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Resumo

O bagaco da maca de caju (Anacardium occidentale L.) é um subproduto
do processo de extragao de suco e uma das maiores fontes de residuos
produzidos pela industria de sucos de polpas. Esses residuos foram inves-
tigados como fonte de carbono para producgao de fendlicos antioxidantes
através da fermentacao em estado sélido pelo fungo Penicillium roque-
forti ATCC 10110. A extracao dos fendlicos totais foi realizada através de
um processo sequencial, utilizando 60% de agua, 30% de etanol e 30% de
acetona no bagago da maca de caju por 2 h a 34 °C. Os parametros de
controle do processo fermentativo, tais como temperatura de incubagéao
e o tempo de fermentacao, foram otimizados usando um planejamento
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experimental Doehlert. Apds o processo fermentativo, o teor maximo de
fendlicos totais encontrados foi de 408.81 mgGAE/100g a 32 °C e 93h.
As capacidades antioxidantes determinadas pelos métodos DPPH e
ABTS encontradas foram de 4.619.57+209.95 g/g DPPH e 22.25+0.82
UM Trolox/g, respectivamente. Os resultados demonstraram que a fer-
mentagdo em estado solido com o P. roqueforti ATCC 10110 foi capaz de
aumentar em 63% o teor de compostos fendlicos totais e as capacidades
antioxidantes em 10% pelo método DPPH e em 63% pelo método ABTS*
em relacdo em bagaco nao fermentado. Dessa forma, este bagacgo deixa
de ser um residuo para tornar-se uma importante biomassa alternativa
natural e barata para aplicacao em bioprocessos como uma fonte rica de
fendlicos antioxidante. Esses fendlicos antioxidantes produzidos podem
ser usados parcial ou totalmente para substituir antioxidantes sintéticos
de alto custo.

Palavras-chave:Bagagodocaju, Fendlicos totais, Capacidade Antioxidante,
Fermentacao no estado solido, Penicillium roqueforti ATCC 10110.
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Introdugao

econdmica em todo o mundo como fonte de dois produtos principais

- a castanha de caju (representando botanicamente a fruta verda-
deira) e a macga do caju (pedunculo de caju ou pseudofruto). De acordo
com a Organizacao das Nacoes Unidas para Agricultura e Alimentagao
(FAQ, 2018), a produgao mundial de magas de caju em 2017 totalizou
2.001.301 toneladas; e sua producao esta concentrada na regiao tropi-
cal do globo e ¢ difundida no Brasil, india, Indochina e algumas regides
africanas.

O caju corresponde a cerca de 90% do peso total do fruto e é com-
posto por carboidratos, fibra alimentar, vitaminas (principalmente vitamina
C), minerais e fendis antioxidantes (FONTELES et al.,, 2017; ADOU et al,
2012 QUEIROZ et al., 2011). O caju pode ser consumido diretamente ou
industrializado como suco. De acordo com os dados oficiais, o Brasil pro-
cessa cerca de 2 milhdes de t de caju por ano, destinado ao agronegécio
do suco de polpa de caju, considerado um dos sucos mais populares (FAQ,
2018). O suco é obtido pressionando a maga do caju em uma prensa. O
residuo da producao de suco € o bagaco de caju. O bagago de maca é
rico em fibras e retém altos niveis de nutrientes e compostos bioativos
(AL-DHABI et al. 2017; DE ALBUQUERQUE et al., 2015). Devido a essa com-
posicao, este tipo de residuo pode ser utilizado como matéria-prima em
processos biotecnologicos, principalmente aqueles relacionados ao cres-
cimento de microrganismos para produzir metabolitos de valor agregado,
minimizando possiveis problemas ambientais e buscando novos usos
tecnoldgicos para fontes naturais baratas. Além disso, nos ultimos anos,
estudos tém mostrado a presenca de compostos bioativos em diferentes
tipos de residuos agroindustriais, com aplicagdes potencialmente valio-
sas para a industria (DULF et al., 2016; MORALES et al.,, 2016a; MORALES
et al,, 2016b; SOJKA et al., 2015; MARTIN et al. 2012). Estes compostos
atuam na prevencao e redugao de doengas cardiacas, do sistema diges-
tivo, osteoporose, cancer, Alzheimer, catarata e Parkinson (BATAGLION, et
al., 2015).

Muitas alteragdes bioquimicas ocorrem durante a fermentacao,
levando a uma relacao alterada de componentes nutritivos e anti- nutriti-
VoS e, consequentemente, afetando as propriedades dos produtos, como
a bioatividade e a digestibilidade (ZHANG et al., 2012). Recentemente, este
bioprocesso foi aplicado na produgao e extragao de compostos bioati-
vos nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica. Por exemplo, a

O cajueiro (Anacardium Occidentale L.) é de consideravel importancia
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fermentacao tem sido aplicada para aumentar o conteldo de compos-
tos fendlicos bioativos em leguminosas, aumentando assim sua atividade
antioxidante (LIMON et al., 2015; TORINO et al., 2013). Pelas razdes discu-
tidas acima, a fermentacao de residuo alimentar pode ser uma ferramenta
util para melhorar as atividades biolégicas do residuo do bagago da maca
de caju.

Os fungos filamentosos apresentam potencial para a producao de
varios compostos bioativos (ALBERTI et al., 2017). O Penicillium é muito
utilizado nas industrias de alimentos devido a facilidade de adaptagao
aos substratos fornecidos. As espécies pertencentes a este género foram
submetidas a varios estudos basicos, e muitos pesquisadores obser-
varam um grande potencial biotecnologico decorrente dos metabdlitos
produzidos por esses fungos e que podem ser destinados a diferentes
ramos industriais (RIZZELLO et al., 2017). P. roqueforti ¢ uma das espécies
pouco investigadas; no entanto, tem algumas caracteristicas favoraveis a
fermentacao, que incluem bom desenvolvimento em diferentes condicoes
de pH e capacidade de crescer em uma variedade de substratos (MIOSO
et al,, 2015).

A metodologia de superficie de resposta (MSR) é um conjunto de
técnicas matematicas e estatisticas, que pode ser aplicado para a mode-
lagem de varios processos e analise de parametros desse processo em
gue a resposta de interesse ¢é influenciada por varios fatores e pode ser
otimizada (RAJENDRAN et al., 2014; HUSSAIN et al.,, 2016). A principal
vantagem da otimizagao via MSR € o menor numero de experimentos
necessarios para avaliar os multiplos parametros e suas interagdes em
comparagao com os métodos empiricos (KOOLEN et al., 2013; ALTEMIMI
etal, 2015; REN et al., 2016).

Em uma publicagdo recente, nos investigamos o teor de fenoli-
cos totais e a atividade antioxidante em bagago de caju nao fermentado
usando delineamento experimental como uma técnica de otimizagao
combinada com metodologia de superficie de resposta (MSR) (FELIX et al,
2018). Os resultados mostraram que o extrato do bagago da maga do caju
pode ainda ser considerado uma fonte potencial de fendlicos com ativi-
dade antioxidante e uma importante biomassa natural alternativa barata
para uso em bioprocessos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial do bagaco fermentado com P. roqueforti ATCC 10110 através
da fermentagdo em estado solido e comparar a producao dos fendlicos
totais antioxidantes em relacao ao bagago nao fermentado.

Investigagao, Engajamento e Emanicipagcao Humana 481
ISBN: 978-65-86901-04-7



Metodologia
Microorganismo e inoculagao

De acordo com Ferreira et al. (2017) e com algumas modificagdes, as
cepas de P. roqueforti ATCC 10110 utilizadas neste estudo foram adqui-
ridas da colegdo de microrganismos do INCQS/Fiocruz (Manguinhos, Rio
de Janeiro, Brasil) sob o nimero de registro 40074. Para a preparagao do
inéculo, o fungo esporulou a cultura com 7 dias de incubagdo em meio
PDA a 30 °C e foi suspendido em Tween 80 (0,01% v/v). A contagem do
numero de esporos foi realizada em uma camara de Neubauer e micros-
copio binocular (BIOVAL L1000, Sao Paulo, Brasil). As concentragdes de
esporos de inoculo foram 1x107 esporos por grama de meio solido.

Amostras do bagaco da maga do caju

O bagaco da maca de caju in natura foi gentilmente cedido pela
industria de polpa de fruta Frutisol (Jequié-Bahia-Brasil), localizada na
regiao sudoeste do estado. Os residuos foram secos em estufa (Solab SL
102, Piracicaba, Brasil) a 50 °C por 72 h e entdo moidos em um moinho
(ACB Labor, Sao Paulo, Brasil) e armazenados a 30 °C até analise.

Fermentacgao no estado solido

O indutor utilizado no processo fermentativo foi apenas o residuo
do bagaco da maca do caju. Assim, 10 gramas do residuo foi autoclavado
(121°C/1 atm/15 min) em fracos Erlenmeyer de 125 mL. Apds o resfria-
mento, o substrato estéril foi inoculado com 107 esporos/g de residuo e
umedecido com agua destilada estéril até a determinacao do valor de
umidade desejado (40%). As fermentagdes foram incubadas em estufas
bacterioldgicas e as variaveis independentes, tais como temperatura de
incubagao (T, ° C) e tempo de fermentagao (t, h) foram avaliadas de acordo
com o delineamento experimental Doehlert (Tabela 1).

Planejamento experimental Doehlert e analise estatistica

Um planejamento experimental tipo Doehlert e metodologia de
superficie de resposta (MSR) foram utilizados para avaliar a influéncia da
temperatura de incubagao (T, °C) e do tempo de fermentacao (t, h) no teor
de compostos fendlicos produzidos por P. roqueforti ATCC 10110 atraves
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da fermentacao em estado solido com o bagaco da maca do caju. A matriz
consistiu de 9 experimentos (Tabela 1), incluindo trés repetigcbes no ponto
central para estimar o erro experimental, avaliar efeitos quadraticos, linea-
res e de interacao das variaveis e ajustar um modelo matematico obtido.
A partir dos valores experimentais obtidos em resposta, um modelo poli-
nomial de segunda ordem foi construido de acordo com a equacao 1 para
avaliar os efeitos das variaveis independentes sobre a resposta; onde Y
¢ a resposta (teor de compostos fendlicos), B0 € o termo constante; 31,
B2 e B3 sao o coeficiente de termos lineares; 311, 22 e B33 sdo o coefi-
ciente de termos quadraticos; 312, 313 e 23 sdo o coeficiente de mistura,
respectivamente.

Y = B0+ B1A + B2B + B3C + B11A2 + B22B2 + B33C2 + B12AB + B13AC + B23BC (1)

O nivel de significancia estatistica do modelo gerado foi avaliado
pela analise de variancia (ANOVA, p <0.05). Os coeficientes de regressao
foram avaliados a partir do grafico de Pareto (baseado em t-Student, p
<0.05); e a qualidade do modelo foi avaliada pelo coeficiente de deter-
minagao (R2) e pelo coeficiente de determinagao ajustado (R2-adj). Foi
também avaliado a falta de ajuste do modelo. O software Statistica versao
10 (Statsoft Inc.) foi usado para andlise dos dados e dos graficos.

Determinagao do teor de fenolicos totais

A extracao dos fendlicos totais foi realizada através de um processo
seqlencial, utilizando 60% de agua, 30% de etanol e 30% de acetona no
bagaco da maga do caju por 2 h a 34 °C, segundo Felix et al (2018). O teor
total de fendlicos foi determinado de acordo com o método adaptado de
Folin-Ciocalteu (REBAYA et al., 2015). Resumidamente, os extratos (0.5
mL) foram misturados com 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (1:10)
e 2 mL de solugao de carbonato de sédio (4%). A mistura foi agitada e
mantida temperatura ambiente durante 2h no escuro. A absorbancia
da amostra foi medida por espectrofotémetro (UV-340G, Gehaka, Sao
Paulo, Brasil) a 750nm contra um branco. Solugbes aquosas de acido
galico foram usadas para calibragado. Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de acido galico por 100 gramas de residuo
(MgGAE/100q). Todas as medidas foram realizadas em triplicatas.
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Determinagao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada usando os métodos DPPH
e ABTS. O DPPH foi estimado pelo método de Brand-Williams et al. (1995)
com pequenas modificagbes. A solugdo de DPPH (0,06 mM) foi diluida
com etanol para se obter uma absorvancia de 0.70 + 0.02 unidades a 517
nm. Deixaram-se os extratos da amostra (0.1 mL) reagir com 3.9 mL da
solugao do radical DPPH durante 30 minutos no escuro e a diminuicao
da absorbancia da solugao resultante foi monitorada. A absorbancia da
mistura reacional foi medida usando um espectrofotémetro (UV-340G,
Gehaka, Sdo Paulo, Brasil) a 517 nm. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata. Os resultados foram expressos como EC50 (g/g de DPPH),
correspondendo a concentracao da amostra que reduziu a absorbancia
inicial do DPPH em 50%. Para o ensaio ABTS, o procedimento seguiu o
método de Evans et al. (1999) com pequenas modificagdes. O cation radi-
cal ABTS (ABTSY) foi gerado pela reagdo de 5 mL da solugdo aquosa de
ABTS (7 mM) com 88 L de persulfato de potassio 140 mM (concentragao
final de 2.45 mM). A mistura foi mantida no escuro por 16 h antes do uso
e depois diluida com etanol para obter uma absorbancia de 0.70+0.05 uni-
dades a 734 nm utilizando um espectrofotémetro (UV-340G, Gehaka, Sdo
Paulo, Brasil). Em seguida, 30 mL do extrato foram adicionados em 3.0 mL
de solucao ABTS diluida. Apos a adigao de 30 pl de extrato, a absorbancia
a 734 nm foi registrada aos 6 min apos a mistura. Solugdes etandlicas
de concentragdes conhecidas de Trolox foram utilizadas para calibragao
e todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Os resultados foram
expressos como mMTrolox/g.

Resultados e discussao

Efeito da fermentacao sobre o teor de fenodlicos totais do bagago
da maga do caju

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam 0 aumento do teor
de compostos fendlicos totais no bagaco de caju apos o processo de
fermentacao sob condigdes de temperatura de incubagao e tempo de fer-
mentagao investigados. No entanto, algumas variagdes nos valores foram
observadas quando diferentes niveis das variaveis foram utilizados. Para
avaliar matematicamente essas variacoes, os resultados foram submeti-
dos a analise de regressao para a construgao de um modelo polinomial de
segunda ordem, conforme a equagao 2.
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Tabela 1. Matriz Doehlert com os valores codificados e reais (entre parénteses) para

as variaveis independentes, tempo de fermentagao (t, h) e temperatura de incuba-

¢do (T, °C), e considerando a variavel dependente (resposta) como a quantidade de
fendlicos totais (mg GAE/100g).

Experimentos ¢ T fTeor de fenNOMcos totais sem Teor de ferléhcos totais com

ermentagdo (MgGAE/100qg) | fermentagdo (mgGAE/100g)
1 +1 (120) 0(30) 256.06 £22.32 382.12+95
2 +0.5(96) | +0.866 (40) 28792 +6.15 393.34+135
3 -1 (24) 0(30) 266.31+7.47 27723+82
4 -05(48) | -0.866 (20) 244.06+12.65 3470578
& +0.5(86) | -0.866 (20) 280.35+373 368.06+£53
6 -05(48) | +0.866 (40) 267.06+£22.32 30620£7.3
% 0(72) 0(30) 269.34+490 387.08+11.2
8 0(72) 0(30) 230.30£22.28 407.32+132
9 0(72) 0(30) 26631 £14.15 398.16+10.5

Y= 8290+ 324 - 0020 1,3 +:11 0:8301 — 0L 2Y/F 2+ 0.069 i1 2

A significancia estatistica dos termos quadratico, linear e de interagao
(linear x linear) da equacao 2 foi plotada como um grafico de Pareto (Figura
1). Neste tipo de gréfico, o valor absoluto da amplitude do efeito padronizado
(relagdo entre o efeito e o erro normal) de cada um dos coeficientes é plo-
tado em ordem decrescente e comparado com uma magnitude de um fator
estatisticamente significativo (NOVAES et al,, 2018; NOVAES et al.,, 2017).
Assumindo um nivel de confianga de 95%, representado pela linha vertical
tracada no grafico, observou-se que apenas os termos t e t? foram signifi-
cativos. O efeito significativo do termo linear t sugeriu que a variavel tempo
de fermentagao era altamente critica para a formagao de compostos feno-
licos. A significancia do termo quadratico t destaca a influéncia do tempo
de fermentacao variavel na resposta, indicando que pequenas mudangas em
seus valores afetariam significativamente o processo. Por outro lado, o termo
linear e quadratico para a variavel temperatura de incubacdo (T e T?), assim
como o termo de interagao (linear x linear) entre as variaveis investigadas
(t+T) foram insignificantes em um nivel de 95% de confianca. Estes resultados
sugerem gue o processo de fermentagdo em estado sélido por P. roqueforti
ATCC 10110 no bagaco da maga do caju para a formacao de fendlicos totais
nao foi significativamente afetado pela variagao na temperatura de incuba-
¢ao (no dominio experimental investigado), demonstrando que P. roqueforti
ATCC O 10110 pode desenvolver bem e ser capaz de sintetizar compostos
fendlicos em uma ampla faixa de temperatura.
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Figura 1. Gréafico de Pareto mostrando a influéncia das varidveis e suas interacdes na
extracdo do teor de fendlicos totais do bagago da maga do caju na fermentagao em
estado sélido pelo P roqueforti ATCC 10110.

(1]Times (hy(L) i

Times (h)(Q)

p=0.05

A ANOVA (p <0,05) para o modelo matematico construido indicou
alta significancia estatistica (Tabela 2), evidenciada pelo teste F para a
regressao, obtendo um valor de F correspondente a 45.57 (p <0,01). O
valor de R? (0.9870) indicou alta correlagdo entre os valores preditos e
0s resultados experimentais, e 98,70% da variacdo da resposta (teor de
fenodlicos totais) podem ser explicados pelo modelo.

Tabela 2. Analise de variancia (ANOVA) para o modelo ajustado a partir dos resulta-
dos experimentais para os fendlicos totais do residuo do bagago da maga do caju
apos fermentagao no estado sdlido através do P roqueforti ATCC 10110.

sQ GL QM Valor de F Valor de p
Regressao 16835.0652 5 3167.013 45576 0.005
Residuos 208.4678 8 69.489
Erro total 16043.5330 8
Falta de Ajuste 3,0246 1 3.025 0.029 0.879
Erro puro 206.4432 2 1 02028,

R?=0.9870; SQ = Soma dos Quadrados; GL = Grau de Liberdade; QM = Quadrado Médio.

O grafico de superficie de resposta (Figura 2) mostra o efeito das
variaveis e suas interagdes sobre os fendlicos totais do bagago da maga
do caju apods o processo de fermentacao. A partir deste grafico, ficou evi-
dente que a variavel tempo de fermentacao exerceu maior influéncia no
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teor de compostos fendlicos totais. Além disso, observou-se uma regiao
de teor maximo de compostos fendlicos totais quando o tempo de fermen-
tacao foi mantido entre 82 e 94 h e a temperatura de incubagao entre 29
e 33 ° C. O ponto maximo estacionario foi determinado matematicamente
pela aplicagao do critério de Lagrange juntamente com o determinante de
Hessian para a equagao 2 (FERREIRA et al., 2004). Assim, as condigbes
previstas para a producao maxima de compostos fendlicos totais foram:
T=32°Cet=93h, sob essas condicdes, a resposta prevista foi de 408.81

mMgGAE/100g. A producao de compostos fendlicos totais foi confirmada e
validada por meio de um experimento (em triplicata) sob condigbes otimi-

zadas, obtendo-se um valor de 406.59+9,61 mgGAE/100g, muito proximo

do valor previsto. Este valor identificado para os fendlicos totais foi 63%

superior ao encontrado para o bagago da macga do caju nao fermentado

(249.10434.76 mgGAE/100q).

Os valores identificados para os fendlicos totais neste trabalho
foram significativamente superiores aos determinados para o pedunculo
e frutos carnosos. Em trabalhos anteriores, por exemplo, Melo et al. (2006)
e Rufino et al. (2010) determinaram 295.25+25,91 e 118+3.7 mgGAE/100g,
com base na polpa de caju fresca, respectivamente, e Chandrasekara e

Shahidi (2011) determinaram 269.05-347.99 mgGAE/100 g na castanha
de caju.

Figura 2. Grafico de superficie de resposta representando interacdes entre o tempo
de fermentacao (t) e a temperatura de incubagao (T) no teor de fendlicos totais do
bagago da maga do caju (mgGAE/100g).

(6 L 9D B joustd ¥l
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Efeito da fermentagao sobre a atividade antioxidante do bagago
da maca do caju

Amostras de bagaco da maga de caju fermentado em estado solido
com P. roqueforti ATCC 10110 foram examinadas quanto a atividades
antioxidantes utilizando dois métodos diferentes de ensaio: DPPH e ABTS.
Esses métodos distinguem-se uns dos outros por seu mecanismo de
acao e podem ser complementares ao estudo do potencial antioxidante.

O método DPPH foi expresso na CE50, a concentragao inibitéria do
bagaco de caju necessaria para inibir 50% dos radicais DPPH, obtida a
partir da curva padrao. Indicando que quanto menor o seu EC50, maior a
atividade antioxidante. O método ABTS foi expresso como a capacidade
antioxidante total equivalente ao Trolox com base na capacidade dos
antioxidantes em capturar o cation ABTS*, indicando que quanto maior o
seu valor maior a atividade antioxidante.

Os valores encontrados neste trabalho foram EC50 de
4.619,57+209.95 g/g DPPH e 22.25+0.82 uMTrolox/g para ABTS*. As
porcentagens de aumento de antioxidante demonstradas pelos extratos
obtidos apos 93 h de fermentagao com P. roqueforti ATCC 10110 foram
cerca de 10 e 63% respectivamente maiores em comparagao com 0s
valores nao fermentados (EC50 de 5.170,91+305 g/g DPPH e 13.611.8
UMTrolox/g, para ABTSY). Esses resultados também foram superiores aos
relatados por Rufino et al. (2010), que encontraram EC50 de 7.142+205
g/g DPPH e 11.2+0.04 uMTrolox/g de fruto para o pedunculo carnoso,
respectivamente.

O bagaco da maca do caju fermentado foi mais eficaz naremogao de
radicais ABTS* do que os radicais DPPH, isto pode ser devido a complexi-
dade da fermentagao do bagaco da macga do caju, propriedades quimicas
de polaridade, podendo assim, levar a resultados variados de bioatividade
dependendo do método adotado. Fatores como a solubilidade do extrato
nos diferentes sistemas de solventes também foram relatados a afetar a
capacidade de alguns extratos em extinguir diferentes radicais (GUERRINI
et al., 2009). Wang et al. (2008) relataram que alguns compostos que
possuem atividade sequestradora de radicais ABTS* ndo apresentam ati-
vidade do DPPH. Em um estudo anterior de compostos fendlicos como
fontes antioxidantes, Prior et al. (2005), menciona que existem diferengas
entre os métodos de analise, devido a varios fatores, como a influéncia do
solvente nos componentes extraidos, a interagéo cruzada de solventes
extrativos, sensibilidade e seletividade.
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No entanto, essas diferencas nos valores da atividade antioxidante
sao compreensiveis pela maneira como os extratos reagem diferente-
mente com os radicais introduzidos nos ensaios, uma vez que o radical
ABTS* é catidnico e o radical DPPH é neutro e com estrutura molecular
diferente (SANCHEZ-MORENO, 2002; SCHLESIER et al., 2002).

Consideracoes finais

A fermentagao em estado solido com o P. roqueforti ATCC 10110
fol capaz de aumentar o teor de compostos fendlicos totais antioxidantes
no residuo do bagago da maca do caju, podendo agregar valor econo-
mico a esse residuo e reduzir possiveis problemas ambientais. Assim,
a exploracao desses recursos renovaveis abundantes e baratos poderia
ser feita pelas industrias. A substituicao total ou parcial de antioxidantes
sintéticos por estes antioxidantes naturais pode representar redugao de
custos e melhorar o valor de saude dos produtos. No entanto, estudos
toxicoldgicos precisarao ser realizados para validar sua aplicabilidade a
esse respeito.
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