cupuagu e graviola e também observaram um aumento nos teores de compostos

fendlicos apds a digestao in vitro.
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Tabela 1 — Alteragao nos compostos fendlicos totais, atividade antioxidante in vitro
das amostras do residuo de caju do Cerrado durante simulagao gastrointestinal in
vitro de amostras digeridas e nao digeridas.

Compostos fendlicos totais (CFT) (mg EAGI/g)

Amostras RCA RCL RCV
Nao-digerida 1,11C + 0,01 1,89°C + 0,2 3,282C + 0,1
Oral 2,74°C + 0,05 3,34PB + 0,07 4,5238 + 0,04
Gastrica 10,062 + 1,0 9,882+ 0,5 9,952+ 0,2
Intestinal 7,188+ 0.2 9,992A+ 0,3 9,512A+ 0,2
Capacidade antioxidante in vitro — ABTS (UM Trolox/g)
Amostras RCA RCL RCV
Nao-digerida 128,948+ 266 161,172A+ 048  89,37°E+ 0,60
Oral 29,2720+ 0,5 29,7220+ 2 17 30,9120+ 1,57
Gastrica 52,15 + 0,25 54,92°C+ 0,94 61,06+ 1,13
Intestinal 149,242A + 0,98 147,592 +1 5 137,78%A+ 2,19
Capacidade antioxidante in vitro — FRAP (UM Trolox/g)
Amostras RCA RCL RCV
Nao-digerida 4,06°C+0,5 3,93°D + 0,06 25,902C + 0,56
Oral 15,21°B + 0,24 16,518+ 0,2 17,66 + 0,31
Gastrica 31,1722+ 0,19 31,7722 + 0,65 34,0424+ 0,09
Intestinal 3,35+ 0,12 8,72°°+ 0,19 31,3828 + 0,56

Resultados expressos em média + DP em base seca (n=3). Letras minusculas na mesma linha
diferem estatisticamente entre as amostras (p< 0,05). RCA: Residuo de caju amarelo; RCL: Residuo
de caju laranja e RCV: Residuo de caju vermelho. Letras mailsculas na mesma coluna mostram as

diferencgas significativa da amostra de residuo de caju durante as fases de digestao pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Para a capacidade antioxidante avaliada pelos ensaios de ABTS e FRAP das
amostras de residuo de caju digeridas e nao digeridas, foi observado comportamentos
diferentes para cada método. A maior capacidade antioxidante determinada pelo
método ABTS foi observada em todas as amostras digeridas na fase intestinal.
Segundo Cdmert; Mogol; Gokmen, (2020), o aumento da atividade antioxidante em
condicdes intestinais pode ser atribuido a desprotonacao da por¢ao hidroxila presente
nos anéis aromaticos dos compostos fendlicos. Esse aumento também pode estar
relacionado ao aumento de compostos fendlicos totais na fase intestinal ou associado
a possibilidade de maior afinidade dos derivados fendlicos formados em condi¢des
alcalinas para esse ensaio (Ozkan, Karadag e Sagdic, 2022). Comportamento similar
a estes resultados foi observado por Farias et al. (2021) ao avaliarem o efeito da
digestao in vitro na bioacessibilidade dos compostos fendlicos nos frutos e sementes
de uvaia. Estes pesquisadores verificaram que a capacidade antioxidante
determinada pelo método ABTS da fracdo comestivel da polpa e casca de uvaia
também aumentou significativamente na fase intestinal. Araujo et al. (2021) também

observaram aumento na capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS
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apos a digestdo gastrointestinal nas amostras de polpa, casca e semente de araga-
boi.

Ja para a atividade antioxidante avaliada pelo método redutor férrico (FRAP),
foi observado maiores valores na fase gastrica para todas as amostras, quando
comparada a fase oral, intestinal e da amostra nao digerida. Para amostras RCA e
RCL, a atividade antioxidante da fase intestinal foi menor do que as encontradas nas
fases oral e gastrica. Esse mesmo comportamento de redugcdo de atividade
antioxidante determinada por FRAP também foi observado no estudo de Cao et al.
(2021) para os extratos etandlicos da casca de maracuja.

A atividade antioxidante nos alimentos esta diretamente relacionada as
estruturas quimicas dos seus compostos fendlicos, os quais capturam diferentes
fontes de radicais ou antioxidantes usando mecanismos diferentes, o que depende do
sistema de reacio imposto pelo método para avaliagdo, bem como dos componentes
da matriz alimentar (Hidalgo, Sanchez-Moreno e Pascual-Teresa, 2010; Nora et al.,
2014). Sendo assim, essas diferencas observadas nos ensaios antioxidantes das
amostras do residuo de caju durante simulagao gastrointestinal in vitro se baseiam em
duas metodologias diferentes, podendo cada método de avaliagdo da atividade

antioxidante atuar com diferentes mecanismos de acao (Dutra et al., 2017).

3.2.EFEITO DA DIGESTAO GASTROINTESTINAL /N VITRO SOBRE OS
COMPOSTOS FENOLICOS

Os fendlicos identificados nas amostras de residuo de caju do Cerrado de
diferentes cores durante a digestdo in vitro e amostras nao digeridas estdo
apresentados na Figura 1. Foram identificados trés compostos fendlicos em todas as
amostras, sendo eles, um acido fendlico (acido p-cumarico) e dois flavonoides
(isoquercetina e rutina).

A rutina (Figura 1c) foi o composto majoritario das amostras nao digeridas de
RCL e RCV, com concentragbes de 7,43 * 0,45 ug/g e 13,57 + 0,01 pg/g,
respectivamente. Ambas as amostras também apresentaram a isoquercetina como o
segundo composto mais abundante (Figura 1a). Segundo Semwal et al., (2021), a
rutina € um flavonoide com propriedades antioxidante, anti-hipertensiva, antidiabética,

anti-inflamatdria e com capacidade de protegéo cardiaca. Por outro lado, na amostra
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RCA, o composto majoritario foi o acido p-cumarico (Figura 1b), com uma
concentragao de 9,14 £ 0,25 pg/g.

A digestao in vitro afetou o teor dos compostos fendlicos, especialmente na
fase gastrica. Todas as amostras apresentaram uma redugao significativa (p < 0,05)
de isoquercetina e rutina. O acido p-cumarico nao foi detectado durante a fase
gastrica. No entanto, na fase intestinal, todas as amostras apresentaram alta
concentracédo do acido p-cumarico. De acordo com Blanco Canalis et al. (2020), a
diminuicdo ou ndo detecg¢do destes compostos ao longo da digestdo pode ser devido
aos acidos fendlicos serem mais sensiveis a alteragdes de pH ou acao enzimatica.
Comportamentos semelhantes foram observados em outros estudos, onde ocorreu
um aumento de determinados compostos na fase intestinal da digestao in vitro. Inada
et al. (2020) avaliaram o efeito da digestao gastrointestinal e bioacessibilidade sobre
os compostos fendlicos da casca e das sementes de jabuticaba e observaram que
dos oito compostos fendlicos analisados, cinco tiveram aumento na fase da digestao
intestinal. Resultados semelhantes também foram encontrados no estudo de Ismail et
al., (2021), que investigaram a digestdo gastrointestinal da polpa e subprodutos do
fruto do Baoba (Adansonia digitata). A maioria dos compostos fendlicos da polpa e do
residuo do fruto Baoba apresentaram aumento de concentracdo durante a fase
intestinal em comparagao com a fase gastrica da digestao. Esse comportamento pode
estar relacionado ao efeito da pancreatina na matriz alimentar, que € uma enzima
digestiva intestinal que facilita a liberagdo desses compostos ligados a matriz (Ismail
etal., 2021).

Na fase intestinal, foram encontrados isoquercetina (5,90 £ 1,38 ug/g), p-
cumarico (17,52 + 0,29 ug/g) e rutina (8,33 + 0,32 ug/g) na amostra RCV, porém, a
amostra RCL apresentou somente os compostos p-cumarico (15,29 + 0,16 ug/g) e
rutina (4,57 + 0,02 pg/g). Em relagdo a amostra RCA, ndo foram encontrados os
compostos fendlicos isoquercetina e rutina na fase intestinal. De acordo com Ribeiro
et al. (2019), muitos compostos fendlicos sao degradados/perdidos, metabolizados,
ou até mesmo nao absorvidos ao longo do processo gastrointestinal. Além disso, o
pH do ambiente intestinal juntamente com a acdo dos sais biliares pode alterar as
estruturas quimicas dos compostos fendlicos, e assim resultar em compostos novos

e com diferentes biodisponibilidades (Koehnlein et al., 2016).
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Figura 1 — Composigao fendlica individual dos residuos de caju do Cerrado de
diferentes cores durante a simulagao da digestao gastrointestinal in vitro.
Isoquercetina (a), p-cumarico (b) e rutina (c). indice de bioacessibilidade dos
compostos fendlicos apds o processo de digestao in vitro dos residuos de caju do
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Resultados expressos em média + DP em base seca (n=3). Letras minusculas diferem
estatisticamente entre as amostras de residuo (p< 0,05). RCA: Residuo de caju amarelo; RCL:
Residuo de caju laranja e RCV: Residuo de caju vermelho. Letras maiusculas mostram as diferencgas
significativa da amostra de residuo de caju durante as fases de digestéo pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para as alteragbes dos compostos fendlicos individuais nos residuos de caju
durante a simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro, foi calculado o indice de
bioacessibilidade apds a digestdo completa, conforme apresentado na Figura 1 (d). A
amostra RCA exibiu o maior indice de bioacessibilidade para o acido p-cumarico
(176,25%). No caso da amostra de residuo laranja (RCL), a rutina mostrou uma
bioacessibilidade de 61,51%, enquanto na amostra vermelha (RCV), tanto a rutina
(61,38%) quanto a isoquercetina (44,56%) foram consideradas bioacessiveis.

E importante salientar que as diversas alteracdes que ocorrem durante a

exposicao as condi¢des gastricas e intestinais (pH e enzimas), podem aumentar ou
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diminuir a solubilidade destes compostos, e consequentemente, afetar a
bioacessibilidade. A bioacessibilidade dos flavonoides também pode ser afetada pelo
processamento, devido as mudancas no ambiente e na microestrutura da matriz
alimentar (Dutra et al., 2017; Lucas-Gonzalez et al., 2016). De acordo com Dutra et al.
(2017) a alta bioacessibilidade de alguns acidos fendlicos pode estar relacionado aos
rearranjos quimicos de alguns compostos.

A Figura 2 representa a soma dos compostos fendlicos individuais apos o
processo de digestdo gastrointestinal in vitro dos residuos do caju do Cerrado. A
amostra RCA apresentou a maior (p < 0,05) concentragao de fendlicos na amostra
nao digerida (19,90 £ 0,77 pg/g) e na fase intestinal (16,09 + 0,54 ug/g), enquanto a
amostra RCL obteve a maior concentragao na fase intestinal (19,86 + 0,18 ug/g). A
amostra RCV apresentou os maiores valores de compostos fendlicos na amostra n&o

digerida e em todas as trés fases avaliadas.

Figura 2 - Soma dos compostos fendlicos individuais dos residuos de caju, durante a
digestao gastrointestinal in vitro e amostras controle.
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Resultados expressos em média + DP (n=3). Letras minusculas diferem estatisticamente entre as
amostras (p< 0,05). RCA: Residuo de caju amarelo; RCL: Residuo de caju laranja e RCV: Residuo de
caju vermelho. Letras mailsculas indicam diferencga estatistica (p<0,05) para cada etapa da digestéo

de cada amostra pelo teste Tukey.

3.3.EFEITO DA DIGESTAO IN VITRO SOBRE OS MINERAIS E SUA
BIOACESSIBILIDADE

Os minerais desempenham um papel crucial no corpo humano, sendo

essenciais para a manutengao de diversos processos. No entanto, como o organismo
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humano nao € capaz de sintetiza-los, € necessario obté-los por meio de fontes
exogenas, sendo a dieta a principal fonte (Schulz et al., 2020). A composi¢cao
elementar dos trés bagacos de caju, RCA, RCL e RCV, e suas fragbes digeridas é
apresentada na Tabela 2.

No RCA foi detectado fésforo (P), magnésio (Mg), calcio (Ca) e zinco (Zn).
Enquanto nas amostras RCL e RCV, além desses macroelementos foram detectados
manganés (Mn), ferro (Fe), cobre (Cu), cromo (Cr), cadmio (Cd) e aluminio (Al) em
algumas fases da digestdo. Entre todos os minerais analisados, Ca, Mg e P foram os
mais bioacessiveis.

Calcio foi encontrado em alta concentragao em todas as amostras, RCA, RCL
e RCV. Foi observado durante a digest&o in vitro que houve aumento do teor de calcio
na fase de digestao gastrica, porém, houve uma redugao na fase intestinal. O calcio
tem como principais fungdes contribuir com a coagulagéo sanguinea e participar do
controle hormonal, sendo que a sua fungao principal é estruturar ossos e dentes.
Durante a digestdo, o calcio precisa se tornar soluvel e permanecer soluvel no
intestino para ser absorvido pelo organismo (Silva et al., 2017).

Os teores de P também foram elevados, apresentando maiores
concentracdes na fase gastrica para as amostras RCL e RCV. A biodisponibilidade da
fracdo do fosforo absorvida no trato gastrointestinal e disponivel na circulagédo
sistémica pode ser afetada pela barreira intestinal (Chande et al., 2021). O menor teor
de minerais encontrado na fase intestinal pode estar relacionado a presencga de alguns
agentes quelantes nos fluidos digestivos, que também podem interferir na sua
absorcao. Alguns minerais podem ter sido perdidos nas amostras residuais (fragéo
nao extraivel) ou precipitados até certo ponto durante a passagem gastrointestinal
simulada (Silva Haas, da et al., 2019). Calcio e fésforo desempenham um papel
importante na mineralizagdo 6ssea, sendo que o calcio influencia a absorgao de
fosforo e vice-versa (Venema, Verhoeven e Verbruggen, 2020).

Em relagdo ao magnésio, a amostra RCA apresentou um maior teor na fase
intestinal, enquanto as amostras RCL e RCV tiveram aumento na fase gastrica e
reducao na fase intestinal do teor deste mineral. O Mg é um dos nutrientes essenciais
que esta envolvido em varias atividades fisioldgicas e no metabolismo celular do corpo
humano (He et al., 2023). De acordo com Ayuk e Gittoes (2014), a absorcao de
magneésio ocorre principalmente no ileo e no célon. O magnésio também faz parte da

estrutura 6ssea mineral juntamente com o calcio e o fosforo e atua nos processos em
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que acontece a troca desses minerais entre os ossos e os tecidos (Premaor e
Brondani, 2016).

O Zn foi encontrado na amostra n&o digerida do RCA e na fase gastrica da
amostra RCL, enquanto para a amostra RCV, o Zn foi encontrado na amostra nao
digerida e na fase gastrica. Parte do zinco endoégeno é continuamente excretada no
lumen intestinal, sendo parte reabsorvida, enquanto o restante, variando de 0,8 mg a
2,7 mg de zinco por dia, é excretado nas fezes (Maares e Haase, 2020).

Um comportamento semelhante foi observado para outros minerais
(manganés, ferro, cobre, cromo, cadmio, aluminio), onde a absorg¢ao ocorreu apenas
na etapa de digestdo gastrica. Esse comportamento sugere que esses minerais nao
foram bioacessiveis apds a digestdo simulada na fase intestinal. Suas concentragbes
em todas as amostras digeridas foram menores do que o limite de detecgdo do
método, indicando que esses elementos tém baixa bioacessibilidade ou podem estar
presentes em niveis tracos no final da digestdo. Resultados similares foram
encontrados no estudo de Ferreira et al. (2022) que avaliaram a bioacessibilidade in
vitro dos micro minerais da polpa e casca do fruto do Cerrado mirindiba (Buchenavia
tomentosa Eichler) e verificaram que todos os micronutrientes, Fe, Cu, Zn e Mn,
apresentaram concentragdes inferiores ao limite de quantificacdo em relacdo aos
teores bioacessiveis.

Em relagcdo a bioacessibilidade dos minerais, notou-se que o Ca e o Mg
tiveram maior bioacessibilidade para o residuo de caju amarelo (RCA), seguido do
residuo laranja (RCL) e residuo vermelho (RCV), respectivamente. Esses minerais
apresentaram bioacessibilidade acima de 100 %, com excec¢é&o para o residuo de caju
vermellho (RCV). Ja o fésforo foi mais bioacessivel na amostra RCL.

No estudo de Gomes et al. (2019), avaliando a bioacessibildade dos minerais
de variedades de uva através da digestdo in vitro simulada, foi observado
comportamento similar ao observado para o residuo de caju. Foi observado que para
uva inteira, além da casca e polpa da variedade bordd, o Ca também foi o
macroelemento mais bioacessivel. E em relagao aos micronutrientes, o Zn foi um dos
poucos quantificados na amostra digerida.

Esses resultados mostram que a digest&o in vitro das amostras do residuo de
caju do Cerrado contribuiu de formas diferentes para liberacdo dos minerais e podem
colaborar para o entendimento das possiveis interagdes entre o processo digestivo

relacionados a matriz alimentar.
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Tabela 2 - Composicao e bioacessibilidade de minerais em residuos de caju do Cerrado de diferentes cores (amarelo, laranja e vermelho) durantes

Minerais (ug/g)

P Mg Ca Zn Mn Fe Cu Cr Cd Al

6896 69°4 902,35% 3256,32°C 768,657

NRCA £1547,19 £15,88 +41.16 £213.80 <LoD <LoD <LOD <LoD <LoD <LOD
1796,5608 382,070 1267 5000

ORCA +39 81 £2.09 +18.15 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
872,20 716.11°C 9804, 15%

GRCA + 140,81 2230 +64.98 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1696,13% 1032,05% 53356228

IRCA + 140,89 +17.87 + 82,01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BRCA 24.59 114,47 163,85 ] ] ] ] ] ] ]
25302158 943,96 42604108

NRCL e e e es 50 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2170,27%8 513,965 1485,762C

ORCL s e i o o <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

GRCL 22362,80A 1246,98% 973128  2536,65'+  1028,66°  7760,97° 180,290 2810,81° 3274522 127405
+ 3383,74 + 156,12 + 499,24 421,98 +189.67  +146264  +3525 £527.46  +49758  +248.85
1796,08% 965,10 4628228

IRCL o er o 1o <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BRCL 71,02 102,24 108,63 i ] ] i ] ] i
9232,83% 1086.88% 6317,09% 950.40°® 20857 238339 908,59

NRCV £1018,36 +16.38 + 8752 + 124,09 +79.33 + 536,01 <LoD <LoD + 119,55 <LoD
2217,432C 577,30 1536,0720

ORCV A AP e <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

GRCV 31496,429A 1134,20% 8124.015%  3092226°A  1972,62°°  14274,40°  5072,06°  5072,06°  244511%A 226149
+ 456451 £ 65,26 +142.85 £57317  +22492 A+1657.63  +72977  +72977  +406,72 31097
1752,702C 930,76 + 4758,745C

IRCV a0 i 00 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BRCV 18,98 85 64 77,54 ] ] ] ] ] ] ]

*Valores médios + desvio padrdo. Letras mindsculas mostram diferenga significativa entre os minerais das diferentes cores de residuo de caju pelo teste de
Tukey (p<0,05). Letras maiusculas mostram as diferengas significativa da amostra de residuo de caju durante as fases de digestao pelo teste de Tukey (p<0,05). NRCA; NRCL; NRCV: amostra ndo
digerida residuo de caju amarelo, laranja e vermelho. ORCA; ORCL; ORCYV: fase oral do residuo de caju amarelo, laranja e vermelho, respectivamente. GRCA; GRCL; GRCV: fase gastrica do
residuo de caju amarelo, laranja e vermelho, respectivamente. IRCA; IRCL; IRCV: fase intestinal do residuo de caju amarelo, laranja e vermelho, respectivamente. BRCA; BRCL; BRCV:
bioacessibilidade do residuo de caju amarelo, laranja e vermelho expresso em porcentagem, respectivamente. LOD: limite de detecgéao.
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4. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a influéncia da digestado gastrointestinal in vitro
sobre os compostos fendlicos totais, capacidade antioxidante, bem como a
bioacessibilidade dos polifendis individuais e minerais dos residuos de caju do
Cerrado. Foi observado um aumento dos compostos fendlicos totais para as amostras
RCA, RCL e RCV durante a digestéo gastrointestinal in vitro. A atividade antioxidante,
determinada pelo método ABTS, foi mais alta também em todas as amostras,
digeridas na fase intestinal. Os compostos isoquercetina, rutina e p-cumarico
premaneceram nas amostras apds a digestdo gastrointestinal, indicando que a
bioacessibilidade dos compostos fendlicos presentes nos residuos de caju foi
dependente da amostra e da fase digestiva avaliada. O acido p-cumarico apresentou
o maior indice de bioacessibilidade para ambas as amostras RCA, RCL e RCV. Jaem
relacdo aos minerais, o Ca e Mg apresentaram o maior indice de bioacessibilidade
para as amostras de residuos. As informagdes aqui relatadas contribuem para o
conhecimento da biodisponibilidade e bioacessibilidade de fendlicos e minerais
presentes no residuo de caju do Cerrado, como uma oportunidade futura para o

desenvolvimento de alimentos nutracéuticos e funcionais.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Até o presente momento nao foram relatados outros estudos com foco no
potencial nutricional do residuo do pseudofruto de caju do Cerrado (A. othonianum
Rizz.) com diferentes cores. Os resultados obtidos neste estudo mostraram que os
residuos de caju do Cerrado constituem fontes de fibras alimentares, vitamina C,
potassio, calcio, fésforo e ferro, com propriedades tecnolégicas satisfatérias,
independente da cor. A amostra de residuo de caju do Cerrado vermelha (RCV) foi a
qgue mais se destacou em relagao ao teor de compostos fendlicos totais, flavonoides,
antocianinas e capacidade antioxidante.

O delineamento composto central permitiu a otimizacdo do pH, tempo de
extracdo e temperatura de extragao, levando a uma extragao 6tima de polifendis em
pH 5,5, com tempo de extracdo de 120 min e temperatura de 55°C. A amostra RCA
se destacou em relacdo aos compostos fendlicos, com os polifendis majoritarios,
miricetina, acido vanilico e o acido galico, além de apresentar os melhores resultados
para carotenoides totais.

Para a digestao gastrointestinal in vitro, o foco principal foi caracterizar o
potencial nutricional e bioativo do residuo de caju (A. othonianum) para os compostos
fendlicos totais e capacidade antioxidante, além da bioacessibilidade de minerais e
fendlicos individuais. Todas as amostras apresentaram maior teor de compostos
fendlicos apos a digestdo gastrica e intestinal. A maior capacidade antioxidante
avaliada pelo método ABTS foi observada em todas as amostras na fase intestinal,
enquanto que para método redutor férrico (FRAP), foi observado uma maior atividade
antioxidante na fase gastrica. Para os fendlicos individuais, a maior bioacessibilidade
foi para o acido p-cumarico na amostra RCA e a menor bioacessibilidade foi para a
isoquercetina na amostra RCV. Na bioacessibilidade dos minerais, o Ca e o Mg
tiveram uma maior bioacessibilidade para o residuo de caju amarelo (RCA).

Diante do exposto, pode-se concluir que este estudo fornece informagdes
valiosas sobre o potencial bioativo e as propriedades nutricionais do residuo de caju
do Cerrado e, assim, incentiva seu uso sustentavel na area de ciéncia e tecnologia de
alimentos. O conhecimento em relagao a bioacessibilidade de fendlicos e minerais
presentes no residuo de caju abre caminhos para o desenvolvimento futuro de
alimentos funcionais. De uma forma geral, a valorizagao dos subprodutos de frutas

nativas tem grande importancia e interesse biotecnolégico para as industrias e
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pesquisas cientificas, principalmente por favorecer a sustentabilidade, valorizando o
bioma Cerrado e diminuindo o impacto ambiental.

Como trabalhos futuros, sugere-se o desenvolvimento de novos produtos com
a utilizagdo do residuo de caju Anacardium othonianum Rizz. Uma vez que esses
residuos podem ser fontes de compostos benéficos a saude humana, além de agregar

valor para a industria de alimentos, também como fonte de aditivos alimentares.
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Cerrado cashew (Anacardinm othonianum Rizz) apple pomace:
chemical characterization and optimization of enzyme-assisted
extraction of phenolic compounds

Blbcatriz Sihva Morais de FREITAS' @ Jsabel Cristina da Sibva HAAS' @, Marina PEREIRA-COELHOE @,
Aufirielle Borges de ALMEIDA' O, [dlia dos Santes Opusk de ALMEIDA' 3, Masioss Busanels BGEA" S,
Fahlapo Guimsarkes da SILVA" &, Carmen Lucea de Oliveira PETEOWICE? @, Alicia de FRANCISCO' 2,
Luaiz Angasto dos Sentes MATUREIRA" &, Carlise Beddin Friteen FREIRE' &,
Renata Dias de MeBo Castanho AMBONE' @

Ahstract

Cormade cashew {Amacaniton othosigoum Ricy) pomace s the main by product [rom e processing of cashew apples.
This study simed to (1) investigate the difference between the chemical compositions of the pomaces of vellow [YUCP),
arange (CHCF, and red (RCP) coshew apples based an their méneml, monosaccharide, und polyphenalic composiiions and
A} i enayms-assistad cxtmction of the phesolic compoutsds (mim Cerracdo casliesw apple pomsce, Potassius and
firem were Che main macre- and microelements fownd in res il 2o signiBcen daffenences wene nebed i the profiles of the
=mmpies. The predmminam: monossccharides in the samples induded glucose (52.7-6006 mol™) and uronsc acid (125- 14.5%
milL The commplete three-level fictomial design allowed the optimization of pH, extraction fme, aed temperabane, leading o
an optintal extractivn of polyphenals at pH 55, an extraction Ume of 150 min, and & Seenperatues of 5370 Myricebn (4300
A 26 mp/kged, vamillic scid [AS6-522 mpgl, and pallic ackd (11542925 mpkp were Uhe magor podyplsenols: fowsd in the
snitipdes. Thise rsaabts comflirmed that repandless of the cobor ol Cerrado cashew apple pomuace, (b by-prodact i patential
moirer of phytochemicals for application in sustainahle sl fenctional food produces

Keywonls:  cashew  appde; Troit By-product;  eneyme-assisted  extraction;  cestral  composite disigm - osullivariane
chemumetnc analysis.

Practical Applications The resalis hereby reported provide valualde information seganding cashew spple pomace & a source
of nuirients and polyphennls,

1. Introduction

i Commadiv s thie sevemd-larpest bioims in Brasil, 0 es-
cuples approximately 2,036,448 km' of the country's termigory.
Anmmmng e spcies (e i the Cormado Biome 1 Bear edibde
Truts, the Anacaralum athaulanim Rizenl, comamonky known
aw the cashew troe fpom the Cerrado, is woell keomy for lis foei,
which copsists of two parts: the cashew apple (bypocarp) aesd the
caslviw gl [O8ivwira o1 al., 30090 The cashiwt apple i8 sl 4l
iuicy. and lis skin and pulp are yellow, orange, or ned. Due oihe
soulence and acklic lasteof cashew apples from the species A
tlovagaar, ey kne mainly wsid & a taw malerisl o prepan
frosen Pulps, jabces, wwieets, lHigasus, tes, and other hevemages
(Samana et al.. 2020; Schwelggert of al, 2018). The processing

ool Ao pulps anil juicss pranluces 4 lange amosant of solid
residue that 1s highly perishable due bo lis high molstune comient.

The differences regarding the colors of the A. offomimmes
cashew apphes may Indicate ditferences in their chemical com.
prositioars amd nuteiional propertics even thaugh they ase the
same species. To the best of our knowledge, bere Is po report
avallable regarding the chembcal compesition of the cashew
apple pomade Brom e specis A ofkemiivain acconding o
each of s three different colors.

Although the literature shows that the extraction of phenolic
oompouds by organic sobvenis is mone cificient, the use ol these
chemicals presests a series ofdisachvantapes, such as oxicry o
thi environmeent and to the handlers. as well as koe selectiviey
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